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RESUMEN

Eriptosis. Mecanismos involucrados y efecto protector de la eritropoyetina

Los procesos inflamatorios, frecuentemente asociados a anemia de enfermedades cronicas,
podrian cumplir un rol en la inhibicibn de la eritropoyesis. La existencia de sehales
intracelulares comunes entre los procesos que regulan la eritropoyesis y la respuesta
inflamatoria sugiere que la desregulacién de un sistema podria explicar la disminucién de la
funcion del otro. Por otro lado, un dafno directo sobre los eritrocitos maduros en circulacién,
causado por factores presentes en dichos procesos, podria contribuir también al desarrollo
de anemia. Teniendo en cuenta que la identificacién de factores que pueden afectar la
sensibilidad de células eritroides a las diferentes sefnales recibidas permitiria conocer la
interferencia de la inflamacion en la eritropoyesis, se plante6 como primer objetivo, dilucidar
la interrelacion entre diferenciacion eritroide y apoptosis. Se observd una mayor sensibilidad
de la linea eritroleucémica humana K562 a la accion proapoptédtica de citoquinas
proinflamatorias, como TNF-a e IL-18, cuando las células se encontraban en etapa de
diferenciacién eritroide. El estudio de los mecanismos involucrados permitié sugerir, por
primera vez, una posible explicacion del efecto de TNF-a e IL-18 basada en la disminucion
de los niveles de la proteina antiapoptética c-FLIP observada durante la diferenciacion con
hemina. Mas aun, el tratamiento previo con el factor de crecimiento eritropoyetina (Epo) de
las células inducidas a diferenciacion eritroide las protegié de la accion proapoptética a la
vez que se detectd la modulacion positiva de c-FLIP. La Epo contrarrestaria los cambios en
las vias de senalizacion producidos durante el proceso de diferenciacion eritroide
permitiendo a las células mantener su resistencia a la apoptosis mediada por citoquinas

proinflamatorias.

Bajo ciertas circunstancias, eritrocitos maduros pueden sufrir autodestruccién prematura
presentando alteraciones celulares similares a las de la apoptosis de una célula nucleada,
razon por la que se denominé a este proceso eriptosis.

Ademas de citoquinas, durante los procesos inflamatorios es frecuente encontrar
incrementados los niveles de compuestos prooxidantes. Por ello, a continuacién se enfoco el
trabajo hacia la evaluacién de un posible efecto directo de estos agentes sobre eritrocitos
maduros. Se estudié el desarrollo de signos de eriptosis en los eritrocitos expuestos a
citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-183 e IFN-y) y a agentes prooxidantes (NaNO, y H,O,).
Se encontré que éstos pero no las citoquinas indujeron traslocacién de fosfatidilserina (PS)
en la membrana del eritrocito. Para investigar los posibles mecanismos involucrados en la
autodestruccion prematura de los eritrocitos, se analizaron cambios morfolégicos vy

bioquimicos en el gloébulo rojo expuesto a dos condiciones: aumento masivo de calcio
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intracelular y exposicion celular a NaNO, y H.O,. Ademas de la externalizacion de PS, los
eritrocitos bajo ambos tratamientos mostraron un incremento del nivel intracelular de calcio,
ambas caracteristicas tipicas del desarrollo de eriptosis. Sélo en el modelo de estrés
oxidativo se observd, ademas, el incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
disminucién de glutation (GSH). La activacién de la proteina PI3K pareceria ser relevante en
la eriptosis inducida por ambos modelos mientras que la activacién de la fosfatasa PTP1B
estaria favorecida en el modelo de sobrecarga de calcio. Las modificaciones de proteinas de
membrana y los cambios en la morfologia celular fueron también signos diferenciales entre
ambos tratamientos.

La Epo fue capaz de disminuir significativamente la induccién de la alteracion en el estado
redox celular por NaNO, y H.O.. En cambio, no fue capaz de inhibir la traslocacion de PS en
el modelo de incremento de calcio. Las diferencias en los mecanismos involucrados en los
dos modelos estudiados podrian explicar la accién diferencial de Epo sobre los eritrocitos

inducidos a eriptosis por los diferentes agentes.

En base a los resultados obtenidos y a otros trabajos realizados previamente en nuestro
laboratorio, se decidio, en el siguiente paso, investigar si compuestos de aluminio pueden
actuar como factores proeriptéticos. Experiencias in vivo e in vitro permitieron asociar la
sobrecarga de aluminio con anemia. En este trabajo, se estudiaron mecanismos de accién
del metal, utilizando un modelo de eritrocitos humanos sometidos a tratamiento prolongado
in vitro con cloruro de aluminio. La aparicién de eritrocitos con morfologia anormal sugirié
una interaccion del metal con la superficie celular, sustentado por el hallazgo de elevada
concentracion de Al en la membrana celular. Se demostré que el Al induce signos de
eriptosis, como externalizacién de PS, aumento de calcio intracelular y degradacion de
banda 3. El hallazgo de un incremento significativo de ROS en conjunto con una disminucion
de la concentracion de GSH mostré un estado de estrés oxidativo. Un punto interesante es
que la accién prooxidante del aluminio fue contrarrestada por la Epo. El hecho de que este
resultado fuera similar a la prevencion del desbalance éxido-reduccién por la acciéon del
antioxidante N-acetilcisteina (NAC), sugiere un rol antioxidante de la Epo.

El efecto antieriptético de la Epo podria contribuir a enriquecer el conocimiento acerca del rol
fisiologico de esta hormona sobre células eritroides. Independientemente de cudl sea su
mecanismo antioxidante, el efecto de Epo demostrado en este modelo de exposicion a
aluminio, asi como en el modelo de estrés oxidativo, nos permite sugerir potenciales
beneficios del tratamiento con la hormona en pacientes con anemia asociada a patologias

con un ambiente redox alterado.
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ABSTRACT

Mechanisms involved in eryptosis and the protective effect of erythropoietin

The first part of this study focused on the modulation of factors that would affect the
sensitivity of erythroid differentiated cells to proinflammatory citokines, such as TNF-a and IL-
1B. The tumor necrosis factor alpha (TNF-a) affects a wide range of biological activities, such
as cell proliferation and apoptosis. Cell life or death responses to this cytokine might depend
on cell condition. Therefore, it was interesting to study whether erythroid differentiation may
affect erythroid progenitors to apoptosis induced by proinflammatory cytokines.
Hemin-differentiated K562 cells showed higher sensitivity to TNF-induced apoptosis than
undifferentiated cells. At the same time, hemin-induced erythroid differentiation reduced c-
FLIP expression. However, this negative effect was prevented by previous treatment with
erythropoietin, which allowed the cell line to maintain c-FLIP levels. The results suggest that
erythroid differentiation might deregulate the balance between growth promotion and death
signals induced by TNF-a, depending on cell type and environmental conditions. The role of
c-FLIP seemed to be critical in the protection of erythroid differentiated cells from apoptosis
or in the determination of their sensitivity to TNF-mediated programmed cell death. Epo,
which for the first time was found to be involved in the prevention of c-FLIP downregulation,
proved to have an antiapoptotic effect against the proinflammatory factor.

The identification of signals related to cell life/death switching would have significant
implications in the control of proliferative diseases, and would contribute to the understanding

of mechanisms underlying the anemia associated to inflammatory processes.

Proinflammatory factors may not only affect the erythropoiesis process but also cause direct
injury upon mature erythrocytes. Eryptosis is a process by which red blood cells can undergo
self-destruction sharing several features with apoptosis. Since premature programmed
erythrocyte death may be induced by different agents, in this work mechanisms involved in
two eryptotic models (oxidative stress and cell calcium overload) were compared.
Phosphatidylserine (PS) translocation and increased calcium content were common signs
observed in erythrocytes exposed to sodium nitrite plus hydrogen peroxide or calcium
ionophore A23187, while increased reactive oxygen species (ROS) and decreased reduced
gluthation (GSH) levels were detected in the oxidative model. Protein kinase activation
seemed to be an outstanding feature in eryptosis induced by oxidative stress whereas
phosphatase activation was favored in the calcium overload model. Cell morphology and
membrane protein alterations were also differential signs between both models.
Erythropoietin was able to prevent cell oxidative unbalance, thus blunting PS translocation.

However, the hormone favored intracellular calcium influx which could be the reason why it
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could not completely counteract the induction of eryptosis. Instead, erythropoietin was unable
to inhibit PS externalization in the increased calcium model. The different mechanisms
involved in the eryptotic models may explain the differential action of erythropoietin upon
erythrocytes induced to eryptosis by different agents.

Previous works developed in our laboratory suggested that aluminum compounds could be
proeryptotic agents. The widespread use of aluminum provides easy exposure of humans to
the metal and its accumulation remains a potential problem. In vivo and in vitro assays have
associated Al overload with anemia and erythrocyte morphological and biochemical changes.
To better understand the mechanisms by which aluminum affects human erythrocytes, these
cells were exposed to long-term treatment with the metal using an in vitro model developed
in our laboratory that mimic in vivo effects. The appearance of erythrocytes with abnormal
shapes suggested metal interaction with cell surface, supported by the fact that high
amounts of aluminum were found attached to cell membrane. Long-term incubation of
human erythrocytes with Al induced signs of premature erythrocyte death (eryptosis), such
as phosphatidylserine externalization, increased intracellular calcium, and band 3
degradation. Signs of oxidative stress, such as significant increase in ROS in parallel with
decrease in the amount of GSH, were also observed. Interestingly, Epo protected
erythrocytes from the prooxidative action of aluminum. Since this result was similar to that of
the antioxidant N-acetylcysteine, it can be suggested an antioxidant ability of Epo. In
conclusion, results provide evidence that chronic aluminum exposure may lead to
biochemical and morphological alterations similar to those shown in eryptosis induced by
oxidant compounds in human erythrocytes. The antieryptotic effect of Epo may contribute to
enhance the knowledge of its physiological role on erythroid cells. Irrespective of the
mechanism involved in its antioxidant action, this property of Epo shown in this model of
aluminum exposure, let us suggest additional benefits of the Epo treatment in patients with

anemia associated to altered redox environment.

Keywords:

erythrocytes; anemia; eryptosis; oxidative stress; erythropoietin; intracellular calcium;
proinflammatory cytokines; aluminum toxicity
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Introduccion

L HEMATOPOYESIS Y ERITROPOYESIS

La hematopoyesis es el proceso mediante el cual se producen las células sanguineas
en la médula ésea a partir de una unica stem cell pluripotente. Esta célula, con alta
capacidad de autorrenovaciéon durante toda la vida del individuo puede dar origen a
todas las lineas celulares, como eritrocitos, granulocitos (neutréfilos, eosindfilos y
basofilos), monocitos, plaquetas y células del linaje linfoide.

El sistema hematopoyético de los vertebrados requiere la presencia de progenitores
que aseguren una produccion continua de nuevas células, necesarias para reemplazar

las células maduras cuya vida media es limitada.

Las stem cells son capaces de diferenciarse como respuesta al estimulo inducido por
distintas citoquinas, originando células progenitoras, las cuales al dividirse y
diferenciarse pierden su multipotencialidad en forma gradual. Este proceso de
diferenciacién es irreversible y da lugar a la formacion, principalmente, de células
unipotenciales y bipotenciales (comprometidas hacia una o dos lineas
hematopoyéticas mieloides) y muy escasamente a células multipotenciales.

La eritropoyesis es un complejo proceso multifasico que involucra la diferenciacion de
células "stem" hematopoyéticas a eritrocitos o gldébulos rojos maduros (Fig.1).

Célula madre

pluripotente Células progenitoras Gélulas precursoras Eritrocitos

! - 4 divisiones ——m- )
BFU-E | GFU-E Eritroblastos
SRR A Jm—— R I ortocromaticos

divisiones divisiones EPO

Entroblasto
basafito

@, —

Eritropoyesis ineficaz

® 6 ©

Eritropoyesis acelerada

Figura 1: Esquema representativo de eritropoyesis. A partir de una célula madre pluripotente se
generan progenitores eritroides que sufren diferentes estadios de diferenciacién hasta convertirse en
eritrocitos maduros. Adaptadada de http:/www.igb.es/hematologia/atlas/eritropoyesis.htm
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En la ontogenia eritropoyética, las BFU-E (burst forming units-erythroid) anteceden a
las CFU-E (colony forming units-erythroid). Entre trece y quince es el numero de
divisiones celulares que realizan los progenitores eritroides antes de alcanzar el primer
estadio de maduracion morfolégicamente reconocible, el proeritroblasto. La actividad
mitdtica de éstas células continGa en la etapa de eritroblasto baséfilo hasta la etapa de
eritroblasto policromatoéfilo. A lo largo de su diferenciacién, los progenitores eritroides
adquieren o pierden antigenos; este ultimo es el caso de la expresion de los antigenos
pluripotencial (CD34) y mieloide temprano (CD33). El proceso de diferenciacion de las
células eritropoyéticas, se caracteriza por la disminucién gradual del tamano celular, el
cambio progresivo de coloracion citoplasmatica basoéfila a eosindfila debido a la
sintesis cada vez mayor de hemoglobina, y a la progresiva condensaciéon y
achicamiento del nicleo hasta su extrusion definitiva. Las células maduras son
retenidas en la médula ésea hasta que alcanzan cierto grado de maduracioén, con
caracteristicas morfologicas y funcionales distintivas y sin potencial proliferativo. El
ultimo estadio de diferenciacién previo a la formacién del eritrocito maduro se
denomina reticulocito, donde la célula hemoglobinizada ya ha perdido su nucleo y
organelas pero conserva restos de acidos ribonucleicos (ARNs) en su interior. Una vez

alcanzado el estadio de eritrocito circulante esos restos de ARN se han perdido.

Eritropoyetina

Esta produccién continua de glébulos rojos es activada por diversos factores, entre los
que adquiere preponderancia, la eritropoyetina (Epo), la hormona que regula la
produccion de células eritroides.

La Epo, glicoproteina de 34 kDa, es sintetizada como precursor de 193 aminoacidos y
luego sufre un clivaje de 27 aminoacidos y la glicosilacion de 4 aminoacidos (serina en
la posicion 126 y tres en asparraginas en posicion 24, 38 y 83). La remocién del
extremo C-terminal del aminodcido arginina da por finalizado el proceso
postraduccional (Bahlmann et al, 2004).

La Epo es producida en rifién e higado, siendo éste el sitio de sintesis predominante
durante la vida fetal. Después del nacimiento, aproximadamente el 10% de la
produccion de Epo sigue generandose en el higado, pero la mayor produccion se
efectla en las células intersticiales peritubulares de la corteza renal (Fisher, 2003).

La Epo actua principalmente sobre las CFU-E y, en forma sinérgica con otros factores,
sobre las BFU-E. Asi, desde ambos estadios, CFU-E y BFU-E, se promueve tanto la
proliferacién, como la diferenciacion (Testa, 2004).
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El receptor de eritropoyetina (EpoR) pertenece a la superfamilia de receptores de
citoquinas de tipo |. Su activacion causa la homodimerizacion y la subsiguiente
autofosforilacion y activacion de la tirosina kinasa Jak-2 (Janus kinase 2), una tirosina
kinasa asociada al EpoR. Dicha activacion, lleva a la fosforilacién de distintas
moléculas target, las cuales forman parte de diversas vias de sefalizacién. Entre ellas
se encuentran: PI3K (Fosfatidilinositol-3-kinasa), el factor de trascripcion Stat-5 (Signal
transducer and activator of transcription 5) y NF-xB (Factor nuclear kappa B) (Sirén et
al, 2001; Zhao et al, 2006).

Desde su descubrimiento, Epo ha despertado la curiosidad de los hemato6logos, pero
ese interés se amplié a la clinica general cuando se pudo acceder a la eritropoyetina
recombinante humana (rhuEpo). El conocimiento de la secuencia aminoacidica de Epo
y el advenimiento de la ingenieria genética permitieron obtener lineas celulares
productoras a gran escala de rhuEpo con potente actividad biolégica (Lin et al, 1985).
La rhuEpo fue utilizada, inicialmente, en pacientes con insuficiencia renal crénica. Los
resultados del tratamiento demostraron la eficacia de la hormona para corregir la
anemia asociada a esta patologia, ya que este signo deriva, en parte, de una marcada
disminucion de la sintesis renal de Epo (Eschbach et al, 1987).

Actualmente, la terapéutica con rhuEpo abarca también a pacientes con cancer y
mielodisplasias, a pacientes que sufren procesos crénicos (SIDA, artritis reumatoidea)
o han recibido transplante de médula 6sea.

Existe evidencia que sustenta la hipétesis de que la Epo no seria sé6lo responsable del
compromiso del linaje eritroide sino que, a través de una accién antiapoptotica,
aseguraria la supervivencia para que las células puedan cumplir con su programa de
diferenciacién (Mulcahy, 2001).

Esta accion antiapoptética de la Epo seria la responsable de su notable habilidad de
proteccion tisular en modelos de isquemia neuronal, renal y cardiaca, observaciones
que han sido reportadas en varias publicaciones (Grasso et al, 2004; Jelkmann, 2004;
Rossert y Eckardt, 2005). La elevada eficacia de la Epo observada en esos modelos
depende de la activacion de multiples caminos de proteccién que incluyen inhibicidén
de apoptosis, restauracién de la autorregulacidén vascular, atenuacién de respuestas
inflamatorias e incremento de funciones reconstituyentes (Grasso et al, 2004).
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Il APOPTOSIS

Como la homeostasis del sistema eritropoyético requiere un balance apropiado entre
la velocidad de produccion y destruccion de glébulos rojos, los mecanismos de
apoptosis tienen un rol relevante en el control de la eritropoyesis, tanto en condiciones

fisiolégicas como patolédgicas (Testa, 2004).

La apoptosis 0 muerte celular programada, constituye, asi, una forma activa de
destruccién celular fundamental para el desarrollo y mantenimiento de los tejidos
adultos. Requiere de una programacion genética por parte de la célula, para promover
una cascada proteolitica, dependiente de energia, la que dara origen a los cambios

morfolégicos y bioquimicos que conduciran a la muerte celular. Dichos cambios son:

v" Disminucién del potencial de membrana mitocondrial con liberacion de
proteinas intramitocondriales

v Activacion de proteasas (caspasas)

v Exposicion de residuos de fosfatidilserina sobre el lado externo de la

membrana plasmatica debido a que dejan de funcionar las enzimas que

traslocan dicho fosfolipido hacia la cara interna de la membrana

Compactacién de organelas

Deformacion del citoesqueleto

Condensancién de la cromatina

AR NN

Fragmentacion del ADN y formacion de cuerpos apoptéticos, los cuales son
porciones de citoplasma con organelas rodeadas de membrana plasmatica.
Estos cuerpos son fagocitados por células del sistema inmunoldgico que los
reconocen como extrafos debido a la exposicién de fosfatidilserina en la

membrana plasmatica (Hail et al, 2006).
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APOPTOSIS
(MUERTE CELULAR PROGRAMADA)
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Figura 2: Cambios morfolégicos y bioquimicos durante la apoptosis. Cuando se gatilla el mecanismo
de apoptosis, la célula se encoge debido a la activacion de caspasas que degradan el esqueleto interno. El
ADN y otros componentes nucleares comienzan a condensarse y degradarse debido a la accién de ciertas
caspasas especificas. El nicleo se desintegra. Por Ultimo, se forman cuerpos apoptéticos listos para ser

fagocitados. Figura adaptada de http:/muta-tion.blogspot.com.ar/2011/08/apoptosis.html

La induccion de apoptosis es el resultado de un balance entre las sefales activadoras
de supervivencia y de muerte. Las primeras, secretadas por otras células, son de
necesidad continua y estan representadas por factores de crecimiento y por hormonas
(Benn y Woolf, 2004). Por otro lado, los factores que favorecen la muerte celular
programada son de naturaleza variada. Entre ellos se pueden destacar citoquinas
proinflamatorias, estrés oxidativo y efectores citotoxicos, asi como dano irreversible en

el material genético.

Vias de sefalizacion en apoptosis

La apoptosis puede ser desencadenada por activacién de las vias intrinseca y
extrinseca. La alteracion de alguno de estos caminos de sefalizacion en los
progenitores eritroides que ocurre en algunas condiciones patolégicas se encuentra
asociada a anemia (Testa, 2004).

La via intrinseca de apoptosis involucra cambios en el potencial de membrana
mitocondrial. Las causas que pueden provocar dicho evento son de naturaleza
variada, destacandose estrés oxidativo, radiacion ionizante y alteracion de la
homeostasis del calcio, entre otras (Benn y Woolf, 2004; Donovan y Cotter, 2004).
Esta via de activacién se caracteriza por una disminucién en el potencial de la

membrana mitocondrial, acompafnada por la liberacién de moléculas desde dicha



Introduccion

organela (citocromo ¢, SMAC/DIABLO, apoptosis-inducing factor -AlF-) hacia el citosol,
las cuales generan la activacion de una cascada proteolitica (Benn y Woolf, 2004).

La familia de moléculas Bcl-2 (B-cell leukaemia/lymphoma-2) se encuentra
conformada por miembros pro y antiapoptoticos, los cuales ejercen efectos opuestos
sobre la integridad de la mitocondria. Mientras que los factores proapoptoticos (Bax,
Bok, Box) afectan la permeabilidad de la mitocondria, sus antagonistas (Bcl-2, Bcl-X,)
preservan la integridad de dicha organela, impidiendo la liberaciébn de proteinas
solubles involucradas en la activacion de la fase efectora (Benn y Woolf, 2004;
Donovan y Cotter, 2004).

El mecanismo por el cual los factores de la familia Bcl-2 actdan sobre la integridad de
la mitocondria se encuentra aun en discusién. Una de las vias propuestas para la
induccion del proceso de muerte celular involucra la oligomerizacion de factores
proapoptéticos como Bax, con el fin de facilitar la liberacién del citocromo c. Este
evento podria ser prevenido por Bcl-2 induciendo la inhibicion de la oligomerizacion de

Bax junto con el accionar de otros factores proapoptéticos (Donovan y Cotter, 2004).

En el camino extrinseco, las células son sensibles a estimulos apoptoéticos por
activacién de receptores de muerte pertenecientes a la superfamilia del factor de
necrosis tumoral TNF, tales como TNFR1, TNFR2, FAS y TRAILR.

THF @
THFR

Masinbi ang
plasmatica

Dominios
intracelulares
de unidn a
moleculas
adaptadoras

Figura 3: Representacion grafica de la estructura del receptor de TNF. A la derecha se muestra una
imagen tridimensional de la molécula donde se pueden apreciar, al igual que en el esquema de la
izquierda, la presencia de tres dominios transmembrana a través de los cuales, una vez unida la
citoquina del lado extracelular, la sefial es transmitida al interior de la célula por medio de la interaccién
de dichos dominios con moléculas adaptadoras intracelulares. Adaptada de
http://www.reading.ac.uk/nitricoxide/intro/apoptosis/receptor.htm

La estimulacion de estos receptores conduce a la formacién de un complejo proteico
multimolecular llamado DISC (death-inducing signaling complex), formado por la
asociacion de moléculas adaptadoras a los dominios citoplamaticos de los receptores
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de muerte. Dichas moléculas adaptadoras, TRADD (Tumor necrosis factor receptor
associated death domain) y FADD (Fas-associated death domain), reclutan a la
procaspasa 8 (antiguamente llamada FLICE), la cual posee dominios de muerte en
tandem (DEDs), para permitir su autoclivaje y consecuente activacion.

FADD posee dominios DEDs, al igual que procaspasa 8, y es a través de dichos
dominios que ambas proteinas interactian para formar el DISC. Procaspasa 8 es
clivada en tres pasos consecutivos para convertirse en caspasa 8 activada, a partir de
lo cual se desencadena la cascada de caspasas (Kreuger et al, 2001). La activacion
de caspasa 8, iniciadora de apoptosis, activa la caspasa 3 ejecutora, la cual, a su vez,
clivara a distintas proteinas, entre las que se encuentra PARP (poly-adenosin ribose
polymerase), proteina nuclear que protege al ADN de su degradacién (Peter, 2004).

FADD DED =7 DD

QACKG

Procaspase-8

Figura 4: Esquema de las moléculas FADD y procaspasa 8. FADD recluta procaspasa 8
interaccionando a través de sus dominios DEDs al formarse el complejo DISC.

La activacion de una de las vias de iniciacion de apoptosis puede desencadenar la
activacion de la otra y, de esta manera, se amplifican los niveles de apoptosis como
puede observarse en el esquema siguiente:

Extrinseca Intrinseca

Ligandos de
muerte, TNF,
TRAIL, FASL

Toxinas de bacterias,
radicales de oxl’geno,
otras factores

stetatetlataintatatutetotat ettt stitett tatatetatatetetetatatatatetatatu b tetetatut et tatatutatatatatatatat
LIV PR LR Yo WA ] CARFLIA R R AT A BT s A A L

Bim/Puma (-.'_
»

Protedlisis de
sus sustrates

Figura 5: Esquema de las vias de activacion extrinseca e intrinseca de apoptosis. En este esquema
puede observarse como ambas vias se conectan dando lugar a la amplificacion de la sefial apoptoética.
Adaptado de http://www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar/vén1/coto.html
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Inhibidores de apoptosis

La apoptosis se encuentra altamente regulada. Se conocen varios inhibidores de este
proceso, los que actuarian interfiriendo algun paso de las vias de activacién intrinseca
o extrinseca.

Como fue mencionado anteriormente, existen miembros de la familia Bcl-2 que poseen
un rol antiapotético (Bcl-2, Bcl-x., Bcl-w), ya que impiden la liberaciéon y dimerizacién
de factores inductores mitocondriales de apoptosis (via intrinseca).

Se conoce una proteina denominada c-FLIP (cellular FLICE inhibitory protein) que
posee homologia estructural con la procaspasa 8 y ha sido asociada a funciones
antiapoptéticas frente a la activacion de la via extrinseca.

c-FLIP posee dos variantes, c-FLIPs (short), la cual s6lo posee dos dominios N-
terminal DEDs muy similares a los que posee caspasa 8 en sus prodominios, y c-FLIP,
(long), la cual posee idéntica longitud de DEDs en tandem a la procaspasa 8, pero la
alteracién de su dominio de caspasa la convierte en una enzima inactiva (Peter, 2004).
c-FLIP. tiene la estructura clasica de un inhibidor dominante negativo: posee su
dominio de interaccién proteina-proteina intacto, mientras que su dominio enzimatico

es inactivo.

Procaspase-8 [

1 233 LEVD | 480

FLIP(L)
FLIP(S)

Figura 6: Esquema que muestra la similitud de secuencia de las isoformas de c-FLIP con procaspasa 8.

PI3K (fosfatidilinositol-3-kinasa) es una enzima que cataliza la fosforilacién de
fosfatidilinositol-4 fosfato y fosfoinositol-4,5 fosfato. La cascada de sefalizacién que
activa la fosforilacién de los targets de dicha kinasa, regula la progresion del ciclo
celular. Existen trabajos que sugieren un rol activo de PI3K en la regulacion de la
expresion del factor antiapototico NF-kB, promoviendo asi la supervivencia celular
(Bahlmann et al, 2004; Panka et al, 2000).
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Ml ERIPTOSIS

Los eritrocitos maduros no tienen la capacidad de sintetizar proteinas o auto
repararse, por lo cual su vida media es finita y puede ser ain mas corta cuando el
ambiente extracelular se convierte en hostil o cuando los glébulos rojos (GR) pierden
su habilidad para prevenir el posible dafo generado por estimulos extracelulares. Su
vida media limitada implica, como en otros tipos celulares, que exista un balance bien
regulado entre la vida y la senescencia de los GR a pesar de su incapacidad de
generar nuevas proteinas (Vittori et al, 2012; Bosman et al, 2005).

El envejecimiento o senescencia de los GR estda asociado a encogimiento celular,
cambios morfoloégicos, disminucion de volumen, microvesiculaciéon de la membrana
plasmatica, degradacién de proteinas del citoesqueleto y pérdida de la asimetria de los
fosfolipidos de membrana con exposicién de fosfatidilserina (Bratosin et al, 2001). Por
la similitud de estos cambios con los que ocurren durante la apoptosis de células
nucleadas y para distinguir ambos procesos se sugiri el t rmino “eriptosis” para la
apoptosis de eritrocitos (Lang et al, 2005).

Morfologia del eritrocito

La morfologia normal de disco biconcavo del GR se debe a que posee un exceso de
superficie en relacién al volumen, lo que explica que la hemoglobina se halle mas
concentrada en la periferia que en la parte central de la célula. Este hecho facilita la
difusién de oxigeno y diéxido de carbono hacia las células y maximiza la probabilidad
de unién con las moléculas de hemoglobina.

La elevada relacién entre superficie y volumen celular, junto con el contenido
hemoglobinico y las propiedades viscoelasticas de la membrana, constituyen los tres
factores principales que determinan la capacidad del eritrocito para deformarse,
atravesar la microcirculacién y resistir las turbulencias que se producen en los grandes
vasos. La deformabilidad es una propiedad importante, decisiva para la supervivencia
de los hematies en la circulacion sanguinea (Mohandas y Groner, 1989, Vives
Corrons, 1992). Esto es particularmente relevante ya que el diametro de los glébulos
rojos es de, aproximadamente, 8 um, mientras que los capilares a través de los cuales

deben circular tienen entre 2 y 3 um de didmetro.

La membrana juega un rol critico en la determinacion de la forma y en la capacidad de
deformacién del eritrocito. Por eso, una modificacion de la membrana tal que altere la

morfologia puede traducirse en un acortamiento de la vida media del GR.
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Desde el punto de vista estructural, la membrana plasmatica del eritrocito no difiere
esencialmente de otras membranas biolégicas y, en principio, esta constituida por la
bicapa lipidica, dos capas monomoleculares de lipidos unidos por sus extremos

hidrofébicos, en cuyo interior se encuentran incluidas numerosas proteinas integrales
(Fig. 7).

»

Banda3 Banda3 Glicoforina C
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http://es.scribd.com/medicinaens/d/21189924-Fisiologia-del-eritrocito

Figura 7: Proteinas de membrana eritrocitaria. Esquema representativo de la red bidimensional de
proteinas transmembrana y citoplasmaticas que interaccionan entre si otorgando particular flexibilidad y
elasticidad al GR.

La proteina integral de la membrana més abundante es la proteina transportadora
anionica, que contribuye al intercambio de iones cloro y bicarbonato entre el interior y
el exterior del eritrocito. Esta proteina, de elevada Mr (90 K), denominada banda 3 por
su desplazamiento electroforético (Fairbanks et al, 1971), atraviesa la bicapa lipidica
diez veces. La banda 3, junto con la glicoforina A, cumple una funcién importante en la
fijacion del citoesqueleto de la membrana a la bicapa lipidica. Otras proteinas
integrales son las sialoglicoproteinas, entre las que se destacan las glicoforinas (alfa,
beta, gamma, delta). Las cadenas de hidratos de carbono, que afloran hacia el exterior
de la bicapa, contribuyen a determinar los sustratos antigénicos de los grupos

sanguineos.

Por otro lado, las proteinas periféricas, que constituyen el citoesqueleto, se encuentran
en el citoplasma formando una red bidimensional en intimo contacto con la
hemoglobina y la bicapa lipidica. Esta red esta formada por diferentes proteinas, tales
como espectrina, tetramero que establece union entre si para formar la base
estructural, junto con actina, anquirina, proteina 4.1, proteina 4.2, proteina 4.9, aducina
y el grupo de miosina y tropomiosina.

10
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Las acuaporinas son proteinas transmembrana que estan involucradas en el flujo
activo de agua hacia y desde el interior celular, participando en el mantenimiento de la
osmolaridad y volumen de las células. Se ha demostrado que los eritrocitos expresan
acuaporina 1 en su membrana (Yang et al, 2001).

La relacién funcional de las proteinas entre si y con la bicapa lipidica se ha establecido
a partir del modelo que considera la existencia de dos tipos de uniones proteicas:
horizontales y verticales. Las uniones horizontales son las que se establecen entre las
proteinas del esqueleto, mientras que las verticales son las que se establecen entre
las proteinas del esqueleto y las proteinas integrales de membrana. Las uniones
horizontales contribuyen a la estabilidad global del esqueleto y las verticales a fijar el
esqueleto a la bicapa.

La bicapa lipidica, junto con las proteinas de transmembrana, aisla y regula en forma
quimica el interior celular mientras que la red esquelética provee un soporte rigido y
estabilidad a la interfase de la bicapa, aumentando, asi, la capacidad del eritrocito para
cambiar de forma (Mohandas y Chasis, 1993).

Metabolismo y funcioén del eritrocito

El GR constituye un vehiculo para la hemoglobina, que es la encargada de transportar
oxigeno y diéxido de carbono en la sangre. La afinidad de la hemoglobina por el
oxigeno esta modulada por la concentracion de fosfatos, especialmente, por la del 2,3-
difosfoglicerato, por la presién parcial de oxigeno, la temperatura y el pH del medio. La
capacidad de la hemoglobina para enlazar oxigeno esta relacionada con la presencia
de cuatro grupos prostéticos hemo en la molécula, cada uno de los cuales porta un
atomo de hierro. Los atomos de hierro en estado ferroso tienen seis enlaces de unién,
cuatro para los nitrégenos pirrélicos del hemo, uno para el nitrdgeno imidazdlico de

histidina de cada cadena globinica y uno que se une reversiblemente al oxigeno.

El eritrocito sufre cambios metabdlicos graduales durante aproximadamente 120 dias,
al término de los cuales la célula es eliminada de circulacion. Los eritrocitos
senescentes tienen un area superficial mas pequefna y mayor concentracion media de
hemoglobina celular, comparados con las células mas jévenes. Ademas, los eritrocitos
envejecidos pierden 4acido sidlico de sus membranas, exponiendo una
asialoglicoforina. Al reconocerse este antigeno senescente, se induce la sintesis de un

anticuerpo. Tras la unién del autoanticuerpo con el antigeno, la célula senescente es

11
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reconocida y eliminada de circulacion por células del sistema reticulo endotelial
(Nelson y Davey, 1993).

Una vez que el eritrocito desaparece de circulacion, la hemoglobina liberada por la lisis
se combina con haptoglobina. Este complejo es captado por el sistema
reticuloendotelial, donde la hemoglobina es degradada en sus tres constituyentes,
hierro, protoporfirina y globina. El hierro queda depositado y puede ser empleado
nuevamente. Las cadenas polipeptidicas son degradadas e incorporadas a la reserva
de aminoacidos del organismo. El anillo de protoporfirina se desdobla; ésta es
convertida en bilirrubina y extraida del plasma por la célula hepatica para su excrecién
por la bilis. Este sistema de degradacion explica por qué el nivel de haptoglobina

disminuye, generalmente, después de una crisis hemolitica.

Entre la formacién y la destruccion de los eritrocitos en la sangre existe, normalmente,
un estado de equilibrio, con lo que se mantiene de manera bastante constante la masa
hemoglobinica en circulacion. La anemia surge cuando un aumento en la eliminacién
de GR no puede ser compensado por un aumento de la produccién, cuando disminuye
la oferta de hematies o la sintesis de hemoglobina, o cuando los dos procesos ocurren
a la vez. Cuando se desarrolla anemia, la hipoxia resultante de los tejidos induce la
produccion de eritropoyetina, estimulandose la produccién de eritroblastos que
conduce a un mayor numero de eritrocitos en circulacion. Para determinar los
mecanismos de una anemia, a menudo es necesario evaluar el grado de eritropoyesis
eficaz (produccion vy liberacion de hematies a circulacién), eritropoyesis ineficaz y la
destruccion de los eritrocitos.

Mecanismos de eriptosis

Este proceso de eriptosis puede ser desencadenado por diversos factores que
modifican la homeostasis e inducen la muerte prematura de los GR aumentando su
velocidad de clearance de la sangre: shock osmético (Kempe et al, 2007), apertura de
canales catiénicos (Bratosin et al, 2001), sepsis (Kempe et al, 2005), deficiencia de
hierro (Niemoeller et al 2006).

En cuanto a los mecanismos de eriptosis, existe evidencia de una rapida induccién por
influjo de Ca®* (Bratosin et al, 2001; Myssina et al, 2003; Lang et al, 2005; Lang et al,
2006) y prevencion por inhibidores de cisteina-proteasas (Bratosin et al, 2001; Lang et
al, 2006). Bajo determinados estimulos se detectd la formacién de ceramida en la
superficie celular (Niemoeller et al 2006; Kempe et al, 2007) y la participacion de
calpaina, pero no estarian involucradas en el proceso las caspasas, a pesar de la
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presencia de procaspasa 3 y 8 (Lang et al, 2006). La proteina tirosina fosfatasa 1 B
(PTP 1B), se encontr6 asociada a banda 3, que es la proteina cuantitativamente mas
importante de la membrana del eritrocito y fundamental para el mantenimiento de la
forma discoide. Se ha sugerido que la regulacion negativa sobre la fosforilacion de
banda 3 que ejerce PTP1B cumpliria un rol importante en la formacién de vesiculas
como mecanismo de senescencia de eritrocitos humanos (Zipser y Kosower, 1996;
Minetti et al, 2004).

Conocer los mecanismos por los cuales se desencadenaria la eriptosis es importante
no sélo por su asociacién con procesos de anemia sino porque permitiria mejorar las
condiciones de conservacién en los bancos de sangre aumentando la viabilidad de los

eritrocitos almacenados (Bratosin et al., 2002).

Iv. INTERFERFERENCIA DE MECANISMOS INFLAMATORIOS EN LA
ERITROPOYESIS

Los procesos inflamatorios, frecuentemente asociados a anemia de la enfermedad
crénica (anemia of chronic disease, ACD), constituyen una causa importante de

morbilidad y mortalidad.

Se ha propuesto que la produccién incrementada de citoquinas inflamatorias en
médula 6sea y otros 6rganos de pacientes con ACD (insuficiencia renal, artritis
reumatoidea, cancer) podria ejercer efectos directos o indirectos sobre las células
eritroides. Las citoquinas mediadoras del proceso inflamatorio podrian cumplir un rol
en la inhibicion del efecto antiapoptético de la rhuEpo y, como consecuencia, ser
responsables de la resistencia al tratamiento con la hormona que presentan algunos
pacientes (Stenvinkel, 2001). Aunque se desconocen los mecanismos involucrados,
numerosos ensayos clinicos han documentado la relacién ACD-inflamacion-
eritropoyetina recombinante (rhuEpo) (Macdougall, 1995; Jongen et al, 1997;
Goicoechea et al, 1998; Allen et al, 1999; Pertosa et al, 2000; Koury, 2002; Papadaki
et al, 2002). Por otra parte, el efecto proapoptético de las citoquinas podria ser
contrabalanceado por la accién antiapoptotica de Epo (Koury, 2002; Elliot et al, 2003).
Esta hipétesis se basa en que los mecanismos mediados por Epo y por citoquinas
involucran factores comunes, algunos de los cuales, a su vez, regulan tanto la
eritropoyesis como la respuesta inflamatoria (Zhang et al, 1998; Krebs y Hilton, 2000).
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Citoquinas inflamatorias

Actualmente, existe evidencia que adjudica a las citoquinas proinflamatorias, tales
como IL-1B, TNF-a e IFN-y, un rol causal en la inhibicién de la eritropoyesis (Papadaki
et al, 2002), aunque los mecanismos de su accién bajo distintos estadios de
diferenciacién celular no son bien conocidos. Se ha observado que células
progenitoras eritroides CFU-E y BFU-E, extraidas de médula 6sea de pacientes con
ACD, formaban un bajo niumero de colonias en cultivo respecto de aquellas células
extraidas de médula 6sea de individuos sanos (Allen et al, 1999). Los niveles de
inhibicion de formacion de colonias de células eritroides en dichos pacientes se
correlacionaban con los niveles de TNF-o (factor de necrosis tumoral alfa)
cuantificados en plasma, es decir, cuanto mayor eran los niveles de TNF-a
encontrados mayor era la inhibicion.

Otra investigacion demostré que células eritroides extraidas de médula désea de
dadores sanos, al ser expuestas en placas de cultivo con citoquinas proinflamatorias
como el TNF-a, también presentaban inhibicién de crecimiento (Rusten y Jacobsen,
1995). Ademas, la anemia de pacientes con artritis reumatoidea fue asociada con un
aumento de apoptosis de progenitores eritroides, signos que revirtieron por tratamiento
con anti-TNF-a (MacDougall, 1995).

Estas asociaciones son probables si se tiene en cuenta que el receptor para Epo es un
miembro de la familia de receptores de citoquinas y que la activacién de éstos por la
unién del ligando especifico induce sefiales intracelulares semejantes. De hecho, el
NF-xB estaria involucrado tanto en el proceso inflamatorio como en la eritropoyesis.
En efecto, este factor, rapidamente activado por condiciones de estrés celular, es un
activador transcripcional de TNF-a e IL-18 y por otra parte, se observ que ejercer a
una accion regulatoria sobre genes involucrados en el proceso eritropoyético de
células de la linea eritroide humana TF-1 (Zhang et al, 1998).

TNF-a es una citoquina de la superfamilia TNF que tiene la capacidad de inducir tanto
apoptosis como supervivencia celular dependiendo de factores del entorno y de
sefales reguladoras que experimenta la célula en diferentes situaciones. Dicha
citoquina puede unirse a dos receptores de membrana, TNFR1 y TNFR2. La unién a
ellos inicia la formaciéon del complejo de muerte DISC por asociacion a las moléculas
TRADD y/o FADD y consecuente activacion de procaspasa 8. En contraste, la unién

de TNF-a. a su receptor también puede activar diferentes kinasas que inducirian

supervivencia celular via NF-xB.
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IL-18 act a a trav s de receptores de la superfamilia de inmunoglobulinas (Goldsby et
al, 2000). Su funciéon como inductora de apoptosis no es tan conocida como la de TNF-
o, sin embargo existen evidencias que avalarian su rol como inductor de apoptosis

(Shakibaei et al, 2007).

Especies reactivas de oxigeno y defensas antioxidantes

Durante un proceso inflamatario crénico, no solo se encuentran elevados los niveles
de citoquinas producidas por la activacién del sistema reticulo endotelial, sino también
existe un incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) las
cuales pueden generar radicales libres produciendo importantes dafos celulares.

Los radicales libres son moléculas en cuya ultima érbita existe un electron impar
desapareado, inestable, altamente reactivo que puede interaccionar rapidamente con
otras moléculas. Estos compuestos tienen una vida media muy corta, por lo que su
accién dependera de la cercania a otras moléculas con las que pueda reaccionar.
Estan implicados en muchas funciones celulares y son un componente comun de los
organismos vivos, se producen en diferentes sitios celulares, como mitocondria,
membranas o citosol. Pueden aumentar su concentracion endégena en situaciones de
estrés o acumularse por accién de factores exdgenos ambientales como la

contaminacion, humo de cigarrillo o rayos ultravioletas.

Las ROS o RNS se forman por reducciones univalentes sucesivas y estan
involucradas en procesos fisioldgicos y patolégicos como el cancer, enfermedades
inflamatorias cronicas o degenerativas. Entre las fuentes de produccion enddgena de
ROS y ERN, la cadena respiratoria es la principal. Otro factor importante es la
presencia de ciertos metales como el hierro, donde a través de la reaccion de Fenton
el peréxido de hidrogeno en medio acido puede reaccionar con el metal generando

una especie reactiva.

Cuando por la reaccién de ROS o RNS con moléculas se altera la homeostasis 6xido-
reduccion se produce dafo celular y se presenta un estado de estrés oxidativo. El
dano a las células puede darse a nivel de proteinas, acidos nucleicos o lipidos.

Para mantener el balance 6&xido-reduccion molecular en un ambiente donde se
producen constantemente especies reactivas, existen compuestos antioxidantes que
se encargan de contrarrestar la accion pro oxidante de las mismas. Las defensas
antioxidantes pueden ser enzimaticas (superoxido dismutasa, catalasa, glutation
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reductasa), no enzimaticas (glutation reducido) o inorganicas (algunos metales).

Los eritrocitos estan expuestos continuamente a la formacién de especies reactivas
debido a la alta tensién de oxigeno que encuentran al circular por las arterias y al
contenido de hierro que se encuentra en los grupos hemo de la hemoglobina. Por
estos motivos, los eritrocitos tienen diferentes fuentes enzimaticas y no enzimaticas
antioxidantes que le permiten reducir la produccion de ROS o generar intermediarios
menos reactivos. Sin embargo, por su incapacidad para sintetizar proteinas, la
capacidad para amortiguar el efecto de los radicales libres es limitada.

V. MODELO DE TOXICIDAD DE ALUMINIO SOBRE ERITROCITOS
Biodisponibilidad del metal

El aluminio es un elemento ubicuo usado extensamente en la vida contemporanea
debido a su elevada conductividad térmica y eléctrica, baja densidad y gran resistencia
a la corrosién. A pesar de su amplia distribucion en el medio, la evolucion no le ha
conferido utilidad conocida en los sistemas biol6gicos. Por el contrario, son cada vez
mas numerosas las referencias a los efectos toxicos que han sido demostrados en
plantas, animales acuaticos y animales de experimentacion, y de los que, bajo ciertas

condiciones clinicas, no estan exentos los seres humanos.

El aluminio es un metal perteneciente al grupo llIA de la Tabla Periddica, que presenta
un estado de oxidacion +3. Ademds de formar compuestos con materia orgénica, el
aluminio se encuentra en el medio en forma de silicatos, éxidos e hidréxidos en
conjunto con otros metales. No se lo encuentra como metal libre por su elevada
reactividad, ya que la exposicion al agua, al oxigeno o a otros oxidantes conduce a la
formacién de una capa superficial de éxido de aluminio que confiere al metal una gran

resistencia a la corrosion.

En cuanto a la interaccion del aluminio con sistemas bioldgicos, la misma resulta de tal
complejidad que es una de las razones que han dificultado las investigaciones. La
absorcion, excrecién y depdsito en los tejidos depende de las propiedades de los
complejos que forme el ion aluminio con ligandos biologicos. Desafortunadamente, los
intentos por describir la cinética de la formacion de estos complejos se han visto,
generalmente, frustrados por la tendencia a hidrolizarse que presentan ambos, el ion
libre AI**y los complejos de aluminio.
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Fuentes de exposicion

Los procesos naturales y las actividades humanas (mineria y agricultura) agregan
continuamente particulas de aluminio al ambiente. La concentracién del metal en el
agua natural generalmente es baja, sin embargo, la acidificacion del suelo, en
particular por precipitaciones acidas, libera aluminio disolviéndolo. De esta manera,
aumenta su disponibilidad en las corrientes de agua (Harris et al, 1996).

Otra fuente de exposicion es la dietaria. Se produce principalmente a través de la
ingestién de agua y alimentos. Varios tipos de vegetales contienen aluminio, ya que
crecen en suelos en los cuales la concentracién del metal es elevada. Cuando el pH
del suelo es menor que 5,0, el aluminio se solubiliza y es absorbido por las raices de
las plantas (Exley y Birchall, 1992).

Por otra parte, se ha reportado que los aditivos agregados a los alimentos pueden
contribuir con cantidades que superan 1 mg Al/racion (Pennington y Schoen, 1995).
Las sales de aluminio no s6lo son agregadas durante el proceso de elaboracién
industrial de algunas frutas, quesos y cerveza sino que constituyen, ademas,
componentes habituales de los polvos de hornear, aditivos y conservantes
alimentarios. El proceso de potabilizacién del agua incluye una etapa de clarificacién
quimica con aluminato de sodio, aluminato de amonio o sulfato de aluminio (Busler,
1979). Con estos compuestos se promueve la precipitacion de hidréxido de aluminio

con adsorcién de la turbiedad, mientras que el exceso de ion Al**

permanece en
solucién (Hem, 1986). El agua de la red urbana puede contener trazas del catién en
estado libre y en forma de distintos complejos organicos.

Otra fuente de exposicién es el empleo cotidiano de vajilla, utensilios, recipientes y
folios de aluminio. La mayoria de los alimentos, afortunadamente, no disuelve
cantidades importantes del cation aunque el ataque quimico a tales recipientes y
envoltorios varia con las condiciones de pH, temperatura y presencia de otras
sustancias. La biodisponibilidad del metal por el uso de recipientes de aluminio en la
cocina no ha sido muy estudiada, aunque se sabe que tanto el calor suministrado
durante la coccion, como la adicién de jugos acidos y soluciones salinas, aumentan
considerablemente la movilizacion del metal de los elementos que lo contienen
(Rodriguez Suarez et al, 1986; Nagy y Jobst, 1994).

La encefalopatia dialitica fue una de las primeras observaciones que hicieron
sospechar el desarrollo de alteraciones neurolégicas a causa de la exposicion a
aluminio (Alfrey et al, 1976). La prescripcion, a pacientes hemodializados, de
medicamentos conteniendo hidréxido de aluminio como complejante de fosfatos para
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controlar la hiperfosfatemia (Wills y Savory, 1983; de Broe et al, 1988; Sanai et al,
1991; Salusky et al, 1991), acrecentaba la acumulacién del metal incorporado
directamente en el torrente sanguineo a raiz de su presencia como contaminante del
liquido de dialisis. A pesar de que la neurotoxicidad causada por aluminio ha
virtualmente desaparecido en la poblacién en didlisis, por el tratamiento previo del
agua (Alfrey, 1994), aun se reportan efectos téxicos causados por contaminacion del
agua o de las canerias con el metal (Berend et al, 2001).

Otros pacientes que también estan expuestos a aluminio son los bebés nacidos en
pretérmino e individuos con quemaduras severas, los cuales se encuentran sometidos
a nutricién parenteral, ya que el aluminio es un bien conocido contaminante de
soluciones intravenosas (Nayak, 2002; Burrell y Exley, 2010; Bohrer et al, 2010).

Las sales de aluminio son un constituyente habitual de productos cosméticos y
antitranspirantes. Si bien la absorcidn del metal por la piel es muy baja, deben
considerarse otras rutas inhalaci n e ingesti n en las f rmulas en aerosol. En
particular, la ruta nasal-olfativa puede resulta muy significativa, ya que transportaria al
aluminio directamente al cerebro, eludiendo las barreras hematoenceféalica y renal
(Flarend, 2001).

Debe llamarse la atencion sobre una de las mayores fuentes de exposicién a aluminio
que, generalmente, pasa inadvertida por desconocimiento. Numerosos individuos
estan expuestos al metal por la ingestiéon regular de drogas sin prescripcion, tales
como antiacidos, aspirinas tamponadas o suplementos de calcio, la que puede aportar,
diariamente, entre 10 y 100 mg de aluminio (Flarend, 2001).

La combinacién de la amplia disponibilidad del metal con sus propiedades mecanicas
y eléctricas Unicas, aseguran a la quimica del aluminio un futuro brillante y en
constante expansién. Ello implica que se debera considerar, también, una mayor
exposicion ambiental (Atwood y Yearwood, 2000).

Aluminio y Anemia

La relacion entre la acumulacién de aluminio en determinado 6rgano y su toxicidad es
compleja. En un principio, el aluminio fue sospechado como agente agravante de la
anemia de la enfermedad renal al observarse una intensificacibn de la anemia
normocitica preexistente pero con reservas normales de hierro (Wills y Savory, 1983;
Eschbach y Adamson, 1985; Eschbach, 1989). El tratamiento de pacientes
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“aluminizados” con el agente quelante de aluminio desferrioxamina condujo a un
significativo aumento de la concentracion de hemoglobina, por lo que se adjudicé al
aluminio el rol de un potente inhibidor de la sintesis de hemoglobina (Altmann et al,
1988).

La modificacion de los parametros hematoldgicos en los individuos expuestos a
aluminio por la terapéutica dialitica, sin embargo, so6lo constituyé una evidencia
indirecta de la toxicidad adjudicada al metal, debido a la multiplicidad de factores que
afectan la eritropoyesis en enfermos renales. La asociaciéon entre aluminio y anemia
pudo ser establecida mas claramente en ensayos experimentales. No sélo se
estudiaron ratas urémicas (Kaiser et al, 1984; Driieke et al, 1986; Nesse et al, 1997),
sino, también, animales con funcién renal intacta con diversa exposicién al metal. Se
demostrd, asi, que la exposicién cronica al catién constituye un riesgo de intoxicaciéon
incluso en ausencia de disfuncién renal. La anemia fue inducida mediante distintos
disenos experimentales que incluian la administracién de compuestos de aluminio a
través de diversas rutas (Kaiser et al, 1984; Driieke et al, 1986; Garbossa et al, 1996 y
1998a; Vittori ef al, 1999).

Varios mecanismos han sido postulados como responsables de la induccion de
anemia por exposicion a aluminio. Hasta el presente no se ha presentado evidencia de
alteracién en la produccién de cadenas de globina, pero existe bibliografia sobre
posible bloqueo de la sintesis de hemo.

Las similitudes quimicas entre Fe** y AI** sugieren que ambos elementos podrian
producir efectos metabdlicos similares. Se ha comprobado que el receptor para
transferrina, localizado en la membrana celular, no distingue entre la proteina que
transporta aluminio y la que lleva unido el ligando fisiolégico hierro. A ese nivel, se
establece una competencia para la incorporacién de ambos metales. Por ello, la célula
sufre una adaptacion aumentando la captacion celular del metal esencial por vias no
dependientes de transferrina (Pérez et al, 1999; 2001 y 2002).

Sobre la base de las experiencias realizadas con animales, se puede asumir que el
aluminio es un factor exdgeno responsable del desarrollo de signos de anemia.
Ademas, pareceria que la presencia del téxico puede afectar diferentes estadios de las
células en sus procesos de diferenciacion y maduracién eritroide. Sin embargo, falta
informacién mas concreta acerca de las caracteristicas de la anemia desarrollada, de
las alteraciones a que estan expuestas las células con distintos grados de

diferenciacién, de los posibles mecanismos involucrados y de su interrelacion para
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poder interpretar los efectos causados sobre el sistema eritropoyético como

consecuencia de la exposicién a aluminio.

En trabajos previos de nuestro laboratorio se demostr6 que la exposicion crénica al
aluminio no solo afecta a los progenitores eritroides sino también a los eritrocitos
maduros. Ensayos in vitro e in vivo mostraron inhibicién del crecimiento de CFU-E, asi
como alteraciones morfolégicas en eritrocitos maduros (Vittori et al, 1999; Vitorri et al,
2002). La incubacién de eritrocitos in vitro con aluminio indujo diferentes alteraciones
morfoldgicas y trazas del metal fueron detectadas en el citoplasma o en la membrana
plasmatica (Vittori et al, 2002) de los GR con anomalias. Estos resultados, junto con
los observados en ratas sin disfuncion renal expuestas de forma crénica al aluminio,
sugieren que este metal podria acelerar la progresion de eriptosis presentando
cambios celulares similares a los de una célula nucleada en apoptosis (Vittori et al,
1999; Daugas et al, 2001).
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OBJETIVO 1
Justificacion:

Los procesos inflamatorios, frecuentemente asociados a anemia de enfermedades
crénicas, podrian cumplir un rol en la inhibicion de la eritropoyesis y la resistencia al
tratamiento con eritropoyetina humana recombinante. La homeostasis de la eritropoyesis
requiere un balance entre proliferacién, diferenciacién y apoptosis celular. La existencia de
sefnales intracelulares comunes entre los procesos que regulan la eritropoyesis y la
respuesta inflamatoria sugiere que la desregulacion de un sistema podria explicar la
disminucién de la funcion del otro.

El proceso fisiolégico de eritropoyesis implica que las células progenitoras eritroides se
encuentran sometidas a un desarrollo permanente caracterizado por proliferacion y
diferenciacion celular. Estas células muestran diferentes caracteristicas morfolégicas y
metabdlicas en distintos estadios de diferenciacion celular. Por otra parte, cuando existe un
proceso inflamatorio, citoquinas como TNF-a e IL-1B, son secretadas por células
circundantes —linfocitos, neutréfilos, monocitos— y también se incrementan, en circulacién,

las concentraciones de peréxido de hidrogeno y nitritos, entre otros compuestos oxidantes.

Dado que el balance entre proliferacion y muerte celular es imprescindible para mantener
una eritropoyesis efectiva, se postula que la sensibilidad de las células a las citoquinas

puede variar segun su nivel de diferenciacion.

Objetivo:
* “Determinar los cambios en la sensibilidad de células eritroides a citoquinas
proinflamatorias debido al proceso de diferenciacion, utilizando la linea celular K562”.

Objetivos especificos:

v' Evaluar el efecto apotético de TNF-a e IL-1B sobre células diferenciadas e
indiferenciadas.

v Caracterizar las sefales intracelulares mediadas por el proceso de diferenciacion
que podrian estar involucradas en la sensibilidad a las citoquinas proinflamatorias.
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OBJETIVO 2
Justificacion:

Los eritrocitos maduros no tienen la capacidad de sintetizar proteinas o auto repararse, por
lo cual su vida media es finita y puede ser alin mas corta cuando el ambiente extracelular
se convierte en hostil o cuando las células pierden su habilidad para contrarrestar el
posible dafo generado por estimulos extracelulares. Debido a que este proceso de muerte
prematura eritrocitaria comparte varias caracteristicas con las desarrolladas por células

nucleadas durante la apoptosis, se ha propuesto el término de eriptosis para este proceso.

El conocimiento de los mecanismos por los cuales se desencadena la eriptosis es
importante no sélo por su asociacién con procesos de anemia sino porque permitiria
mejorar las condiciones de conservacién en los bancos de sangre aumentando la viabilidad
de los eritrocitos almacenados (Bratosin et al, 2002).

Objetivo:
+ “Caracterizar el proceso de autodestruccién prematura de eritrocitos (eriptosis) e

identificar mecanismos de produccién e inhibicién del proceso”.

Objetivos especificos:

v" Identificar signos de eriptosis, tales como:
o Desarrollo de alteraciones de la membrana celular.
o Rol del calcio intracelular en la traslocacion de fosfatidilserina en la membrana
plasmatica.
o Participacién de kinasas y fosfatasas en el desarrollo de eriptosis.
v Analizar el rol de citoquinas proinflamatorias y agentes prooxidantes como posibles
inductores de eriptosis.
v Estudiar los mecanismos involucrados en el proceso de eriptosis en presencia de dos
condiciones diferentes: ingreso masivo de calcio a la célula y presencia de agentes pro
oxidantes.

OBJETIVO 3
Justificacion:

La eritropoyetina (Epo) es una hormona conocida por su funcion estimulante de la
proliferacién e induccion de diferenciacién de progenitores eritroides para la produccion de
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glébulos rojos. Sin embargo, la evidencia actual le atribuye un importante rol antiapoptético
y de proteccion tisular.

En nuestro laboratorio se demostr6é que la Epo previene la muerte programada de células
K562 (Vittori et al, 2005) y posee un efecto protector sobre la linea celular de origen
neuronal SH-SY5Y (Pregi et al, 2006; Wenker et al, 2007) frente a la induccién de
apoptosis. Menos conocidas son las propiedades antiinflamatoria o antioxidante de la Epo.

Objetivo:
* “Determinar la accion de la Epo sobre células en etapa de diferenciacion eritroide y
sobre eritrocitos maduros expuestos in vitro a un microambiente hostil”.

Objetivos especificos:

v Investigar el efecto antiapoptotico de la Epo en los tratamientos con citoquinas.

v Determinar una posible via de sefalizacién a través de la cual la hormona ejerce su
accion.

v Estudiar si la presencia de Epo en los cultivos puede impedir el desarrollo de
eriptosis inducido por nitrito de sodio y peroxido de hidrégeno o por entrada masiva
de calcio.

v Determinar los posibles mecanismos involucrados.

OBJETIVO 4
Justificacion:

El aluminio (Al) es el tercer elemento mas abundante en la naturaleza y debido a su ubicuidad,
la exposicion humana al metal es practicamente cotidiana. Este compuesto esta presente en
el agua y es ampliamente utilizado en las industrias alimenticia, farmacéutica y cosmética. En
la actualidad se reconocen dos poblaciones particularmente expuestas al metal: individuos
con enfermedades renales crdnicas y neonatos prematuros. Los pacientes sometidos a didlisis
pueden sufrir sobrecarga de Al debido a la presencia del mismo en los liquidos utilizados para
dicho proceso, asi como también debido a los medicamentos utilizados en el tratamiento de
las enfermedades renales crénicas. En el caso de los bebés prematuros, la sobrecarga del
metal estaria dada por la presencia del mismo en las férmulas para alimentacion por via

parenteral.

Trabajos experimentales in vitro e in vivo de nuestro laboratorio mostraron que el Al, ademas

de inhibir el desarrollo de progenitores eritroides, induce alteraciones morfolégicas
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eritrocitarias. Si bien se demostr6 el efecto directo del metal sobre los glébulos rojos, adn no
ha sido dilucidado el mecanismo de accion.

Obijetivo:

* “‘Determinar si los compuestos de Al constituyen agentes proeript ticos”.

Objetivos especificos:

v Estudiar si el Al induce eriptosis de eritrocitos humanos expuestos al metal por
periodos prolongados.

v Investigar el mecanismo de accién del Al sobre los glébulos rojos.

v Determinar si la presencia de Epo es capaz de prevenir la accion del Al.
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EQUIPOS

+ Camara digital (Kodak DC 120)

+ Centrifuga refrigerada Hermle Z323K

+ Citometro de flujo FACS AREA (BD) (Servicio de Citometria del Departamento de
Quimica Biologica, FCEN, UBA.

+ Cuba electroforética Liberty 2 (Biokey American Instruments, Inc. USA) para fragmentos
de PCR.

+ Cuba electroforética (Miniprotean lll, Bio-Rad) para SDS-PAGE y electrotransferencia.

+ Dark Box Il (FujiFilm)

+ Equipo para la obtencion de agua ultra-pura Millipore Simplicity 185

+ Espectrofotometro Beckman DB

+ Espectrometro de absorcion atomica Shimadzu AA-6501 (Departamento de Quimica
Inorganica, Analitica y Fisicoquimica, FCEN, UBA).

+ Estufa de cultivo Revco RMI 3000S-7VBA

+ Fuente de poder (EPS 600, Pharmacia).

+ Lector de microplacas BioRad Modelo 680

+ Microscopio Nikon XS100

+ Microscopio de fluorescencia invertido Zeiss Axiovert 135

+ Microscopio electrénico de barrido Zeiss Supra 40 (Servicio del Centro de Microscopia
Avanzada, FCEN, UBA).

+ Termociclador Eppendorf (Mastercycler gradient) para RT-PCR

+ Termociclador BioRad (Opticon Monitor) para Real Time-PCR

+ Transiluminador (Hoefer Macro Vue UV-20)

REACTIVOS Y ANTICUERPOS

1. Calidad de agua y reactivos

Las soluciones, reactivos y medios de cultivo fueron preparados con agua deionizada de
calidad ultrapura, con resistividad especifica de 18 MQ.

Todas las sales, acidos y solventes utilizados fueron de calidad analitica (Merck,
Mallinckrodt o Sigma-Aldrich).

2. Reactivos especificos

+ Amersham - GE:
v" Ready To Go T-Primed First-Strand Kit
v dNTPs
v" Dietilpirocarbonato (DEPC)
v' ECL, Kit para revelado por quimioluminiscencia

+ BD Biosciences:
v IL-1B recombinante humana
v Anexina-FITC
v" Proteina A agarosa
v Reactivo Cytofix/Cytoperm
v" Reactivo Perm/Wash
v" Proteina recombinante humana TNF-a

+ Biodynamics S.R.L:
v' Agarosa
v" Marcador de numero de pares de base
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Bioser, GENSA:

v Suero Fetal Bovino (SFB)
v" Penicilina

v Estreptomicina

Calbiochem:
v londéforo de calcio A23187
v Calpeptina
v Ly 294002

Fermentas:
v Dual color protein buffer
v" Marcador de peso molecular pretefiido para geles de SDS-poliacrilamida

GIBCO BRL:

v' Trizol

v' Tryple Select
v" Medio 199

Invitrogen-Life Technologies:
Bromuro de etidio

DMSO, dimetilsulféxido

FLUO 4-AM

Primers

Taq polimerasa

BODIPY 665/676

cellTrace CFSE cell proliferation kit

AN NN N Y NN

Santa Cruz :
v CinnGel 2ME

Sigma Chemical Co.:

Medio RPMI 1640

DAF; 2,7 diaminofluoreno

DCHF-DA; 27,7  dicloro fluorescina diacetato
Mercury Orange

5’Eosina maleimida

12-miristato13-acetato de forbol (PMA)

ASANENENENEN

ICN Biomedicals:
v Paraformaldehido (PFA)

WIENER-Lab:
v Kit para la deteccién de actividad de fosfatasas ALP 405 AA liquida

ZELLTEK S.A.
v' Eritropoyetina recombinante humana purificada (rhEpo)
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3. Anticuerpos

+ BD Biosciences:

v Anti glicoforina A humana monoclonal conjugado con R-ficoeritrina (RPE)
v Anti tirosina fosforilada

v Anti PARP monoclonal

v Control de isotipo conjugado con ficoeritrina (PE)

+ Amersham - GE:
v Anti IgG de ratdn conjugado con peroxidasa (HRP)
v Anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa (HRP)

+ Invitrogen-Life Techonologies:
v Anti IgG de conejo conjugado con Alexa-Fluor 488

+ Santa Cruz Biotechnology Inc:
v" Anti PTP1B humano monoclonal (clon FG6-1G)
v Anti receceptor de Eritropoyetina policlonal (M-20)
v" Anti CD14 humano monoclonal conjugado con FITC

+ Sigma-Chemical Co.:

v" Anti Banda 3 humana monoclonal

+ Serotec:
v Controles de isotipo: IgG1 de raton para PHO1

H.O-DEPC

Agua conteniendo dietil pirocarbonato (DEPC, compuesto que destruye ARNasas) 0,1%
(V/V).

Descarte del material biolégico y residuos peligrosos

El material que estuvo en contacto con el colorante de Hoechst y los geles conteniendo
bromuro de etidio fueron inactivados bajo luz UV durante 1 h y, posteriormente, descartados
como residuos peligrosos a través del Servicio de Higiene y Seguridad de la FCEN.

El material de descarte (plastico, guantes, geles de poliacrilamida) fue eliminado como
residuo peligroso a través del Servicio de Higiene y Seguridad de la FCEN. De la misma
forma fueron descartadas las soluciones de DAF, Folin y las soluciones conteniendo
solventes organicos o acidos como metanol, acido acético entre otros.

Esterilizacion de materiales y soluciones

El material fue esterilizado por calor seco (160-170 °C, 90 min), por calor humedo (121 °C, 1
atm, 30 min) o por radiacibn gamma, segun las caracteristicas del mismo.

Las soluciones termolabiles fueron esterilizadas por pasaje a través de membrana de
acetato de celulosa, con poros de 0,22 pm (Millipore), utilizando presion positiva de
nitrégeno.
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PROTOCOLOS

I. CRIOPRESERVACION DE LINEAS CELULARES
l.a. Congelamiento

Para preservar las células por un periodo prolongado se requieren temperaturas
extremadamente bajas. Estas temperaturas hacen que el metabolismo celular disminuya
significativamente. El principal problema que presenta el congelamiento celular es la
formacion de cristales en el citoplasma, los que tienden a romper la membrana celular. Para
evitar este inconveniente, se han utilizado diferentes agentes quimicos —glicerol, dimetil
sulfoxido (DMSO), polivinilpirrolidona— que hacen que la temperatura intracelular descienda
de manera gradual.

La suspension celular a ser congelada (10°-107 cél/ml) fue centrifugada a 350 g durante 10
min. La mezcla congelante (medio de cultivo: SFB:DMSO; 45:45:10; v/v/v) fue agregada al
pellet. La suspension celular fue rapidamente homogeneizada y trasvasada a un criotubo
que fue colocado en un contenedor para frisar “Mr Frosty’” (Nalgene). Este recipiente
colocado a —70°C permite que la temperatura disminuya aproximadamente 1-2 ¢C por min.
Cuando el sistema alcanz6 dicha temperatura, los criotubos fueron almacenados en un
tanque con nitrogeno liquido a —174 °C (Hay, 1992).

I.b. Descongelamiento

Para descongelar las células, el criotubo fue rapidamente sumergido en bafo a 37 °C. Una
vez descongelada, la suspension fue trasvasada a un tubo de centrifuga al que se agregoé la
mezcla apropiada de medio de cultivo, SFB y antibidticos. Por ultimo, después de centrifugar
10 min a 200 g, se removib el sobrenadante y se agregé medio fresco.

Il. CULTIVO CELULAR
Il.a. Linea celular eritroleucémica humana K562

Las células fueron adquiridas en American Type Culture Collection (ATCC). Esta linea fue
establecida por Lozzio & Lozzio (1975) a partir de la pleura de una paciente con leucemia
mieloide crdnica en crisis blastica terminal. A través del estudio de las proteinas de
membrana se demostraron caracteristicas eritroleucémicas de estas células. Expresan
REpo en membrana (Fraser et al, 1988; Anagnostou et al, 1994), y poseen capacidad de
sintetizar hemoglobina por estimulo de distintos inductores (Pérez et al, 1999).
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Las células fueron cultivadas en medio RPMI 1640 pH 7,0 + 0,3, conteniendo L-glutamina 2
mM, HEPES 25 mM y adicionado con NaHCO3; 26,8 mM, SFB 10%, penicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100 pg/ml. Los cultivos fueron mantenidos a una densidad de 1,5x10° cél/ml
en estufa a 37 °C en atmésfera saturada con vapor de agua y 5% de CO, (Vittori et al,
2005). El medio fue renovado cada 3-4 dias. Para ello, las células fueron sedimentadas por

centrifugacion a 350 g durante 10 min a 25 °C y resuspendidas en medio de cultivo.

Il.b. Linea celular promonocitica humana THP-1

La linea celular THP-1 procede de un paciente con leucemia monocitica aguda. Estas
células expresan marcadores caracteristicos de los monocitos y poseen receptores Fc y
C3b. Sin embargo, no expresan inmunoglobulinas de superficie o citoplasmaticas. Estan
caracterizadas por su capacidad fagocitica y por la produccién de lisozima y esterasa,
ademas de por su capacidad para restaurar la respuesta de los linfocitos T a la concavalina
A. Al tratar las THP-1 con 12-miristato,13-acetato de forbol (PMA) exhiben caracteristicas
morfolégicas similares a los macréfagos a la vez que se observa adherencia a la superficie
de cristal.

Las células fueron cultivadas en medio RPMI 1640 Hepes modificado adiconado con
NaHCO; 26,8 mM y suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% (v/v), penicilina 100
U/ml, estreptomicina 100 pg/ml, glutamina 1%, glucosa 250 mg/ml, piruvato de sodio 11
mg/L y B-mercaptoetanol 50 uM. Fueron mantenidas a una densidad de 1,5x10° cél/ml en
estufa a 37 °C en atmoésfera saturada con vapor de agua y 5% de CO,. El medio fue
renovado cada 3-4 dias. Para ello, las células fueron sedimentadas por centrifugacion a 350

g durante 10 min a 25 °C y resuspendidas en medio de cultivo.

ll.c. Diferenciacion celular
Células K562

Para inducir diferenciacién eritroide, se utilizé6 hemina (H), compuesto hemo preformado. La
hemina induce hemoglobinizacién de las células K562.

Para preparar H, 10 mg de la misma fue humedecida con 100 pl de etanol absoluto y 200 pl
de NaOH 1M, homogeinizando con varilla de vidrio. Se agregaron 7,85 ml de NaHCO; 0,1
My la suspension fue agitada durante 2 h, protegida de la luz. A continuacion, la misma fue
filtrada en esterilidad y se midi6 absorbancia a 388 nm, maximo de absorcién del
compuesto. Se calculd la concentracion de H en la solucibn empleando como datos la
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lectura de la absorbancia a 388 nm y el coeficiente de absortividad molar (e= 47,9) (Pérez et
al, 2001). La solucién se prepara en el dia de su utilizacién.

Para evaluar diferenciacion celular, se realizdé una tincién citoquimica utilizando el sustrato
cromogénico DAF. Este compuesto es oxidado debido a que la actividad seudoperoxidasica
de la hemoglobina sobre el H,O, genera el compuesto coloreado azul fluoreno cuya
concentracion muestra una relacion lineal con la concentracién de hemoglobina presente
(Worthington et al, 1987).

Se cultivaron 2x10° cél/ml durante distintos periodos en presencia del inductor. Se centrifugd
la suspensién celular a 350 g durante 10 min a temperatura ambiente, se descart6 el
sobrenadante y un volumen de 50 ul de buffer Tris-HCI 0,2 M pH 7 fue agregado a los
pellets. Una alicuota (10 pul) de la suspension celular fue incubada durante 10 min con 10 pl
de solucién de color (100 pl de buffer Tris-HCI, 10 pl de H.O, 20 vol. y 10 ul de la solucién
de DAF stock de 10 mg/ml en alcohol isopropilico). Una vez finalizado el periodo de
incubacion, se realizé el recuento diferencial de las células hemoglobinizadas en camara de
Neubauer (400x), contando un total de 400 células.

Para estandarizar la metodologia se emplearon distintas concentraciones de H y diferentes

tiempos de diferenciacion (Fig. I).

100

90

%

o 80

N

T 70 24 h
e 48 h
o 60

o=

E S 50

Q

= 40

2

E 30

@

o 20

10

c H25 H 30

Figura I: Porcentaje de células diferenciadas en presencia de hemina (H). Las células fueron incubadas durante 24 6 48 h en
presencia de diferentes concentraciones de H (2,5 y 30 uM). A continuacién de la tincién con DAF, se determiné el porcentaje

de células hemoglobinizadas por recuento en camara de Neubauer.
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Células THP-1

Las células fueron incubadas con diferentes concentraciones (50, 100 y 200 nM) de PMA
durante diferentes periodos (24, 48 y 72 h) en estufa a 37 °C en atmdésfera saturada con
vapor de agua y 5% de CO,. En primer lugar se determind el porcentaje de diferenciacion
contando el numero de células adheridas y ahusadas (morfologia de macréfago) en un total
de 500 células. De esta manera se estandariz6 la concentracion de PMA y el tiempo de
incubacion (Fig. 11).
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Figura lI: Porcentaje de células diferenciadas en presencia de PMA. Las células fueron incubadas durante 24 6 48 h en
presencia de diferentes concentraciones de PMA (50, 100 6 200 nM). Evaluacién de la diferenciacion por caracteristicas

morfolégicas y adhesién celular.

De acuerdo a los resultados, la concentracion de 100 nM fue la elegida ya que fue con la
que se observd mayor numero de células diferenciadas. A concentraciones mayores

disminuia considerablemente la viabilidad y las células se despegaban.

La estandarizacion del tiempo de incubacion con PMA 100 nM permitié determinar como
tiempo optimo 72 h de cultivo (Fig. Ill).
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Figura lll: Porcentaje de células diferenciadas en presencia de PMA. Las células fueron incubadas durante diferentes
periodos (24, 48 6 72 h) en presencia de 100 nM de PMA. Evaluacion de la diferenciacion por caracteristicas morfolégicas
y adhesién celular.

Estos resultados fueron confirmados por determinacion del nivel de expresién del marcador
de diferenciacion CD14 en la superficie celular. Para ello, las células fueron cultivadas en
presencia de PMA 100 nM durante 72 h. Luego fueron despegadas utilizando 200 pul de
TRIPLE durante 5 min a 37 °C y lavadas 2 veces con buffer fosfato de sodio (PBS: NaH,PO,
1,9 mM; Na,HPO, 8,1 mM; NaCl 0,137 M; KCI 3 mM; pH 7,4) por centrifugacion a 350 g
durante 10 min c/u a 23 °C. A continuacion fueron incubadas con 2 pl del anticuerpo anti
CD14 conjugado con FTIC durante 30 min en oscuridad, a temperatura ambiente. Las
células fueron lavadas con PBS nuevamente y analizadas por citometria de flujo utilizando el
laser de excitacion de 488 nm (Fig. V). Los resultados mostraron las condiciones 6ptimas
del protocolo utilizado.
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Figura IV: Expresion de CD14 en células THP-1. Las células fueron incubadas durante 72 h en presencia/ausencia de 100
nM de PMA. Luego de la marcacién inmunoquimica, se determiné la intensidad de fluorescencia celular mediante citometria
de flujo.
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lll. VIABILIDAD Y RECUENTO CELULAR

La viabilidad celular fue determinada mediante la prueba de exclusién de colorante
supravital en una dilucion de la suspension celular 1:2 con azul Tripan 2 g/l en PBS. El
recuento de células en esta suspensién fue determinado con aumento de 400x en un
microscopio Optico, utilizando una camara de Neubauer modificada (McAteer & Dauvis,
1994).

Analizamos la viabilidad de ambas lineas celulares luego de inducir el proceso de
diferenciacién. Los resultados se muestran en las Figuras V, Vly VII.
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Figura V: Ensayo de viabilidad de las células K562. Las células fueron incubadas durante 48 h en presencia de 30 uM de
hemina. Se determin6 el porcentaje de células vivas mediante recuento celular en camara de Neubauer utilizando el

colorante de exclusién azul Tripan.

Cuando analizamos la proliferacion y viabilidad celular en las células THP-1, observamos
que el proceso de diferenciacion arresta a las ceélulas impidiendo su proliferacion vy
disminuyendo la viabilidad celular, por lo que el nimero de células en cultivo también

disminuye (Fig. VI).
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Figura VI: Ensayo de proliferacion de las células THP-1. Las células (6 x 10°/ml) fueron incubadas durante diferentes
periodos en presencia de 100 nM de PMA. Se determiné el numero de células mediante recuento celular en camara de

Neubauer utilizando el colorante de exclusion azul Tripan.

Sin embargo, la viabilidad de las células adheridas no sufre cambios apreciables en funcién
del tiempo de diferenciacion (Fig. VII).
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Figura VII: Ensayo de viabilidad de las células THP-1. Las células fueron incubadas durante diferentes periodos en
presencia de 100 nM de PMA. Se determiné el porcentaje de células vivas mediante recuento celular utilizando el colorante de

exclusion azul Tripan.
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IV. EVALUACION DE APOPTOSIS DE LAS CELULAS K562
IV.a. Determinacion de nucleos apoptoticos

El colorante Hoechst 33258 (Trihidroclorhidrato de (2°-[4-Hidroxifenil]-5-[4-metil-1-
pipetrazinil]-2,5°-bi-1H benzimidazol) es una sustancia con capacidad para intercalarse entre
las bases adenina y timina del ADN. EI ADN tefnido con dicho colorante, y excitado con luz
de longitud de onda apropiada (A=350 nm), emite fluorescencia de color azul brillante. El
recuento diferencial de células apoptéticas se realiza mediante microscopia de
fluorescencia. Los nucleos apoptéticos a diferencia de las células intactas, se observan mas
brillantes y de tamano reducido debido a la condensacion de la cromatina, y se visualiza la
presencia de cuerpos apoptéticos como pequenos desprendimientos del nucleo también de
color azul brillante.

Los cultivos de células K562 fueron realizados sobre cubreobjetos, previamente
esterilizados por tratamiento con etanol 96° y calor, y colocados en placas de Petri de 35
mm estériles. Después de una incubacion de 48 h a 37 °C en atmoésfera con 5% de CO, y
100% de humedad, se agregaron 5 gotas de fijador Carnoy (acido acético:metanol, 3:1)
sobre la suspension celular. Luego de 2 min se descart6 el liquido de las placas y se repitio
el proceso dos veces con 1 ml de fijador Carnoy durante 5 min. Luego de dejar secar las
placas a temperatura ambiente durante 10 min, se agregd el reactivo de Hoechst 33258
(0,05 g/l en PBS) manteniendo 10 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Con el fin de
retirar remanentes de dicho intercalante, se realizaron tres lavados con HO, finalizando el
procedimiento con el montaje del preparado colocandolo sobre una gota de PBS en sentido
invertido sobre un portaobjetos.

La cuantificacién de nucleos apoptoéticos fue realizada mediante el recuento de 600 células,
empleando microscopia de fluorescencia, con filtro de 365 nm. Las imagenes fueron
digitalizadas (Vittori et al, 2005).

IV.b. Clivaje de la proteina PARP

PARP (poly-adenosin ribose polymerase) es una proteina nuclear que protege al ADN de su
degradacion. Es blanco de accion de caspasa 3, la cual cliva esta proteina permitiendo asi
la fragmentacién del ADN durante la apoptosis. Por este motivo, el clivaje de PARP es una
medida de los niveles de apoptosis en una poblaciéon celular, y puede evaluarse por la
técnica de Western blotting, utilizando un anticuerpo que reconozca tanto a la proteina
intacta (116 kDa) como a un fragmento resultante del clivaje (85 kDa).
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Lisis celular

Las células (4x10°) fueron lavadas 3 veces con PBS por centrifugacion a 350 g durante 10
min a 22 °C. Posteriormente, fueron lisadas con 130 ul de buffer hipoténico (Tris 50 mM, pH
8; NaCl 150 mM; Triton X-100 1%) conteniendo inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM;
aprotinina 1 pg/mly leupeptina 2 pg/ml) y NasVO4 1 mM. Luego de 30 min de incubacién a 0
2C el material insoluble fue removido por centrifugacion a 17.300 g durante 15 min.

SDS-PAGE

Se determiné la concentracién de proteinas por el método de Lowry y colaboradores (1951)
tras efectuar una dilucién de la muestra 1:40 en dodecil sulfato de sodio (SDS) 1% (p/v).

Se realiz6 la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) de las proteinas
de los lisados celulares, empleando el sistema discontinuo de Laemmli (1970). El
tratamiento con SDS equipara la densidad de carga superficial de las proteinas por lo que,
empleando geles con tamario de poro selectivo, la velocidad electroforética de las proteinas
se relaciona con las diferencias entre sus tamafnos moleculares.

Las concentraciénes en el gel concentrador (T 4%) fueron: acrilamida 39 g/l; bisacrilamida 1
g/l; SDS 1 g/l en Tris-HCI 125 mM, pH 6,8. Como catalizador de la polimerizacion se emple6
N,N,N’,N’-tetrametilendiamina (TEMED 6=0,77+0,02 g/I) 0,3 ml/l y persulfato de amonio 0,37
g/l como iniciador.

Las concentraciones en el gel separador fueron: acrilamida 78 g/I; bisacrilamida 2 g/l (T:
8%); SDS 1 g/I; TEMED 0,3 ml/l; persulfato de amonio 0,37 g/l en Tris-HCI 375 mM, pH 8,8.
En algunos casos, se utilizaron geles comerciales de SDS-poliacrilamida en gradiente (4-
15%).

Las proteinas fueron solubilizadas en el buffer de muestra (dual color protein buffer (Tris-
HCI 0,0625 M, EDTA 0,4 mM, SDS 2% (p/v), glicerol 10%(v/v); DTT 0,5M) por calentamiento
a ebullicién durante 4 min. Una masa determinada de proteinas fue sembrada en cada calle
y en cada placa fue incluido un marcador de pesos moleculares precoloreado. La
electroforesis fue desarrollada a corriente constante de 20 mA durante el proceso de
isotacoforesis en el gel concentrador y de 25 mA durante el desarrollo electroforético en el
gel separador.
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Electrotrotransferencia e immunoblottiong

Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron electrotransferidas a membranas de
nitrocelulosa (NC) a 350 mA y 100 V por 90 min, siguiendo la metodologia descripta por
Towbin y colaboradores (1979).

Previo a la transferencia, las NC y los geles fueron hidratados durante 30 min en el buffer de
transferencia (Tris 25 mM; glicina 195 mM; SDS 0,05%, pH 8,3; metanol 20%, v/v).

Al finalizar la transferencia, las NC fueron lavadas varias veces con buffer TBS (Tris 25 mM;
NaCl 137 mM; KCI 3 mM; pH 7,4). Los sitios de unién inespecificos fueron bloqueados con
leche descremada 5% (p/v) en TBS-Tween 20 0,1% (TBS-T) durante 1 h. Luego, las NC
fueron incubadas durante toda la noche a 4 °C con anticuerpo monoclonal anti PARP o anti
actina diluidos 1:500 con TBS-T.

Se utiliza la evaluacion de actina como control de la cantidad de proteinas totales sembrada
en cada calle, ya que es una proteina celular cuya concentracion se mantiene constante en
todas las células y no se modifica por los tratamientos.

Luego de 3 lavados de 10 min cada uno con TBS-T se procedi6 a incubar las NC durante 1
h con agitacion, en presencia de anticuerpo de conejo contra IgG de ratén, conjugado con
peroxidasa diluido 1:1000 con TBS-T. Las proteinas no unidas fueron removidas mediante
un procedimiento de lavado igual al anteriormente explicado. Las bandas fueron reveladas
por quimioluminiscencia utilizando un equipo Dark Box Il Fujifilm Intelligent acoplado a una
camara digital. En la reaccién enzimatica ocurre oxidacion del luminol en presencia de H.O,
por accion de la peroxidasa, obteniéndose un compuesto excitado que emite luz al retornar
a su estado basal. La solucidén reveladora posee fenoles para aumentar la luz emitida
aproximadamente 1000 veces ademas de extender el tiempo de emisién de la misma. Las
bandas fueron visualizadas mediante el uso del programa Image Reader LAS-1000.

IV.c. Actividad de caspasa 3

Células en densidad de 2x10°/ml fueron cultivadas durante 48 h. Luego de lavar con PBS,
fueron lisadas con buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 7,4; EDTA 1 mM; EGTA 10 mM;
digitonina 10 uM) mas PMSF 100 pM, por incubacién durante 30 min en hielo. Después de
centrifugar a 17.300 g por 15 min a 8 °C para eliminar los restos celulares, se trasvaso el
sobrenadante a tubos de 0,2 pl. Se separaron 2 alicuotas de 10 ul cada una para cuantificar
proteinas por el método de Lowry (Lowry et al, 1951).

Para medir la actividad de caspasa 3, se emplearon microtiras. En cada well se colocaron:
150 pl de buffer de reaccion (HEPES 100 mM pH 7,5; EDTA 0,5 mM; DTT 5 mM agregado

en el momento y glicerol 20%, v/v), 144 pl de lisado celular correspondiente a cada
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tratamiento y 6 pl de sustrato de caspasa 3 (Ac-DEVD-pNA) 5 nM. La placa fue incubada a
37 °C en oscuridad durante 7 h. Cada ensayo fue realizado por duplicado. A cada hora, se
procedié a leer la absorbancia a 405 nm correspondiente a la liberacién de p-nitroanilina,
compuesto producido por la hidrélisis del sustrato debido a la actividad de caspasa 3,
empleando lector de placas. Para estandarizar los resultados, los datos de absorbancia

fueron referidos a la concentracién proteica de cada muestra.

V. EVALUACION DE LOS NIVELES DE ARN MENSAJERO DE LAS CELULAS K562

Para analizar la expresién génica de distintas proteinas fue utilizada la técnica de RT-PCR
(reverse transcriptase-polymerase chain reaction). Dicha metodologia consta de dos etapas:
uso de oligo dTs (complementario a la cola poli A de los ARNm ) como primer para la
reaccion de transcripcion reversa de la cual se obtiene ADN copia (ADNc) a partir de ARNm,
seguido de la amplificacién mediante PCR y el uso de primers especificos de los ADNc

correspondientes a los ARNm de interés.

Extracciéon de ARN total

El ARN total de 4x10° células fue extraido mediante incubacién durante 5 min a temperatura
ambiente con 0,5 ml de reactivo de fenol e isotiocianato de guanidina (Trizol Reagent), de
acuerdo al método de Chomczynski y Sacchi (1987). Se agregd 0,1 ml de cloroformo y se
agitd vigorosamente durante 15 s. Luego de 3 min, se centrifugd por 15 min a 9500 g a 4°C.
Se descart6 la fase organica. Se agregaron 0,25 ml de alcohol isopropilico a la fase acuosa
y se incubd 10 min a temperatura ambiente. Al finalizar este periodo, se centrifugd 10 min a
9.500 g.

El ARN contenido en el pellet fue lavado con 0,5 ml de etanol 75% agitando vigorosamente y
centrifugado a 7.500 g durante 5 min. EI ARN fue disuelto en 30 pl de H,O-DEPC e
incubado 10 min a 60 °C. Una alicuota de esta solucién se utilizé para medir la absorbancia
a 260 y 280 nm en espectrofotometro. La concentracion de ARN total fue calculada
considerando que 1 unidad de densidad Optica a 260 nm corresponde a 40 pg/ml de ARN
simple cadena (Sambrook y Russel, 2001). La relacion de Axe/Azgo del ARN aislado se
encontré entre 1,6 y 1,8. Estos valores concuerdan con los valores de preparaciones puras
de ARN. En este paso se estudi6 la integridad del ARN mediante electroforesis en agarosa
1% (p/v) en buffer TEB (Tris 90 mM; EDTA 2 mM; acido bérico 90 mM; pH 8 en H,O-DEPC,

v/v), conteniendo 0,5 mg/I de bromuro de etidio.
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Obtenciéon de ADN copia

El ADNc fue sintetizado a partir del ARN total extraido, por transcripcién reversa de los
ARNm utilizando oligo (dT) como primer y enzima transcriptasa reversa, empleando el kit
optimizado “Ready To Go T-Primed First-Strand Kit”.

La sintesis de ADNc fue realizada a partir de 2,5 ug de ARN total, de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. EI ADNc fue fraccionado y conservado a —20 °C hasta el

momento de su utilizacion.

V.a. Amplificacion de los fragmentos de ADNc por RT-PCR

Para comenzar la PCR, se preparé una mezcla de reaccion en buffer Tris-HCI 10 mM, pH
8,3; KCI 50 mM; MgCl, 1,5 mM, conteniendo Taq polimerasa 25 U/ml; primers adecuados
0,25 pM y dNTPs 200 pM. Con el fin de optimizar las condiciones de amplificacion, se
estandarizaron las cantidades de ADNc inicial y temperatura de annealing (temperatura en
la cual se unen los primers a las hebras de ADN) en un termociclador. Una vez decididos
estos parametros se realiz6 una curva de numero de ciclos térmicos para evaluar la cantidad
optima de ciclos a utilizar.

Las condiciones seleccionadas para amplificar cada secuencia se muestran en la siguiente

tabla:
’ c-FLIP ‘ GAPDH

ADNc inicial 2 pl (dilucion 1/10) 2 pl (dilucion 1/10)

Desnaturalizacion inicial 94 °C, 5 min 94 °C, 5 min

Cantidad de ciclos 35 40

Desnaturalizacion de cada ciclo 94°C,20s 94°C,45 s

Primer annealing 56 °C, 30s 612°C,45s

Elongacion 72°C,40s 72°C,45s

Elongacion final 60 °C, 7 min 72 °C, 5 min

Primers utilizados:

c-FLIP:

Forward: 5° AATTCAAGGCTCAGAAGCGA 3°
Reverse: 5° GGCAGAAACTCTGCTGTTCC 3

GAPDH:

Forward: 5" TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG 3°
Reverse: 5" TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT 3’
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En cada ensayo de amplificacion fue incluido un control negativo en el cual se excluyé el
agregado de ADNc. El objetivo de este control fue comprobar que los diferentes reactivos
empleados no se hubieran contaminado con ADN externo.

Andlisis de los productos de amplificaciéon

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa 1,5% (p/v) con
bromuro de etidio 0,005% (v/v). Cada producto de PCR (10 pl) fue mezclado con 4 ul de
buffer de siembra (azul de bromofenol 0,25%, p/v; sacarosa 4%, p/v en buffer TEB) y
sembrado en el gel. En sendas calles, se sembraron un marcador de pb como control del
tamano de los fragmentos amplificados y un control negativo de PCR. La electroforesis se
desarrollé a 280 V durante 25 min en una cuba electroforética Liberty 2. Los productos de
amplificacion obtenidos fueron detectados mediante la observacion en transiluminador de
las senales emitidas por el bromuro de etidio intercalado en el ADNc. Los geles fueron
fotografiados empleando una camara digital (Kodak DC 120) y las fotografias, analizadas
utiizando dos programas para digitalizacion de imagen (Array Gauge e Image Gauge,
Fuijifilm).

Los niveles de intensidad de las bandas fueron normalizados con respecto a los valores
correspondientes al estandar interno GAPDH (Sambrook y Russell, 2001).

V.b. Real Time PCR

Esta técnica se llevé a cabo con el fin de cuantificar los niveles de ARNm de c-FLIP. El
protocolo es similar al utilizado para RT-PCR. El buffer de reaccién posee los mismos
reactivos en iguales concentraciones, con excepcion la taq polimerasa que se utiliza en una
concentracion de 80 U/ml. El buffer de reaccién posee también un colorante denominado
“Syber Green”, el cual se intercala en el ADN doble hebra permitiendo asi relacionar
directamente la cantidad de fluorescencia detectada por el equipo con el ADNc amplificado.
Las cantidades de cada reactivo, asi como la cantidad de ciclos y la duracién de cada paso
del programa utilizado, fueron estandarizadas luego de varias pruebas, resultando las
condiciones dptimas las que se detallan en la siguiente tabla:
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‘ c-FLIP ‘ GAPDH
ADNc inicial 2 pl (dilucién 1/10) 2 ul (dilucion 1/10)
Desnaturalizacion inicial 94 °C, 5 min 94 °C, 5 min
Cantidad de ciclos 40 40
Desnaturalizacion de cada ciclo 94°C,45s 94°C,45s
Primer annealing 61°C, 45s 61°C,45s
Elongacion 72°C,45sy86°C,5s 72°C,45sy86°C,5s
Elongacién final 72 °C, 5 min 72 °C, 5 min
Curva de melting De 72 °C a 96 °C aumentando | De 72 °C a 96 °C aumentando
dea0,5°Ccada5s. dea0,5°Ccada5s.

A diferencia de la técnica de RT-PCR, el programa de la técnica de Real Time PCR incluye
un paso adicional, la curva de melting, como indica la tabla. La curva obtenida relaciona la
fluorescencia de la muestra con la temperatura. Como dicha fluorescencia es directamente
proporcional a la cantidad de producto formado, la curva de melting muestra el perfil de
desnaturalizacién del mismo. Como resultado, en caso de obtenerse un unico producto, se
observa un solo pico en la curva, a un valor de temperatura igual a su TM (temperatura a la
cual el 50% de las cadenas se encuentran como doble hebra). Por el contrario, la
observacién de mas de un pico sugiere la presencia de impurezas en la muestra.

Los primers utilizados para amplificar c-FLIP, asi como los de GAPDH, son los mismos que
se emplearon en la RT-PCR semicuantitativa.

Esta técnica a diferencia de la RT-PCR tradicional requiere curvas de calibracion, tanto para
GAPDH como para el gen de interés, las cuales se obtienen realizando diluciones seriadas
1:4 hasta 1:256, a partir del ADNc control y utilizando el buffer de reaccién con los primers
correspondientes. Estas curvas de calibracion sirven para analizar la cantidad de copias
obtenidas del gen de interés en funcién del ADNc total presente en la reaccién. Los datos
obtenidos de amplificacion en las muestras se interpolan en dichas curvas en el momento

del analisis de los datos.

Analisis de los productos de amplificacion

El analisis de los datos se realizd utilizando el software Opticon monitor 3.1 (BioRad), que
permite cuantificar cantidad de ADNc amplificado en la reaccion.

En este caso también se normalizaron los valores obtenidos para c-FLIP respecto de los
obtenidos para GAPDH en cada tratamiento.

41



MATERIALES Y M TODOS

Precauciones para mantener la calidad de los procedimientos

Todos los procedimientos previamente descriptos para las técnicas de RT-PCR y Real Time
PCR fueron realizados en gabinete de seguridad biolégica tipo Il empleando guantes
descartables con el objeto de evitar la introduccion de ARNasas foraneas.

El material plastico descartable utilizado para la extraccién de ARN asi como para las
reacciones de RT-PCR, fue adquirido libre de enzimas que degradan ADN (ADNasas) y
ARN (ARNasas).

El material plastico no descartable, asi como la cuba electroforética fueron tratados con una
solucion de NaOH 0,5 M durante 10 min con el objeto de inactivar ARNasas.
Posteriormente, fueron enjuagados con H,O-DEPC.

Todo el material plastico fue esterilizado por autoclavado.

V1. EXPRESION DE C-FLIP POR CITOMETRIA DE FLUJO

Luego de lavar las células dos veces con PBS, fueron fijadas y permeabilizadas por 20 min
a 4 °C con el buffer comercial cytofix/Cytoperm. Luego fueron incubadas con anticuerpo anti
c-FLIP. humano producido en conejo por 1 h a 4 °C. Luego de lavar 3 veces con PBS se
incubd con el segundo anticuerpo anti Ig G de conejo conjugado con rodamina durante 1 h a
4 °C. La expresion de c-FLIP fue determinada por citometria de flujo y los datos analizados
con el programa WinMDI 2.9.

VI. METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE ERIPTOSIS

Muestras de sangre periférica heparinizada fueron obtenidas de dadores sanos (25-38 arios)
bajo su consentimiento. Luego de centrifugar por 15 min a 500 gy 4 °C, el plasma y buffy
coat fueron removidos cuidadosamente. Los eritrocitos fueron lavados 3 veces con PBS.

Vll.a. Estandarizacion de protocolos experimentales

Se efectué la estandarizacion tanto de los protocolos experimentales como de la
metodologia para analizar las manifestaciones fenotipicas que permitieran evaluar el
desarrollo de eriptosis. En primer lugar se analizaron el hematocrito y el medio de cultivo en
el cual se desarrollarian los experimentos. Se probaron medio 199 modificado con HEPES
pH 7,0+0,3, suplementado con 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina, y
buffer HEPES (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, HEPES 10 mM, CaCl, 2,5 mM, glucosa 10 mM y
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albumina sérica bovina 0,1 % (w/v); pH 7,4) con hematocritos de 5%, 1% y 0,5%. La
incubacién fue realizada a 37 °C en atmoésfera de 5% CO.,y 5% de humedad. Luego de
analizar la morfologia eritrocitica por microscopia Optica y determinar el porcentaje de
hemolisis (espectrofotometria a 415 nm), se decidié continuar los experimentos utilizando
buffer HEPES, debido a que si bien tanto en el medio 199 como en buffer HEPES los
eritrocitos conservaron su forma y sufrieron un bajo porcentaje de hemolisis (37 °C; 24 y 48
h), el buffer HEPES permite realizar mediciones colorimétricas por espectrofotometria
debido a que es incoloro. En cuanto al hematocrito, en los cultivos al 5% se observé una
modificacion apreciable de la morfologia eritrocitaria (aumento de estomatocitos), mientras
que en los cultivos al 0,5% se observo que el nimero de eritrocitos variaba entre ensayos
debido a que el volumen del paquete globular a utilizar es muy pequefio y por ello se
introduce un error elevado al pipetear. Se estandarizaron los experimentos con un

hematocrito de 1%.

VIl.b. Estudio del aluminio como agente eriptotico

La soluciéon stock de aluminio fue preparada inmediatamente antes de uso disolviendo
AICI3.6H,0O en 0,1 N Tris-HCI buffer pH 7,3 a una concentracién de 10 mM, y esta solucién
fue diluida a la concentracién deseada basandonos en experimentos previos de nuestro
laboratorio sobre toxicidad del Al en eritrocitos maduros (Vittori et al, 2002). Todas las
soluciones fueron esterilizadas utilizando filiros de jeringa con membranas de 0,22 m
inmediatamente luego de su preparacion.

Los glébulos rojos fueron lavados y resuspendidos en medio 199 completo a un hematocrito
de 20 % y tratados con AICI; 100 uM por 21 dias a 4°C. Este medio sintético de composicion
quimica conocida que permite la supervivencia de las células sin necesidad de utilizar suero
(Morgan et al, 1950) fue utilizado para simular el ambiente de los eritrocitos circulantes.
Experimentos control fueron llevados a cabo en buffer HEPES: NaCl 140 mM, KCI 5 mM,
HEPES 10 mM, CaCl; 2.5 mM, glucosa 10 mM y 0,1% (p/v) BSA, pH 7.4. Por otro lado,
eritrocitos fueron incubados en medio libre de Al o tratados con NaCl 100 uM como
controles. Para analizar la proteccion frente a la toxicidad del Al fueron utilizados NAC 5 mM
o Epo 10 U/ml; los mismos fueron agregados a la suspensién celular 30 min antes de la
adicion de AICIs. La renovacién del medio con o sin AICI;, NAC o Epo fue realizado cada 2
dias. Para evaluar la susceptibilidad a agentes oxidantes, luego de la exposicién por 21 dias
a Al, los eritrocitos fueron lavados e incubados con H>O, 1 mM + NaNO, 5 mM por 90 min a
37 °C.
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Vil.c. Analisis de la morfologia eritrocitaria por microscopia electronica de barrido

Luego de cada tratamiento, los eritrocitos fueron colocados sobre vidrios de 50 mm?de area,
y fijados por 20 min con glutaraldehido 3% (v/v) en buffer fosfato 0,1 M, pH 7,4. Las
muestras fueron lavadas 3 veces con el mismo buffer, subsecuentemente deshidratadas
mediante lavados en acetona (de 25% a 100%, v/v), y secados directamente en una bomba
para punto critico Balzers CPD 030 utilizando diéxido de carbono como fluido de transicion.
Las muestras fueron cubiertas con una fina capa de oro (Balzers Union SCD 040) y
examinadas utilizando un microscopio electrénico de barrido (ZEISS Supra 40) (Vittori et al,

2005). Se tomaron fotografias de campos representativos en cada tratamiento.

Vil.d. Determinacion de exposicion de residuos de fosfatidilserina

Una de las modificaciones celulares que ocurren durante la muerte celular programada es
la pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica. Esta modificacion ocurre también
durante el proceso de eriptosis. En los eritrocitos eriptéticos, asi como en las células
apoptoticas, el fosfolipido de membrana fosfatidilserina (PS) se trasloca de la capa interna
de la bicapa lipidica hacia la capa externa, quedando de esta manera expuesto hacia el
espacio extracelular.

La Anexina V es una proteina con alta afinidad y especificidad por los residuos de PS y no
atraviesa la membrana plasmatica, por lo que se une a este fosfolipido sélo cuando el
mismo se encuentra externalizado. La anexina V conjugada con fluorocromos como
isocianato de fluoresceina (FITC) se puede utilizar para determinar el nimero de células que
externalizaron PS luego de un tratamiento, mediante el uso de citometria de flujo.

Luego de realizar los diferentes tratamientos, los eritrocitos fueron lavados y resuspendidos
en Binding Buffer (HEPES/NaOH 0,01 M pH 7.4, NaCl 0,14 M, CaCl, 2,5 mM) en una
concentracién de 1x10° células/ml. Un volumen de 100 ul de suspension celular fue
incubado con 4 ul de anexina V-FITC durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad.
La reaccién fue detenida por el agregado de 400 ul de Binding Buffer y el andlisis por
citometria de flujo fue realizado dentro de la primera hora siguiente excitando las muestras
con un laser de argén a 488 nm.

En todos los casos que se utilizd la técnica de citometria de flujo, los datos fueron
analizados con el programa WinMDI 2.9.
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VIIl. EVALUACION DEL ESTADO REDOX INTRACELULAR

Vill.a. Determinacion de ROS

Los eritrocitos lavados fueron resuspendidos en 250 ml de PBS (Hto. 1%) e incubados en
presencia de DCFH-DA 0,4 mM durante 15 min a 37 °C en una atmosfera conteniendo 5%
de CO; (Ghoti et al, 2007).

Las células son permeables al reactivo no fluorescente. En el interior de las mismas, DCFH-
DA es hidrolizado por esterasas inespecificas y por oxidacion se transforma en 27, 7°-
diclorofluorescina que es altamente fluorescente. Permite determinar en forma rapida y
sensible las ROS que se generan durante el metabolismo oxidativo. La reaccion fue
detenida por el agregado de 400 pl de PBS frio. Inmediatamente, se realiz6 la cuantificacién
de ROS por citometria de flujo excitando las células con un laser de argén a 488 nm.

VIIl.b. Determinacion de GSH

Para la cuantificacion de los niveles de GSH intracelulares, 100 pl de suspensién celular
(Hto 1%) fue incubada con la sonda Mercury Orange a una concentracion final de 20 uM por
3 min a 0 °C e inmediatamente analizados por citometria de flujo excitando las células con
un laser de argdén a 488 nm (Ghoti et al, 2007). El reactivo naranja de mercurio forma
aductos fluorescentes con GSH mediante sus grupos tioles (SH). La reaccién es mas rapida
con GSH que con los grupos SH de proteinas de manera que puede alcanzarse
especificidad para la determinacién de GSH bajo condiciones de reaccion controladas. En
los eritrocitos, los grupos tioles no proteicos estan constituidos casi totalmente por GSH. La
difusién de GSH fuera de las células se evita manteniendo baja la temperatura durante la
reaccién y en todos los pasos previos.

Vlil.c. Determinacion de los niveles de lipoperoxidacion celular

Cuando se produce un desbalance éxido-reduccién celular, no s6lo aumentan los niveles de
ROS, sino que también puede generarse dafo oxidativo a nivel de los lipidos de membrana,
lo que va a interferir no so6lo con la organizacion de la misma sino también con ciertas vias
de senalizacion. Los eritrocitos tratados fueron lavados, suspendidos en 250 ul de PBS (Hto.
1%) e incubados con el sensor de peroxidaciéon lipidica BODIPY 665/676 a una
concentracion final de 2 M por 15 min a 37 °C. Luego de 2 lavados con PBS, las células
fueron suspendidas en el mismo buffer y analizadas por citometria de flujo utilizando un
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laser de excitacidon a 633 nm. Esta sonda exhibe una disminucion de la fluorescencia al

interaccionar con radicales peroxilos, detectado a 665/676 nm.

IX. CUANTIFICACION DEL CONTENIDO INTRACELULAR DE CALCIO POR
CITOMETRIA DE FLUJO

A fin de cuantificar la variacion del contenido de calcio intracelular [Cai] luego de los
diferentes tratamientos, los eritrocitos fueron lavados e incubados con la sonda fluorescente
FLUO-4 AM en una concentracién final de 2,5 uM, a 25 °C durante 30 min. El reactivo
FLUO-4 AM es un indicador de calcio incoloro que entra a la célula libremente y es
hidrolizado por esterasas intracelulares no especificas resultando en un producto
fluorescente al unirse al [Cai] libre. Luego de ser lavadas con PBS, las células fueron
resuspendidas en PBS y luego de 30 min, analizadas por citometria de flujo. El contenido

de calcio fue expresado como la intensidad de fluorescencia media por célula.

X. ANALISIS DE PROTEINAS DE MEMBRANA ERITROCITARIA
X.a. Deteccion de la proteina banda 3 en membrana plasmatica

Luego de sus respectivos tratamientos, los eritrocitos fueron incubados con 0,5 mg/ml
eosina-5-maleimida por 15 min a 25 °C protegidos de la luz. Este reactivo se une a banda 3
en la membrana plasmética de los eritrocitos y emite fluorescencia cuando es excitado a 488
nm. Se lo utiliza en estudios clinicos para cuantificar dicha proteina como parte del
diagnéstico de diferentes tipos de anemia. Las células fueron lavadas 3 veces con PBS,
suspendidas en el mismo buffery analizadas por citometria de flujo.

X.b. Glicoforina A

Es una glicoproteina integral de membrana con alto contenido de acido sialico y es sustrato
antigénico de los grupos sanguineos. Junto con otras glicoforinas, participa en la interaccion
con otras células por su parte extracelular, y con otras proteinas citoplasmaticas de manera
de darle estabilidad y fluidez al citoesqueleto.

Los eritrocitos fueron incubados con el anticuerpo monoclonal anti glicoforina A humano
conjugado con el fluorocromo R-ficoeritrina (RPE) por 30 min a 4 °C. Como control negativo
se utilizd la inmunoglobulina adecuada conjugada con RPE. A continuacién, los eritrocitos
fueron lavados 3 veces con PBS, suspendidos en el mismo buffer y analizados por

citometria de flujo, excitando las muestras a 488 nm.

46



MATERIALES Y M TODOS

X.c. Acuaporina 1y EpoR

Las acuaporinas (AQPs) son proteinas transmembrana que estan involucradas en el flujo
activo de agua hacia y desde el interior celular, participando en el mantenimiento de la
osmolaridad y volumen de las células. AQP 1 fue cuantificada en la membrana de los
eritrocitos inducidos a eriptosis bajo los 2 diferentes modelos. Tanto para el analisis de la
expresion del receptor de Epo como de AQP 1 en membrana, los eritrocitos (4 pl) fueron
fijados con formaldehido 1% y glutardialdehido 0,025% en PBS por 15 min a 25 °C. Luego
de centrifugarlos por 10 min a 500 g, las células fueron lavadas con BSA 1% en PBS y
marcadas con anti AQP 1 o anti EpoR (M20) en el mismo buffer por 90 min a 4 °C. Los
eritrocitos fueron lavados 2 veces y marcados con anticuerpo de cabra anti-conejo IgG Alexa
Fluor 488 (1:100) por 60 min a 4 °C en oscuridad. A continuacion se lavaron 3 veces vy
fueron analizadas por citometria de flujo. Como control negativo se utilizé el isotipo

apropiado.

X.d. Preparacion de membranas eritrocitarias

Todo el procedimiento se realizd a 4 °C. La hemolisis se llevo a cabo por dilucion 1:10 de la
suspension eritrocitaria con buffer fosfato de sodio hipotdénico 5 mM, pH 8,0, conteniendo
inhibidores de proteasas y fosfatasas (PMSF 50 uM, SBTI 50 mg/l, y o-vanadato de sodio 1
mM). Las membranas, en las cuales se iba a analizar la actividad de la fosfatasa PTP 1B,
fueron obtenidas sin utilizar inhibidores de fosfatasas. Las membranas, obtenidas en el
pellet luego de 30 min de centrifugacion a 13.000 g, fueron lavadas en el mismo buffer hasta
eliminar por completo los restos de hemoglobina (color crema). Las suspensiones de
membranas fueron conservadas a -70 °C (Vittori et al, 1999). Las proteinas totales fueron
cuantificadas por el método de Lowry (Lowry et al, 1951).

X.e. Deteccion de Ia actividad de PTP1B

X.e.i. Inmunoprecipitacion

A partir de 800 ug de membranas eritrocitarias se solubilizaron las proteinas por tratamiento
con 3 vol. (v/v) de Tritdn X-100 1% en buffer hipotonico (fosfato de sodio 5 mM, pH 8,0)
durante 15 min a 0 °C. Luego de centrifugar a 13.000 g y 4 °C, se colectaron los
sobrenadantes y se los incubd con anticuerpo monoclonal de ratéon anti PTP 1B humana
(clon FG6-1G) concentracion final de 2 pug/ml a 4 °C por 1 h en agitacién suave. A
continuacién se agregd proteina A agarosa y luego de incubar toda la noche en agitacion a 4
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°C, los inmunocomplejos fueron colectados por centrifugacién (15.000 g, 15 min) y lavados 2
veces con buffer de lisis.

X.e.ii. Medicion de la actividad enzimatica

La actividad de PTP 1B se determiné mediante la hidrélisis del sustrato de fosfatasas p-
nitrofenilfosfato (p-NPP) provisto por el kit ALP 405 AA liquida.

Los inmunoprecipitados de PTP 1B a partir de membranas eritrocitarias fueron lavados con
buffer de ensayo (dietanolamina 1,0 M; Mg® 0,5 mM). La actividad de fosfatasas fue
determinada en un volumen final de 200 pl por incubacién de los inmunoprecipitados de PTP
1B en buffer de ensayo conteniendo p-nitrofenil fosfato (p-NPP) 2,4 mM. La densidad optica
del producto de hidrélisis del p-NPP fue medida a 415 nm en un espectrofotémetro de
placas. La correccion por hidrélisis de p-NPP no enzimatica fue evaluada mediante la

deteccidén de la absorbancia en ausencia de enzima (Callero et al, 2007).

X.f. Determinacion de la expresion de banda 3 y su fosforilacion en residuos tirosina

El proceso completo —electroforesis, electrotransferencia e immunoblotting— fue explicado
en detalle en la seccion IV. b.

Para la deteccion de las proteinas electrotransferidas a NC fue usado el equipo “ECL
Western blotting”. Esta t cnica utiliza un m todo de emisi n de luz para detectar antigenos
especificos inmovilizados con un anticuerpo conjugado con peroxidasa.

Las NC fueron bloqueadas con agente leche 5% en TBS-Tween 20 0,1% (TBS-T) durante 1
h, y luego, incubadas toda la noche con los anticuerpos monoclonales anti-banda 3, anti-
fosfotirosina (P tyr) o el anticuerpo policlonal anti-B actina, diluidos 1:1000 en TBS-T a 4 °C.
El anticuerpo anti-P tyr detecta proteinas fosforiladas en residuos de tirosina. Luego de 3
lavados en TBS-T durante 10 min, las NC fueron incubadas 1 h con el segundo anticuerpo
anti-lgG de ratén conjugado con peroxidasa diluido 1:1000 en TBS-T vy, posteriormente,
lavadas.

Una vez finalizados los lavados, las NC fueron puestas en contacto con el sustrato
quimioluminiscente ECL (luminol) durante 1 min y reveladas con el equipo Fujifilm Intelligent
Dark Box Il acoplado a una camara digital LAS-1000, para visualizar las bandas

inmunoreactivas.
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XI. CUANTIFICACION DE ALUMINIO

Con el fin de eliminar cualquier traza de contaminacién, todo el material plastico fue inmerso
en una soluciéon de HCI 30% por 2 h y enjuagado varias veces con agua ultrapura. Los
niveles de Al fueron cuantificados en las fracciones eritrocitarias, soluciones de trabajo y en
el agua ultrapura usando un espectrémetro de absorcion atomica acoplado a un atomizador
de grafito fumace con autosampler. El aluminio cuantificado en las fracciones de membrana
y citosol luego de la lisis de los eritrocitos, fue expresado por 10° eritrocitos (Garbossa et al,
1998

Xil. ERITROFAGOCITOSIS

Se utilizaron células THP-1 diferenciadas con PMA (seccion ll.c.) y eritrocitos estimulados
con agentes oxidantes (NaNO, 5 mM + H,O, 1mM) o ionéforo de calcio A23187 0,15 uM
(ICa) por 24 h a 37 °C.

Se realizaron cocultivos de ambos tipos celulares durante diferentes periodos (307, 1 h, 2 h,
4 h) en estufa a 37 °C en atmdsfera saturada con vapor de agua y 5% de CO, , siendo 4 h el
tiempo Optimo analizado. Finalizado el tiempo de incubacién, las células adheridas fueron
lavadas 2 veces con PBS. Los eritrocitos no fagocitados fueron lisados con 200 ul de agua
destilada fria en agitacion durante 30 s y la isotonicidad del medio fue recuperada
rapidamente por el agregado de 20 ul de PBS 10X. A continuacién, las células fueron
tratadas de diferente manera segun la técnica de analisis a utilizar.

Xll.a. Deteccion de eritrofagocitosis por microscopia optica

En este caso, la diferenciacién de las THP-1 se llevd a cabo sobre cubreobjetos para su
posterior montaje. Las células fueron fijadas con 400 ul de metanol frio durante 10 min a 4
°C, y a continuacién fueron coloreadas con 400 pl del colorante Giemsa (15 gotas en 10 ml
de agua tamponada) durante 15 min. Los preparados se dejaron secar y luego fueron
montados sobre portaobjetos para su posterior analisis por microscopia. Se analizaron 15
campos representativos, los cuales fueron fotografiados, y se contaron 100 células totales
para determinar el porcentaje de eritrofagocitosis, tomadndose como criterio de célula
positiva, la presencia de 1 o + eritrocitos dentro de las células THP-1 diferenciadas.
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Xll.b. Deteccion de eritrofagocitosis por citometria de flujo

Para esta técnica los eritrocitos fueron marcados con la sonda fluorescente CFSE previo a
su induccién de eriptosis. Los glébulos rojos fueron incubados en PBS con CFSE 0,5 uyM
durante 15 min a 37 °C. A continuacion fueron lavados 3 veces con suero fetal bovino.

Las células fagociticas fueron despegadas por incubacién con 200 ul de Triplex durante 10
min a 37 °C, fueron centrifugadas y resuspendidas en PBS para su andlisis por citometria de
flujo. Como control de autofluorescencia se utilizaron células THP-1 diferenciadas que no
fueron cocultivadas con eritrocitos. Se ubicé la poblacion de macréfagos teniendo en cuenta
su tamafno y complejidad y la fluorescencia de las células fagociticas fue colectada en el
canal FL-1.

XIll. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los resultados se expresan como media aritmética y error estandar de la media (Media +
SEM) como medidas de tendencia central y de dispersion.

La prueba de Kruskall-Wallis se utiliz6 para comparar mas de dos grupos independientes.
De hallarse diferencias significativas, posteriormente se realizé la prueba de Mann-Whitney
entre dos grupos para comparar distribuciones poblacionales. Diferencias de hasta P<0,05

fueron consideradas estadisticamente significativas.
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CAPITULO |

EFECTO DE UN AMBIENTE PROINFLAMATORIO SOBRE EL LINAJE ERITROIDE

1. ACCION DE CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS SOBRE PROGENITORES
ERITROIDES

Se ha sugerido que las citoquinas proinflamatorias podrian ejercer una accién proapoptética
sobre células eritroides (Rusten y Jacobsen, 1995). Por ello se evalué el efecto apoptético
de las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-1B sobre la linea celular con capacidad de
diferenciacién eritroide K562. Se analizé la posibilidad de que se produjeran cambios en el
comportamiento celular frente a la accién de dichas citoquinas al inducir una modificacion

celular como es la diferenciacion.

El fendmeno de diferenciacién es un proceso complejo regulado por vias intrinsecas de la
propia célula, por interacciones célula-célula y célula-sustrato, asi como por la participacion
de un amplio espectro de moléculas extracelulares, como hormonas, factores de
crecimiento, citoquinas y factores tréficos, entre otros (Lopez-Carballo et al, 2002).

La hemina (H) es el compuesto hemo preformado. Al ser agregado al cultivo de ciertas
lineas celulares, como la eritroleucémica K562, induce hemoglobinizacion celular (Pérez et
al, 1999). Su mecanismo de accion es aun desconocido.

Las células en presencia o ausencia de hemina (H) fueron incubadas con TNF-a (T) o IL-18
(IL). Las citoquinas fueron agregadas al cultivo 1 h después de comenzado el ensayo v, al
finalizar los cultivos, se realizaron distintos ensayos para la evaluacién de apoptosis.

I.1.a. Desarrollo de muerte celular programada
I.1.a.i. Determinacion de células apoptoticas

En primer lugar se evaluaron los cambios de morfologia nuclear utilizando un colorante que
se intercala en el ADN (Hoechst), permitiendo asi la visualizacién de los nlcleos apoptdticos
por microscopia de fluorescencia. El analisis del recuento diferencial de nucleos apoptéticos
(Fig. 1) muestra que las células que se encontraban en etapa de diferenciacion eritroide,
debido a la presencia de hemina (H) en el medio, resultaron marcadamente mas sensibles a
la accion de las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-1B que las ¢ lulas indiferenciadas.

En la Figura 1B, los nucleos apoptéticos se visualizan de tamano reducido con respecto a
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los de las células control. Mientras que las células intactas presentan ndcleos tefidos
homogéneamente de azul, los nucleos apoptéticos se observan de color celeste brillante
acompanados por la presencia de cuerpos apoptéticos. Cuando la apoptosis es tardia, el

ndcleo se visualiza solamente como cuerpos apoptoticos.

I.1.a.ii. Determinacion de la actividad de caspasa 3

El segundo ensayo realizado para evaluar los niveles de apoptosis fue la medicién de la
actividad de caspasa 3 a través de una reaccidon colorimétrica. Como se describié en
Materiales y Métodos, los lisados celulares son incubados con el sustrato cromogénico Ac-
DEVD-pNA, el cual al ser hidrolizado por la accién de la serino proteasa libera un compuesto
coloreado (p-nitroanilina) el cual puede medirse por espectrofotometria. Las condiciones de
cultivo de las células fueron las mismas que para el andlisis de la morfologia nuclear. La
actividad de caspasa 3 fue determinada a partir de la lectura de absorbancia cada hora
durante 7 horas a partir del momento en que se adicion6 el sustrato (Fig. 2A). En la Figura
2B se muestra el incremento de la actividad de la serino proteasa caspasa 3 a las 6 h de
incubacion con el sustrato. Los resultados muestran un efecto proapoptético tanto de TNF-a
como de IL-1B sobre ¢ lulas en etapa de diferenciaci n eritroide mientras que, al igual que
en los ensayos de Hoechst, no indujeron un efecto signficativo sobre células indiferenciadas.
También puede observarse que la incubacion con H en ausencia de TNF-a o de IL-1B
produce un pequeno incremento de la actividad de caspasa 3, sugiriendo que durante el
proceso de hemoglobinizaciéon podrian estar ocurriendo cambios en vias de sefalizacién
celular lo que induciria el leve aumento de la activacién de la cascada de caspasas llevando
a la apoptosis. Independientemente de esto, el efecto de las citoquinas proinflamatorias es
evidente ya que los niveles de actividad de caspasa 3 en células diferenciadas no sélo son
significativamente mayores que los observados en las células indiferenciadas, sino que

también lo son con respecto los cultivos en ausencia de citoquinas.
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Figura 1: Analisis de la morfologia nuclear por microscopia de fluorescencia (Hoechst). Células K562 fueron incubadas en
ausencia o en presencia de citoquinas proinflamatorias (TNF-o 30 ng/ml ; IL-18 30 U/ml y 100 U/ml) por 48 h. Otro set de células
fue inducido a diferenciacion eritroide con hemina 30 UM previo al cultivo en presencia de citoquinas por 48 h. A) Las barras
representan Media + SEM de 3 ensayos independientes. Las células diferenciadas en presencia de TNF-a e IL-1f mostraron un
aumento significativo (*P<0,05, n=3) del porcentaje de células apoptéticas respecto de las células control (células indiferenciadas en
presencia de las mismas citoquinas y células diferenciadas sin el agregado de citoquinas). B) Fotografias representativas de

ensayos con células indiferenciadas y diferenciadas con hemina (H) en presencia de TNF-o. 30 ng/ml e IL-1B 100 U/ml.
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Figura 2: Determinacion de la actividad de caspasa 3. Células K562 fueron incubadas sin tratamiento o con el agregado de
TNF-o. o IL-1B por 48 h. Otro set de células fue inducido a diferenciacién eritroide con hemina en ausencia o en presencia de
TNF-o por 48 h. A) Cinética de la actividad enzimatica medida cada hora durante 7 h luego del agregado del sustrato de la
enzima. Resultado representativo de 3 ensayos independientes en los que se obtuvieron resultados similares. B) Las barras
representando Media + SEM de 3 ensayos independientes muestran las diferencias de actividad detectadas a las 6 h de
incubacién con el sustrato. Las células diferenciadas, en presencia de TNF-a e IL-18 por 48 h, mostraron un aumento
significativo (*P<0,05) de la actividad de caspasa 3 respecto de las células control (células indiferenciadas, células
indiferenciadas en presencia de las mismas citoquinas y de las células diferenciadas en ausencia de citoquinas). En ambos
gréficos los valores de D.O. obtenidos por lectura a 405 nm fueron relativizados a la concentracién de proteinas cuantificada en

cada muestra.
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I.1.a.iii. Clivaje de la proteina PARP

PARP (poly-adenosin ribose polymerase) es una proteina nuclear que protege el ADN. El
clivaje de esta proteina es signo de apoptosis debido a que es sustrato de la caspasa 3

activada.

Los resultados obtenidos por Western blotting (Fig. 3) avalan lo observado por las técnicas
de Hoechst y la medicién de la actividad de caspasa 3. Las células indiferenciadas en
presencia de las citoquinas (T e IL100) presentaron una banda de clivaje de intensidad
similar a la de las células control (C), mientras que la presencia de citoquinas
proinflamatorias en cultivos de células diferenciadas (HT e HIL100) produjeron una banda de
clivaje de PARP (85 kDa) claramente méas intensa. A su vez, en coincidencia con los
resultados de fluorescencia y de la medicion de la actividad de caspasa 3, la accién de TNF-
o sobre células en etapa de diferenciacion eritroide produjo una banda de clivaje mas
pronunciada que la obtenida en presencia de IL-1B. En presencia de H y ausencia de
citoquinas, se observd una banda de clivaje un poco mas intensa que en el control lo que,
en conjunto con el resultado de caspasa 3, indicaria nuevamente, un pequefio aumento de
apoptosis debido al tratamiento de las células con el agente de diferenciacion.

C T IL 100 H HT HIL 100

-~---—~<-11ekna

o D S <= 85kDa PARP

Sy Whg e B Ml Wl (<= 42kDa actina

Figura 3: Analisis de proteina PARP. Células K562 fueron incubadas en ausencia (C) o presencia de citoquinas
proinflamatorias: TNF-a 30 ng/ml (T) o IL-1B 100 U/ml (IL100) por 48 h. Otro set de c lulas fue inducido a diferenciaci n eritroide
con hemina 30 uM (H) y luego cultivado en presencia de citoquinas (HT; HIL100) por 48 h. Lisados celulares (15 pug para PARP;
40 ug para actina) fueron analizados por SDS-PAGE e immunoblotting. La proteina fue detectada por incubacién con anticuerpo
primario monoclonal anti PARP y posteriormente, con anticuerpo secundario anti IgG de ratén conjugado con peroxidasa y
revelado por quimioluminiscencia. La deteccion de la proteina actina fue utilizada como control de carga proteica. El perfil
presentado es representativo de 3 ensayos independientes.
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1.1.b. Efectos de la diferenciacion celular sobre la sintesis y expresion de c-FLIP,

Se ha reportado que la linea celular K562 posee, en su estado basal, altos niveles de c-
FLIP., proteina supresora de apoptosis que posee secuencia de homologia con procaspasa
8 (ver Introduccién). En presencia de esta proteina antiapoptética, disminuiria la activacion
de procaspasa 8 y la consecuente cascada de caspasas, a pesar de la presencia de
citoquinas proinflamatorias unidas a su receptor en la membrana celular.

Por este motivo, para estudiar mecanismos por los cuales las células K562 inducidas a
diferenciacién eritroide son mas sensibles que las indiferenciadas a la accién de citoquinas
proinflamatorias, se investigd la posibilidad de que los niveles de c-FLIP. se modificaran
debido al cambio celular producido en presencia de hemina. Con el fin de evaluar los niveles
de ARNm y expresion de la proteina c-FLIP. en las células indiferenciadas y en aquéllas que
se encontraban en etapa de diferenciacion eritroide inducida por hemina, se realizaron
ensayos de Real Time PCR, Western blotting y citometria de flujo luego de 24 horas de
cultivo celular (Fig. 4).
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Figura 4: Niveles de ARNm y expresion de la proteina c-FLIP.. Las células fueron incubadas en ausencia (C) o en
presencia de hemina 30 uM (H). A) Luego de 24 h de cultivo se midieron los niveles de ARNm de c-FLIP. por Real Time PCR.
Los resultados se expresan en unidades arbitrarias con respecto al control. Ademas se determinaron los niveles de expresién
de proteina por Western blotting (B) y por citometria de flujo (C) luego de 48 h de cultivo, los niveles de ARNm de c-FLIP
disminuyeron significativamente (H vs. C, *P<0,01, n=5) luego de la induccién de diferenciacion celular con hemina). Estos
resultados fueron consistentes con la disminucién observada en la expresion de la proteina por Western blotting y citometria de
flujo (B y C; n=5). Los resultados mostrados en B y C son representativos de 5 ensayos independientes.
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De acuerdo con la informacién obtenida en los ensayos de Real Time PCR, Western blotting
y citometria de flujo (Fig. 4), los niveles de c-FLIP_ fueron significativamente mas bajos en
las células que se encuentran en etapa de diferenciacion eritroide (H), lo cual podria ser
responsable, al menos en parte, de la modificacion en la sensibilidad de estas células a la
accién de TNF-a y de IL-1.

1.2. ACCION DE MEDIADORES INFLAMATORIOS SOBRE ERITROCITOS MADUROS
Los resultados presentados en la seccion |.1. de este capitulo sobre células inducidas a
diferenciaciéon eritroide sugieren una accién proapoptética de citoquinas proinflamatorias
sobre células progenitoras eritroides. Es por eso que se decidid investigar un posible efecto
directo de las mismas citoquinas sobre glébulos rojos maduros (GR).

l.2.a. Traslocacion de fosfatidilserina (PS)
Una vez determinadas las condiciones de incubacion y estandarizada la deteccion de

fosfatidilserina (PS) en la membrana eritrocitica (ver Materiales y Métodos), se procedié al
estudié del desarrollo de eriptosis por exposicion de GR humanos a mediadores
proinflamatorios, como TNF-a, IFN-y e IL-1B. A diferencia del efecto observado sobre la
linea K562, estas citoquinas, no indujeron traslocacién de PS, detectada por la unién de
anexina V-FITC por citometria de flujo, en la membrana del GR cuando las células fueron
expuestas por un periodo de 24 h. Se ensayaron diferentes concentraciones de las
citoquinas (TNF-a: 10, 30, 100 ng/ml; IL-1B: 10, 100, 500 U/ml; IFN-y: 50, 100, 400, U/ml)
siendo las mas altas las que se presentan en la figura 5, no encontrandose diferencias

significativas en el rango de concentraciones analizadas.
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Figura 5: Deteccion de exposicion de PS por accion de citoquinas proinflamatorias sobre eritrocitos. GR incubados
durante 24 h a 37 °C en ausencia (C) o en presencia de TNF-a 100 ng/ml (TNF-a), IL-18 500 U/ml (IL-1B) e IFN-y 400 U/ml
(IFN-y) fueron marcados con anexina V-FITC y analizados por citometria de flujo (n=4). No se observaron diferencias

significativas entre los tratamientos y el control.
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El fosfolipido PS es excluido normalmente de la capa lipidica externa de la membrana
plasmatica, por lo que su exposicion hacia el espacio extracelular es un signo caracteristico
de la pérdida de asimetria lipidica, sefal capaz de ser reconocida por el sistema
retiuculoendotelial para fagocitar a esas células y eliminarlas de circulacién antes de que las
mismas se vuelvan necréticas y se lisen, exponiendo todo su contenido celular y generando

mas inflamacién.

Debido a que durante un proceso inflamatorio no sélo se encuentran aumentados los niveles
de citoquinas proinflamatorias sino también los de especies reactivas de oxigeno vy
nitrégeno, se estudio si éstos podrian inducir eriptosis. La incubacién con nitritos y perdxido
de hidrogeno (24 h), individualmente o en combinacién, provocaron traslocacion del

fosfolipido de membrana (Fig. 6).
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Figura 6: Deteccion de exposicion de PS por accion de agentes oxidantes sobre eritrocitos. A) GR incubados durante
24 h a 37 °C en ausencia (C) o en presencia de NaNO; 5 mM (NaNOy), H,O, 1 mM (H20,), NaNO, 5 mM+H,O, 1 mM
(NaNO2+H20,) , fueron incubados con anexina V-FITC y analizados por citometria de flujo. Los resultados muestran un
aumento significativo de la traslocacién de PS en la membrana plasmatica en presencia de los tratamientos oxidantes,
observandose un efecto sinérgico en presencia de ambos reactivos. Diferencias significativas respecto de C (*P<0,05;
**P<0,01; n=4). B) Histograma representativo de 4 ensayos independientes.
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1.2.b. Hemolisis celular

Los niveles de hemodlisis fueron evaluados en los sobrenadantes de las incubaciones de

eritrocitos con agentes oxidantes (Fig. 7).
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Figura 7: Determinacion del grado de hemolisis por accion de agentes oxidantes. GR incubados durante 24 h a 37 °C en
ausencia (C) o en presencia de NaNO, 5 mM (NaNO;), H.O, 1 mM (H202) o NaNO, 5 mM+H,O, 1mM (NaNO.+H-0,) fueron
centrifugados y la hemoglobina liberada por lisis celular fue determinada en una alicuota de cada sobrenadante por
espectrofotometria a 405 nm. Los resultados muestran que sélo en presencia de ambos agentes oxidantes los niveles de

hemodlisis aumentaron significativamente. Diferencia significativa respecto de C (*P<0,05; n=4).

La incubacion por 24 h con ambos agentes oxidantes indujo un aumento de los niveles de
hemolisis de eritrocitos humanos. Este resultado puede deberse a que en los ensayos in
vitro no se encuentra presente el sistema reticuloendotelial, encargado de reconocer a las
células danadas y eliminarlas de circulacion. Por este motivo los eritrocitos culminan su
transformacién inducida por los agentes oxidantes hemolisdndose y liberando sus
componentes al medio, entre ellos la hemoglobina detectada en este ensayo.
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DISCUSION

Los procesos inflamatorios, frecuentemente asociados a anemia de enfermedades cronicas,
podrian cumplir un rol en la inhibiciéon de la eritropoyesis y la resistencia al tratamiento con
eritropoyetina recombinante humana. La homeostasis de la eritropoyesis requiere un
balance entre proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular. La existencia de senales
intracelulares comunes entre los procesos que regulan la eritropoyesis y la respuesta
inflamatoria sugiere que la desregulacién de un sistema podria explicar la disminucién de la

funcion del otro.

Con el objeto de estudiar el efecto de citoquinas proinflamatorias sobre células en etapa de
diferenciaciéon eritroide, TNF-o. o IL-1B fueron agregadas a cultivos celulares de la | nea
eritroleucémica K562 en presencia o ausencia de un inductor de diferenciacion eritroide. En
nuestro modelo experimental de progenitores eritroides, la incubacién con hemina no afecto
la viabilidad celular (Materiales y Métodos Fig. V), pero en cambio, sensibilizé a las células
K562 a la accién de las citoquinas proinflamatorias ensayadas. Bajo estas condiciones, tanto
TNF-o como IL-1f produjeron un incremento significativo en los niveles de apoptosis. Dicha
sensibilizacion se debe a cambios celulares producidos durante el proceso de
diferenciacién, ya que las citoquinas per se no produjeron modificaciones en los niveles de
apoptosis de las células indiferenciadas (Fig. 1, 2 y 3).

Diferentes efectos bioldgicos han sido atribuidos a TNF-a debido a su habilidad para activar
dos caminos de sefalizacion simultdneamente, uno que conduce a apoptosis y otro que
induce la activacion del factor antiapoptético NF-kB. El balance entre ambos estaria
regulado por factores tales como el estadio del ciclo y el grado de proliferacion o
diferenciacién celular, asi como por factores ambientales, y conduciria a la supervivencia o a
la muerte celular. Esto explicaria el aumento de la sensibilidad a la apoptosis provocada por
TNF-o que observamos cuando las células K562 son inducidas a diferenciacion eritroide.
Los resultados permiten sugerir que la sensibilidad de las células progenitoras eritroides
fisiologicas a las citoquinas proinflamatorias podria depender también de su estadio de

diferenciacion.

Debido a que la apoptosis es un proceso altamente regulado, se conocen varias moléculas
que actuan como inhibidores de la via intrinseca o extrinseca. A nivel de la via extrinseca se
encuentra la proteina antiapoptética c-FLIP, la cual posee dos variantes: c-FLIPs y c-FLIP,.
La variante larga, c-FLIP,, presenta secuencia de homologia con procaspasa 8, lo que le
permite formar parte del complejo de muerte DISC al activarse receptores de muerte, pero

no posee la secuencia de autoclivaje, de forma que no puede convertirse en una caspasa
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activa. De esta manera actuaria como un inhibidor de senales extracelulares proapoptéticas
(Peter, 2004). En el presente trabajo, el elevado nivel constitutivo de ARNm de c-FLIP,
expresado en la linea celular K562, disminuy6 en respuesta a la induccion de diferenciacion
eritroide con hemina (Fig. 4), sugiriendo que la sensibilizacién celular a la accién de
citoquinas proinflamatorias podria estar relacionada con la disminuciéon de dicha proteina
antiapoptética. Existe evidencia de que c-FLIP juega un rol central en la regulacién de la
apoptosis mediada por receptores de muerte. En concordancia con los resultados obtenidos,
han sido reportados otros trabajos en los cuales se demostré la influencia de la modulacién
de los niveles de c-FLIP sobre la sensibilidad celular a la accién de estimulos mediados por
receptores de muerte (Perez y White, 2003; Kang et al, 2004; Peter, 2004; Rippo et al,
2004). Sin embargo, todavia no han sido totalmente demostrado cuales son los niveles de c-
FLIP requeridos para proteger a las células de la apoptosis o cual es la proporcién entre c-
FLIP y caspasa 8 que determina la resistencia o la sensibilidad celular (Kreuger et al, 2001).

Poca informacion se conoce acerca de la relacion compleja que existe entre maduracion y
sensibilidad celular a un estimulo proapoptético. Se sabe que la perturbacion del ciclo
celular sensibiliza a las células a sufrir apoptosis. Ademas existen trabajos donde se
observa la modulacién de los niveles de c-FLIP durante el ciclo de células T, con un pico
durante el estadio G1 seguido de una disminucion en S-G2/M (Algeciras-Schimmich et al,
1999). En concordancia, Hietakangas y colaboradores (2003) han encontrado que, bajo
diferenciacién eritroide con hemina, células de la linea K562 pierden su resistencia a los
efectos de TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) y que dicho efecto seria explicado
por un mecanismo independiente de mitocondrias pero dependiente de la modulacién de los
niveles de c-FLIP. Sin embargo, en el mismo trabajo afirman que las células K562 en etapa
de diferenciacién eritroide, a pesar de ser sensibles a la acciéon de TRAIL, mantienen su
resistencia a la accion de TNF-a (Hietakangas et al, 2003). No se pueden discutir esos
resultados en comparacion con los del presente trabajo porque los autores no mostraron

datos ni indicaron las condiciones de los ensayos que llevaron a esa afirmacion.

En conclusién, los resultados hallados demuestran que la diferenciacién eritroide, inducida
por hemina, aumenta la sensibilidad de las células K562 a la accién de TNF-a e IL-1(,
sugiriendo que el proceso de diferenciacion celular podria desregular el balance entre
sefales de crecimiento y muerte celular programada inducida por citoquinas proinflamatorias
(Vittori et al, 2010). Los niveles de c-FLIP junto con el proceso de diferenciacion eritroide,
parecerian ser criticos en cuanto a la proteccion celular frente a la apoptosis y el incremento

de la sensibilidad de las células a la muerte celular mediada por la accién de TNF-a e IL-18.
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Este mecanismo regulatorio que asocia el proceso de diferenciacién eritroide con cambios
en la sensibilidad a citoquinas proinflamatorias podria contribuir a comprender la
patogénesis de algunas enfermedades hematoldgicas, particularmente aquéllas
relacionadas con procesos inflamatorios e inmunoregulacion. El conocimiento de la
existencia de una desregulacién del balance estricto entre la vida y la muerte celular debido
a diferentes condiciones celulares deberia ser tenido en cuenta para disefiar nuevas

estrategias en terapias farmacolégicas.

Los resultados observados sobre las células K562 diferenciadas nos llevaron a pensar la
posibilidad de que las citoquinas proinflamatorias pudieran tener un efecto proeriptotico
sobre los eritrocitos maduros. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que no hubo
aumento de traslocacién de PS en la membrana de glébulos rojos incubados con TNF-o, IL-
1B o IFN-y (Fig. 5).

Peroxinitrito es un compuesto formado por la reaccion entre peroxido de hidrégeno y nitrito.
Por su potente capacidad de oxidacién y nitrosilacién, este compuesto ha sido propuesto
como un mediador importante en la injuria y disfuncion de los tejidos inducida por procesos
inflamatorios, y es considerado la especie nitrosilante mas eficiente de importancia biol6gica
(Szabod et al, 2010). Por estas razones, y teniendo en cuenta que durante procesos
inflamatorios cronicos los niveles de especies reactivas de oxigeno como el peroxido de
hidrégeno y compuestos como los nitritos se encuentran elevados, decidimos evaluar su
efecto sobre eritrocitos maduros. Estos compuestos indujeron el aumento de la traslocacién
de PS y también de los niveles de hemdlisis (Fig. 6 y 7). Debe ser tenido en cuenta que la
exposicién de PS sobre la superficie celular es una sefal para que los eritrocitos sean
removidos de circulacion por accién de los macrofagos. De esta manera, por accion de
agentes oxidantes in vivo, los glébulos rojos eriptéticos serian eliminados por el sistema
reticuloendotelial. En ausencia de estas células, en el presente modelo in vitro, las células

danadas culminan sufriendo hemélisis.



CAPITULO Il
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CAPITULO I
ESTUDIO DE LOS MECANISMOS QUE PARTICIPAN EN EL PROCESO DE ERIPTOSIS

Il.1. SIGNOS DE ERIPTOSIS

Como se mostrd en el capitulo | (Fig. 6), los agentes oxidantes inducen exposicion de
fosfatidilserina (PS) en la membrana del glébulo rojo. Se ha reportado que la entrada masiva
de calcio inducida por el ion6foro A23187 también induce este signo de eriptosis (Bratosin et
al, 2001).

Para comenzar a estudiar los posibles mecanismos involucrados en la autodestruccion
prematura de los eritrocitos, y determinar si el patron de modificaciones es similar
independientemente del factor desencadenante del proceso, se analizaron cambios
morfoldgicos y bioquimicos en el glébulo rojo expuesto a dos condiciones proeriptéticas:
aumento de calcio intracelular y exposicién celular a agentes oxidantes,

Il.1.a. Externalizacion de fosfatidilserina

Se observo una induccion similar de la exposicion de PS en eritrocitos humanos tanto por
ingreso masivo de calcio estimulado por el ionéforo A23187 (ICa) como por la accion de los
agentes oxidantes (NaNO,y H,O,) (Fig. 8).
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Figura 8: Deteccion de exposicion de PS por accion de agentes oxidantes o ICa. GR incubados durante 24 h a 37°C en
ausencia (C) o en presencia de NaNO, 5 mM + H,O, 1 mM (NaNO,+H.0,) o A23187 0,15 uM (ICa) fueron incubados con
anexina V-FITC y analizados por citometria de flujo. Los resultados muestran un aumento del porcentaje de células anexina V-
positivas. Diferencias significativas respecto de C; *P<0,05; **P<0,01 (n=4).
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I.1.b. Contenido de calcio intracelular

Continuando con nuestro objetivo de estudiar los signos de eriptosis caracteristicos, se
desarrollaron ensayos evaluados por citometria de flujo para cuantificar el calcio intracelular
y estudiar su implicancia en las vias de senalizacion desencadenadas. Los resultados
indican que la eriptosis inducida por factores prooxidantes como peroxido de hidrégeno y

nitritos, bajo las condiciones empleadas, involucra un aumento del calcio intracelular (Fig. 9).
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Fiqura 9: Cuantificacion de Ca®* intracelular por citometria de flujo. A) GR incubados durante 24 h a 37 °C en ausencia (C)
o en presencia de NaNO, 5 mM + H>0, 1 mM (NaNO»+H,0,) o A23187 0,15 uM (ICa) fueron marcados con FLUO-4AM (Cf: 2
mM) y analizados por citometria de flujo. Los resultados muestran un aumento del calcio intracelular por ambos inductores de
eriptosis. Diferencias significativas respecto de C; *P<0,05; **P<0,01 (n=4). B) Histograma representativo de 4 ensayos
independientes.

1.1.c. Morfologia eritrocitaria

Se realizaron ensayos para determinar la morfologia de los eritrocitos por microscopia
electronica. Los resultados mostraron que tanto en presencia de ionéforo de calcio como de
NaNO, y H.O,, los glébulos rojos sufren modificaciones estructurales que afectan su
morfologia. Sin embargo, los cambios morfolégicos observados en cada modelo fueron
completamente diferentes, observandose esferocitos con microvesiculas o estomatocitos,
respectivamente (Fig. 10).
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Figura 10: Analisis de la morfologia celular. GR lavados fueron incubados durante 4 h a 37 °C en ausencia (C) o en
presencia de NaNO, 5 mM + H.O, 1mM (NaNO, + H.O,) o A23187 0,15 uM (ICa). A) Microscopia electronica de barrido: el
aumento en el cual fueron tomadas las fotografias esta indicado al pie de cada una de ellas. B) Analisis de la morfologia celular
por citometria de flujo. Los graficos muestran el tamano de las células (FSC) vs. la complejidad de las mismas (SSC). Dot plots
representativos de 3 ensayos independientes.

El andlisis de la morfologia eritrocitaria por citometria de flujo muestra una disminucion en el
tamano de los eritrocitos, principalmente en el tratamiento con ICa, y un aumento en la
complejidad de las células bajo ambos tratamientos (Fig. 10B).

Debido a las diferencias en los cambios morfoldgicos observados en los eritrocitos,
dependientes del estimulo de eriptosis, a pesar de haber sido detectado en ambos casos un
aumento del calcio intracelular, y siguiendo con la hipétesis de que los mecanismos
implicados en cada modelo experimental podrian diferir a pesar de conducir ambos a la
muerte celular prematura, se avanz6 en el andlisis estudiando el estado de 6xido-reduccién
celular, cambios a nivel de la membrana plasmatica, dependencia de la entrada de calcio en
el proceso y cambios a nivel enzimatico.

II.2. Estado celular de 6xido-reduccion

El estado redox en la célula indica el balance entre las especies oxidadas y las reducidas.
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son un conjunto de moléculas reactivas, las que
producidas en algunos procesos metabdlicos en los que participa el oxigeno, pueden estar
involucradas en distintos tipos de procesos de oxidacién y reduccion. Por consiguiente, un
aumento en la cantidad de ROS refleja un estado redox intracelular mas oxidante. El
glutation reducido (GSH) es un tripéptido que actia como una de las principales defensas
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antioxidantes presente en eritrocitos que mantiene reducidos los grupos tioles de las
proteinas celulares. Durante este proceso el compuesto se oxida (GSSG) pero en
condiciones normales vuelve a su forma reducida rapidamente gracias a la enzima glutation
reductasa. En condiciones de estrés oxidativo, este tripéptido es oxidado y, cuando el
desbalance oxidativo es importante, la enzima glutation reductasa no consigue mantener el
equilibrio en su forma reducida. Por estos motivos, la disminucién de GSH en los eritrocitos

es también una medida de estrés oxidativo.

Ya que es sabido que el peroxinitrito, formado por la reaccién de peréxido de hidrégeno y
nitrito, es un anioén de alto poder oxidante que posee varios blancos celulares, no es extrafo
encontrar un incremento significativo en la concentracién de ROS en eritrocitos incubados
con NaNO, + H,O, (Fig.11A y B). En coincidencia, la concentracién de GSH disminuyé
significativamente respecto del control (Fig. 11C). Sin embargo, no se observaron
modificaciones en los niveles de ROS (Fig. 11A y
B) y GSH (Fig. 11C) en el modelo de ingreso masivo de calcio. Este resultado sugiere que si
bien el desbalance en el estado de 6xido-reduccion conduce a un aumento de los niveles de
calcio intracelular, ambas alteraciones no estarian relacionadas directamente, debido a que
el aumento de calcio intracelular per se (ICa) no indujo cambios en los niveles de ROS y
GSH.

11.3. Modificaciones a nivel de membrana plasmatica

Debido a las diferencias en los cambios morfolégicos de los eritrocitos observadas entre
ambos tratamientos, se decidi6 investigar si estos cambios se relacionaban con

modificaciones a nivel de la membrana plasmatica.

Como era esperado, el ambiente oxidativo generado por la presencia de perdxido de
hidrégeno y nitrito de sodio incremento los niveles de peroxidacion lipidica (Fig. 12).
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Figura 11: Medicion de los niveles de ROS y GSH por citometria de flujo. GR fueron incubados durante 4 h a 37 °C en
ausencia (C) o en presencia de NaNO, 5 mM y H,O, 1mM (NaNO2+H,0;) o A23187 0,15 uM (ICa). A) ROS: Reaccién con
DCFH-DA 20 mM durante 15 min en estufa a 37 °C y 5% de presién de CO,. Los resultados muestran un aumento de ROS en
presencia de agentes oxidantes. B) Fotos de microscopia de fluorescencia luego de incubar los eritrocitos con la sonda
fluorescente DCFH-DA. C) GSH: Incubacién con Mercury Orange 100 uM por 3 min a 0 °C. Los resultados muestran
disminucién en los niveles de GSH intracelular en presencia de agentes oxidantes. Diferencias significativas respecto de C;
*P<0,05 (n=3).
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Figura 12: Oxidacién de lipidos de membrana. Luego de incubar los eritrocitos con NaNO,+H.O, o ICa por 4 h, se detectd
peroxidacion lipidica por citometria de flujo como la disminucién de intensidad de fluorescencia debido a la presencia de
radicales peroéxidos, usando 2,5 uM del sensor de lipoperoxidacién BODIPY 665/676. La intensidad de fluorescencia disminuy6

(aumento de lipoperoxidacion) en presencia de agentes oxidantes. Diferencias significativas respecto de C; *P<0,05 (n=4).

La proteina transmembrana banda 3 es un canal de intercambio aniénico de gran
importancia en el eritrocito, tanto a nivel funcional como estructural, participando de la red
proteica que le confiere a la célula la plasticidad que la caracteriza, permitiendo su
adaptacioén a los cambios de tamano de los vasos sanguineos por los cuales debe circular.
En los tratamientos con agentes oxidantes no se observaron modificaciones cuantitativas
(Fig. 13A y B) ni degradacion de esta proteina de membrana plasmatica (Fig. 13C). Sin
embargo, se detectd que esta proteina se encontraba fosforilada luego de 10 min de
tratamiento, caracteristica similar a la que presentan eritrocitos senescentes (Fig. 13C).

Respecto de los eritrocitos tratados con A23187/Ca®*, se observé una disminucién de la
union de eosin-5-maleimida a banda 3 en la membrana plasmatica (Fig. 13A). Este resultado
refleja una deficiencia de dicha proteina, la cual podria ser causada por pérdida de
membrana celular. Este hecho podria ser explicado por el proceso de formacién de
vesiculas que se genera en los eritrocitos bajo este tratamiento, ya que también observamos
una disminucion en los niveles de otras proteinas de membrana tales como: acuaporina 1y

glicoforina A (Tabla I).
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Figura 13: Alteraciones de banda 3. A) Se indujo eriptosis con NaNO, 5 mM y H,O, 1 mM (NaNO»+H,0,) o A23187 0,15 uM
(ICa) por 24 h. Luego se incubaron los eritrocitos con 0,5 mg/ml de eosin-5-maleimida (EMA) por 15 min a temperatura
ambiente y se analizaron por citometria de flujo. La fluorescencia de EMA unida a banda 3 en membrana fue significativamente
menor en eritrocitos tratados con A23187 con respecto a los controles; ICa vs. C, *P<0,05 (n=3). B) Fotos de eritrocitos
preparados para citometria. C) Después de inducir eriptosis por 24 h (estudio de degradaciéon de proteinas) o por 10 min
(deteccion de proteinas fosforiladas) banda 3, proteinas fosforiladas y [B-actina fueron detectadas por SDS-PAGE y Western

blotting. Resultado representativo de 3 ensayos independientes.
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Proteina de membrana | Control | NaNO,+H,0, ICa
Acuaporina 1 55.1+6.8 | 60.0£12.3 | 36.2+6.6 | ICa VS. C, P<0.05, n=4
Glicoforina A 780+5.8 800+4.5 620+4.8 | ICavs. C, P<0.05 n=3

Tabla I: Pérdida de proteinas de membrana durante el proceso de eriptosis. Eriptosis fue inducida mediante NaNO,+H,0»
o ICa por 24 h. Las proteinas acuaporina 1 y glicoforina A fueron detectadas por citometria de flujo utilizando anticuerpos
especificos. Los resultados se expresan como media geométrica de la fluorescencia detectada + SEM de n experiencias
indicadas en cada caso.

A diferencia del tratamiento oxidativo, en el modelo de sobrecarga de calcio no se produjo
fosforilacion de banda 3. Sin embargo, la preincubacion con o-vanadato de sodio, previa al
tratamiento con A23187, mostr6 a la banda 3 fosforilada en un nivel significativamente
superior al observado en los eritrocitos control incubados con el mismo inhibidor de
fosfatasas (Fig. 14A). Estos resultados sugieren un aumento de la actividad de fosfatasas en
dicho modelo. Para analizar esta hipétesis, se determiné la actividad de la proteina tirosina
fosfatasa 1B (PTP1B), enzima que, asociada a banda 3 en la membrana de eritrocitos
humanos, previene la fosforilacién de la misma en condiciones fisiolégicas. La actividad
especifica de PTP1B fue significativamente mayor en inmunoprecipitados provenientes de
eritrocitos tratados con A23187 con respecto al control y a aquéllos sometidos al tratamiento
oxidativo (Fig. 14B). Mas aun, este incremento de actividad no fue observado en eritrocitos
incubados en presencia de calpeptina, un inhibidor de la cisteina proteasa calpaina,
sugiriendo que esta Ultima podria estar involucrada en las vias de sefalizacion
desencadenadas por acumulacion de calcio intracelular en la célula. De hecho, la
degradacion de banda 3, demostrada por el incremento de una banda de menor peso
molecular (alrededor de 60 kDa), observado por Western blotting (Fig. 13B), apoya la idea
de que la activacion de calpaina, la cual tiene a banda 3 entre sus sustratos, podria
participar en el modelo de sobrecarga celular de calcio.
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Figura 14: Rol de PTP1B. A) Después de preincubar a las células 2 h con o-vanadato de sodio 0,15 mM, se indujo eriptosis
con A23187 0,15 pM por 10 min. Las proteinas de membrana, fosforiladas en tirosina, fueron detectadas por SDS-PAGE y
Western blotting. Los resultados muestran la presencia de banda 3 fosforilada en presencia de ICa sélo cuando los eritrocitos
fueron preincubados con el inhibidor de fosfatasas. La figura A es representativa de 3 ensayos independientes con resultados
similares. B) Después de preincubar lor eritrocitos con el inhibidor de calpaina calpeptina | 10 uM (Cl) se indujo eriptosis por
10 min con ICa y alicuotas de membranas celulares fueron inmunoprecipitadas con anticuerpo monoclonal anti PTP1B. La
actividad de fosfatasas fue determinada mediante la hidrélisis de p-NPP y expresada como densidad éptica del producto a 415
nm. Los resultados muestran un aumento de la actividad de PTP1B inducida por la entrada masiva de calcio (*P<0,05 con
respecto a C, n=3). Esa diferencia es impedida en presencia del inhibidor de calpaina (Cl).

En ensayos de inmunodeteccién con anticuerpo anti hemoglobina se observé una fuerte
unién de la misma a proteinas de membrana plasmatica en eritrocitos incubados con
agentes oxidantes. Este patrdn fue similar al observado por Western blotting de membranas
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aisladas de eritrocitos reveladas con anticuerpo anti tirosina nitrosilada, sugiriendo que la
hemoglobina podria ser la proteina nitrosilada mas abundante en la membrana luego del
tratamiento oxidativo (Fig. 15).

NaNO,
H,0,
ICa

128 kDa -

72 kDa -

55 kDa -

28 kDa A

WB: anti Hb WB: anti N tyr

Figura 15: Union de hemoglobina a membrana plasmatica y nitrosilacion de proteinas. Eritrocitos fueron incubados con
NaNO, 5 mM + H,O, 1 mM (NaNO.+H,0,) o A23187 0,15 pM (ICa) por 24 h. La interaccién entre hemoglobina y proteinas de
membrana fue detectada por immunoblotting en membranas extraidas de eritrocitos luego de la induccion a eriptosis. Se
muestra una comparacion entre los resultados obtenidos en membranas reveladas con anticuerpos anti hemoglobina y anti

nitrotirosina. Figura representativa de 3 ensayos independientes.

4. ROL DEL CALCIO INTRACELULAR EN LA EXTERNALIZACION DE
FOSFATIDILSERINA

Como ya fuera reportado en la seccion Il.1, los eritrocitos sufrieron traslocacion de PS y un
incremento de calcio intracelular bajo ambos estimulos eriptéticos, por lo cual se decidié
analizar si existia una relacion directa entre el aumento del catién dentro de la célula y la
externalizacién del fosfolipido en ambos modelos. Se disefiaron ensayos en los cuales los
eritrocitos fueron incubados en solucién libre de calcio. Para ello, se utilizdé buffer HEPES sin
CaCl, y con el agregado del quelante de calcio EGTA 2 mM. Como se esperaba, la
traslocacion de PS fue completamente bloqueada cuando el tratamiento con A23187 fue
llevado a cabo en un medio libre de calcio extracelular. Por otro lado, en ensayos con nitrito
de sodio y peroxido de hidrégeno realizados en ausencia de calcio también disminuyd,
aunque sblo parcialmente, el porcentaje de células anexina V-FITC positivas, sugiriendo que
este tratamiento involucra también mecanismos independientes del calcio en el proceso de

induccién de eriptosis (Fig. 16).
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Figura 16: Rol del calcio en la traslocacion de PS. Los eritrocitos fueron incubados con NaNO,+H,O; o ICa por 24 h. En
varios ensayos, ambos tratamientos fueron desarrollados en buffer HEPES libre de calcio. La traslocacion de PS fue detectada
mediante la unién del fosfolipido a anexina V-FITC utilizando la técnica de citometria de flujo. Diferencias significativas fueron
observadas entre ensayos llevados a cabo en medio con o sin calcio (NaNOz+H,05 vs. NaNO,+H,0,/Ca’* e ICa vs. ICa/Ca®*; **
P < 0.01 (n=3).

II.5. ROL DE KINASAS Y FOSFATASAS

El grado de fosforilacion de proteinas en sus residuos tirosina esta regulado mediante el
balance entre la actividad de enzimas tirosina kinasas (PTKs) y la actividad opuesta de
tirosina fosfatasas (PTPs). Dado que una de las caracteristicas que diferenciaron a los dos
modelos de eriptosis estudiados fue la fosrforilacion en tirosina de proteinas de membrana,
se estudié a continuacién el rol de kinasas y fosfatasas en estos dos modelos.

Con respecto a la actividad de residuos fosfotirosina, existe evidencia acerca de la
regulacion de senalizacién de fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K) por estrés oxidativo e
incremento de calcio intracelular. La traslocacién de PS inducida por agentes oxidantes fue
completamente anulada cuando las células fueron preincubadas con Ly294002, inhibidor de
PIBK. Sin embargo, la externalizacién del fosfolipido fue parcialmente impedida por
inhibicién de PI3K en células tratadas con A23187/Ca?* (Fig. 17), sugiriendo que bajo la
condicion de sobrecarga de calcio, existen vias de sefalizaciéon independientes de PI3K que
participan en la traslocacion de PS.
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La externalizacién de PS observada en presencia de ambos estimulos de eriptosis fue aun
mayor en presencia de inhibidores de fosfatasas. Entre las fosfatasas, el rol de PTP1B fue
confirmado mediante su inhibicién especifica con CinnGel 2Me (Fig. 17).

Traslocacion de PS

100+ -

80+

60+ T

403 1

. K

NaNO,+H,0, = & . + + b i + - - - -
ICa - - - = @ = - e
Vanadato - + - 2 + “ = =

Ly 294002 - - + - - + - - o - .
Cinngel 2Me - - - - - - 4 . - - +

_|§

Células anexina V-positivas (%)
»
wn

+ +

Figura 17: Rol de kinasas y fosfatasas en eriptosis inducida por agentes oxidantes y entrada masiva de calcio.
Previo a la induccion de eriptosis con NaNO,+H»0., o ICa por 4 h, los eritrocitos fueron preincubados con Ly294002 50 pM
(inhibidor de PI3K), o-vanadato de sodio 0,15 mM (inhibidor inespecifico de fosfatasas) o CinnGel 2Me 10 uM (inhibidor
especifico de la fosfatasa PTP1B) por 2 h. La traslocacién de PS fue determinada mediante la unién de anexina V-FITC a la
superficie externa de la membrana celular utilizando la técnica de citometria de flujo. Un aumento (*P<0,05, **P<0,01, n=3) y
una disminucion (*P<0,05, *P<0,01, n=3) estadisticamente significativos fueron detectados en la externalizacién de PS por
inhibicién de fosfatasas o de PI3K, respectivamente, con respecto a los ensayos sin inhibidores. La inhibicién especifica de la
fosfatasa PTP1B también mostr6 un incremento significativo de la traslocacién de PS (CinnGel/NaNO, + H.O, vs. NaNO, +
H.O. y CinnGel/ICa vs. ICa, 5P<0,05, n=3).

I.L6. RECONOCIMIENTO POR EL SISTEMA RETICULOENDOTELIAL

Con el fin de determinar si los cambios celulares sufridos durante el proceso de eriptosis son
suficientes para inducir el reconocimiento por los macréfagos y de esa manera ser
fagocitados antes de su hemdlisis, se realizaron ensayos de eritrofagocitosis. Para ello, se
utilizaron células de la linea promonocitica humana THP-1 diferenciadas a macréfagos con
PMA. Estas células fueron cocultivadas con eritrocitos humanos (previamente marcados con
sonda fluorescente) control o tratados con los dos inductores de eriptosis estudiados (Fig.
18). El analisis por citometria de flujo refleja un aumento significativo de fagocitosis de los
eritrocitos inducidos a eriptosis por ambos estimulos.
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Figura 18: Determinacion de eritrofagocitosis. GR marcados con la sonda fluorescente CFSE 0,5 uM por 15 min a 37 °C e
inducidos a eriptosis con NaNO,+H,0, o ICa por 24 h fueron cocultivados durante 4 h con células THP-1 diferenciadas a
macroéfagos con PMA 100 nM . A) Alicuotas de las células despegadas luego de la coincubacién y preparadas para el andlisis
por citometria de flujo fueron observadas por microscopia de fluorescencia. Se muestran fotos representativas de cada
tratamiento en las que se pueden observar los eritrocitos fagocitados dentro de las células THP-1 diferenciadas. Se observa el
mismo campo tanto por microscopia 6ptica como por microscopia de fluorescencia debido a que los eritrocitos fueron tefiidos
con CFSE previo al ensayo, asi como también la superposicion de ambas fotos. B) Los niveles de eritrofagocitosis fueron
determinados por citometria de flujo y se expresan como porcentaje de células fluorescentes respecto de las células

diferenciadas que no fueron cocultivadas con eritrocitos. Diferencias significativas respecto de células diferenciadas +

eritrocitos C; *P<0,05 (n=3).

Para corroborar el incremento de fagocitosis observado por citometria de flujo se realizaron
ensayos de eritrofagocitosis utilizando la técnica tradicional de microscopia éptica, donde
pueden observarse las células THP-1 diferenciadas adheridas a la superficie, con los

eritrocitos fagocitados en su interior (Fig. 19).
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THP-1 diferenciadas + GR control

THP-1 diferenciadas + GR H,0,+NaNO,
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Figura 19: Eritrofagocitosis observada por microscopia optica. GR inducidos a eriptosis con NaNO,+H»0, o ICa por 24 h
fueron cocultivados durante 4 h con células THP-1 diferenciadas a macréfagos. Las células fueron fijadas y coloreadas con
tinciéon de Giemsa para su posterior observacién por microscopia. Se muestran fotos representativas de cada preparado.
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DISCUSION

En el presente capitulo, se estudiaron los mecanismos involucrados en el modelo de
eriptosis inducida por agentes oxidantes de forma comparativa con la generada por la
entrada masiva de calcio a la célula, con el objetivo de contribuir a la elucidacién de la
fisiopatologia de la muerte prematura de eritrocitos. En concordancia con trabajos
publicados (Pietraforte et al, 2007; Bevers y Williamson, 2010), la incubacién de eritrocitos
humanos en un medio prooxidante o en presencia del ionéforo de calcio A23187 (ICa) caus6
la externalizacion de PS, caracteristica tipica de una célula en apoptosis. El catién Ca**
posee un rol importante en la regulacién de la traslocacién lipidica. En este contexto, se
encontré un aumento del calcio intracelular en ambos modelos de eriptosis. Cabe destacar
que el mayor incremento fue detectado en presencia de ICa (siete veces mas que en el
control) (Fig. 9). Ha sido reportado que la presencia del ionéforo A23187 no podria inducir la
muerte de los eritrocitos en ausencia de calcio extracelular, demostrando que la eriptosis es
un proceso activo que requiere la entrada del cation a las células (Bratosin et al, 2001). De
acuerdo con esta afirmacion, nuestros experimentos con ICa en ausencia de Ca*
extracelular (Fig. 14), mostraron una prevencion completa de la externalizacion de PS. Sin
embargo, en el modelo de eriptosis inducida por agentes oxidantes se observé una
prevencion parcial de la traslocacion del fosfolipido cuando los experimentos fueron
desarrollados en medio libre de calcio. A raiz de ello, se hipotetiz6 la existencia de
mecanismos adicionales independientes de calcio que pueden llevar a la externalizacion de
PS. En concordancia con esta hipétesis, Lang y colaboradores (2006) también propusieron
la existencia de vias de senalizaciéon adicionales cuando encontraron que el porcentaje de
muerte prematura de eritrocitos inducida por shock osmotico fue disminuido pero no
blogueado completamente en ausencia de calcio extracelular.

Esta hipétesis nos llevo a investigar otros factores que podrian estar involucrados en los
mecanismos de eriptosis inducida por agentes oxidantes. La incubacién de los eritrocitos
con nitritos y peroxido de hidrégeno indujo un incremento significativo de la produccion de
ROS, acompanada paralelamente por una disminucion de GSH, mientras que los eritrocitos
tratados con A23187/Ca*" no sufrieron modificaciones del balance 6xido-reduccion (Fig. 11).
Este resultado confirmd que el balance redox celular no depende del contenido de calcio
intracelular.

Ha sido sugerido que la acumulacion de calcio en el citoplasma produce cambios de
volumen y morfologia, aumenta la rigidez celular y los niveles de hemdlisis (Palek et al,
1974; Kirkpatrick et al, 1975). Por otro lado, los eritrocitos que exponen PS en su superficie
se adhieren unos a otros e interactian con células endoteliales (Daleke, 2008). Por estos
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motivos, la regulacién y control de la distribucion asimétrica de fosfolipidos en la membrana
plasmatica es esencial para el mantenimiento de la estabilidad mecanica del eritrocito y un
adecuado funcionamiento celular (Manno et al, 2002). Nuestro analisis de la morfologia de
eritrocitos incubados con iono6foro de calcio muestra que pierden su forma discoide para
convertirse en equinocitos con microvesiculas de membrana plasmatica. Una de las
caracteristicas observadas en este modelo fue también disminucién de la cantidad de la
proteina de membrana banda 3 (Fig. 13). Este resultado podria ser explicado no sélo por la
degradacion de dicha proteina detectada por el aumento de fragmentos de menor peso
molecular por Western blotting (Fig. 13B), sino también por pérdida de membrana
plasmatica durante el proceso de microvesiculacién. La concomitante disminucion de otras
proteinas de membrana, como acuaporina 1 y glicoforina A, estaria directamente
relacionada con la formacién de dichas microvesiculas, detectadas previamente por
microscopia electréonica (Fig. 10). Otros autores concluyen que la vesiculacion constituye un
mecanismo de remocidn de parches de la membrana en donde se encontrarian los cambios
moleculares que llevarian al reconocimiento y fagocitosis de la célula, retardando la
eliminacién de los eritrocitos. Nuestros resultados concuerdan con los reportados por
Hagelberg y Allan (1990) quienes demostraron la importancia del incremento del contenido
intracelular de calcio para la formacién de microvesiculas, detectando ademas, la presencia
de banda 3 y glicoforina A como componentes de las mismas.

En cambio, la principal morfologia anémala observada luego de la exposicién de los
glébulos rojos a un medio prooxidante fue el estomatocito (Fig. 10). Segun Richards y
colaboradores (2007), existe una alta probabilidad de que el incremento de la actividad
antioxidante en el eritrocito se encuentre asociada con el cambio morfoldégico a
estomatocito. Estos autores han expuesto evidencias acerca del rol de los radicales libres en
la patogénesis del sindrome de fatiga crénica y también de la relacion entre el metabolismo
del eritrocito y su morfologia.

La estructura y la interaccion molecular de proteinas dentro del complejo proteico que forma
el citoesqueleto explican las transformaciones fisiologicas particulares que experimentan
estas células, por lo que el dafo a dichas proteinas ha sido asociado con la presencia de
morfologias anémalas y la pérdida de su plasticidad.

En este capitulo se puede observar la presencia de dos morfologias determinadas:
equinocitos asociados a la sobrecarga de calcio y estomatocitos inducidos por accion de
agentes oxidantes. Teniendo en cuenta las diferencias marcadas de las alteraciones
morfolégicas en cada caso, se decidio investigar posibles modificaciones en la membrana

plasmatica que estarian involucradas en cada modelo.
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En eriptosis inducida por agentes oxidantes, los lipidos de membrana fueron susceptibles a
peroxidacion como producto del ataque de radicales libres (Fig. 12). En concordancia con
nuestros resultados, se han reportado ensayos in vitro e in vivo en los cuales alteraciones
metabdlicas eritrocitarias asociadas a un ambiente prooxidante indujeron lipoperoxidacion
(Quintanar-Escorza et al, 2010; Calderén-Salinas et al, 2011).

Es sabido que el dominio citoplasmatico de banda 3 sirve como centro organizador de las
interacciones proteicas en membrana y es también el mayor sustrato, tanto de fosfotirosina
kinasas como de fosfotirosina fosfatasas (Mallozi et al, 2001). En este contexto, la
fosforilacion de tirosinas de banda 3 solo fue observada en el modelo de eriptosis inducida
por agentes oxidantes (Fig. 13). Por otro lado, también se detecté la presencia de la proteina
citoplasmatica hemoglobina en preparados de membrana plasmatica. La hemoglobina es un
potente scavenger de éxido nitrico debido a su rapida reaccién con este compuesto (Chen et
al, 2008). Esta propiedad explica el hallazgo de un producto estable de reaccién que es la
nitrosil-hemoglobina en la membrana de eritrocitos expuestos a agentes oxidantes, (Fig. 15).
Ha sido reportado que la nitrosilacion en residuos tirosina de proteinas ocurre a través de la
accién de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno como peroxinitrito. La nitrosilacién de
péptidos, que es capaz de activar a una src tirosina kinasa eritrocitaria denominada Lyn,
sugiere un mecanismo de sefalizacion mediado por peroxinitrito, el cual podria estar
relacionado con la regulacion positiva de la fosforilacién en tirosina (Mallozi et al, 2001).

En cuanto a la participaciéon de fosfatasas en los mecanismos involucrados en el proceso de
eriptosis, se estudidé la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B), la cual ese encuentra
asociada a banda 3 en membrana. Esta enzima esta normalmente activada y previene la
acumulacion de banda 3 fosforilada para que los eritrocitos sanos en circulacion no sean
fagocitados. El tratamiento con A23187 indujo un incremento significativo de la actividad de
PTP1B (Fig. 14), explicando la ausencia de fosforilacién de banda 3 en este modelo. Es
sabido que uno de los mecanismos de activacién de esta fosfatasa es a través de la accion
de la enzima calpaina, quien cliva a PTP1B (Frangioni et al, 1993). El bloqueo del
incremento de actividad de esta fosfatasa en presencia del inhibidor especifico de calpaina,
calpepetina |, sugiere la participacion de esta proteasa dependiente de calcio dentro de los
mecanismos involucrados en la eriptosis inducida por A23187. Por el contrario, la actividad
de PTP1B no aumenté por acciéon de agentes oxidantes. En este caso, el efecto de la
activacion de calpaina mediada por el incremento de calcio intracelular, podria haber sido
contrarestado por la inactivacién de la fosfatasa generada por el ambiente prooxidante
(Ciara et al, 2004; Metere et al, 2009).

Estos resultados son consistentes con la idea de que, en ambos modelos de eriptosis,
ocurre un desbalance en la fosforilacién-desfosforilacién de proteinas. En los dos modelos la
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activacién de una enzima traslocasa via fosforilacibn pareceria ser necesaria para la
externalizaciéon de PS. Sin embargo, cada modelo de eriptosis fue asociado a diferentes
alteraciones homeostaticas entre fosfokinasas y fosfatasas. La activacién de kinasas parecio
ser una caracteristica importante en el desarrollo de eriptosis inducida por estrés oxidativo,
mientras que la activacién de fosfatasas tendria un rol mas relevante en el modelo de

entrada masiva de calcio.
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CAPITULO Il

EFECTO DE LA ERITROPOYETINA SOBRE CELULAS EN ETAPA DE
DIFERENCIACION ERITROIDE Y ERITROCITOS MADUROS

.. ACCION DE LA ERITROPOYETINA SOBRE CELULAS K562
HEMOGLOBINIZADAS CULTIVADAS EN UN MEDIO PROINFLAMATORIO

La eritropoyetina (Epo) representa la principal citoquina involucrada en el control de la
eritropoyesis. Su efecto positivo en la supervivencia de progenitores eritroides es

también una de las funciones fisioldgicas comprobadas de la hormona.

Recientemente, la notable actividad de proteccién tisular de Epo en modelos de
isquemia neuronal, renal y cardiaca ha sido revisada e informada en varias
publicaciones (Grasso et al, 2004; Jelkmann, 2004; Rossert y Eckardt, 2005). La alta
eficacia de la Epo observada en esos modelos depende de la activacion de mdltiples
caminos de protecciébn que incluyen inhibicibn de apoptosis, restauracion de la
autorregulacion vascular, atenuacion de respuestas inflamatorias e incremento de

funciones reconstituyentes (Grasso et al, 2004).

Como se demostré en el capitulo I, células K562 inducidas a diferenciacion eritroide son
sensibles a la accion proapoptética de citoquinas proinflamatorias, evidenciando un
aumento de ndcleos apoptéticos, actividad de caspasa 3 y clivaje de la proteina PARP
acompanados de una disminucion de la proteina antiapoptotica c-FLIP.

Se sabe que las células de la linea K562 expresan receptor para eritropoyetina (EpoR)
(Vittori et al, 2005), entonces, se evalud si la Epo tiene un efecto protector frente a la
accién proapoptoética de las citoquinas proinflamatorias en el modelo de células K562 en
etapa de diferenciacion. Para ello, las células eritroides las células fueron incubadas en
presencia de Epo, a continuacidén se agregé hemina para inducir la diferenciacién celular
y 1 h después se adicion6 TNF-a al medio, desarrollando los cultivos durante 48 h. Una
vez finalizado el tiempo de incubacion, se llevaron a cabo ensayos para evaluar el

desarrollo de apoptosis.
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lll.1.a. Determinacion de células apoptoticas

Se evaluaron los cambios de morfologia nuclear utilizando el colorante Hoechst y se

visualizaron los nucleos apoptéticos por microscopia de fluorescencia (Fig. 20).
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Figura 20: Analisis de morfologia nuclear. Células K562 fueron incubadas sin tratamiento (C) o con el agregado de
TNF-o. 30 ng/ml (T) por 48 h. Otro set de células, inducido a diferenciacién eritroide con hemina 30 puM, fue cultivado en
presencia (HT) o en ausencia (H) de 30 ng/ml de TNF-a por 48 h. Un grupo de células fue incubado 18 h con Epo 20 U/ml
previo al agregado de H y TNF-a al medio (EHT). Se evalué la apoptosis por microscopia de fluorescencia (Hoechst). Los
cultivos EHT mostraron una disminucion significativa (*P<0,01; n=3) de los niveles de apoptosis respecto de los incubados

en iguales condiciones pero en ausencia de Epo (HT).

La Epo previno la induccion de apoptosis por TNF-a en las células en proceso de
diferenciacion eritroide (EHT vs. HT).

Ill.1.b. Determinacion de la actividad de caspasa 3

La actividad de caspasa 3 fue determinada cada hora durante 7 horas a partir del
momento en que comenzd la incubaciéon con el sustrato. Las condiciones de cultivo
fueron las mismas que para el ensayo de morfologia nuclear presentado en el Capitulo
[ (1.a).
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La Figura 21 muestra que, al igual que en el ensayo de Hoechst, la incubacién con Epo
previno la activacién de caspasa 3 producida por la citoquina proinflamatoria sobre las
células en proceso de diferenciacion.

Caspasa 3

5_ *

—
N I

Actividad de caspasa 3
Incremento respecto del control
(unidades arbitrarias)

i

L Fij
m_u_u_—_____
C T H HT EHT

Figura 21: Actividad de caspasa 3. Células K562 fueron incubadas sin tratamiento (C) o con el agregado de TNF-a 30
ng/ml (T) por 48 h. Otro set de células fue inducido a diferenciacién eritroide con hemina 30 uM en ausencia (H) o en
presencia de TNF-o 30 ng/ml (HT) por 48 h. Un grupo de células fue incubado 18 h con Epo 10 U/ml previo al agregado
de hemina y TNF-a (EHT). Las barras muestran diferencias de actividad detectadas a las 6 h de incubacion con el
sustrato. Las células diferenciadas en presencia de Epo y T (EHT), mostraron una disminucién significativa (*P<0,05;
n=3) de la actividad de caspasa 3 respecto de las células incubadas en iguales condiciones pero en ausencia de Epo
(HT).

En conjunto, los resultados obtenidos en ensayos en los que se realiz6 el pretratamiento
con Epo sugieren que el factor de crecimiento tendria un efecto protector sobre las
células K562 contrarrestando la sensibilizacion a las citoquinas proinflamatorias
observada durante el proceso de diferenciacién.

lll.1.c. Sintesis y expresion de c-FLIP, en presencia de eritropoyetina

En el Capitulo | se mostr6 que los niveles de la proteina antiapoptética c-FLIP.
disminuyeron durante el proceso de diferenciacion eritroide, por lo que se formulé la
hipétesis de que esta modificacién podria estar relacionada con el aumento de la
sensibilidad a citoquinas proinflamatorias de las células diferenciadas. A raiz de estos
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resultados, y observando que la Epo tiene una accion protectora frente a la apoptosis
generada por TNF-a, se decidi6 estudiar los niveles de sintesis y expresién de c-FLIP,
en células incubadas con Epo durante el proceso de diferenciacion eritroide. Los
ensayos de Real Time PCRy citometria de flujo indican que la presencia de Epo en los
cultivos permite mantener dentro de los niveles del control la expresién de la proteina
antiapoptética, previniendo el efecto negativo de la hemina sobre células en etapa de
diferenciacion eritroide (Fig. 22).
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Figura 22: Niveles de ARNm y expresion de la proteina c-FLIP en presencia de eritropoyetina. Las células K562
fueron preincubadas con Epo 10 U/ml durante 18 h antes de la exposicion a hemina (H) 30 uM y TNF-a. 30 ng/ml por 48
h. A) Los niveles de ARNm de c-FLIP, fueron cuantificados por Real Time PCR. Los resultados se expresan como
unidades arbitrarias respecto del control. B) La expresién de c-FLIP a nivel de proteina fue determinada por citometria
de flujo empleando anticuerpo primario especifico y anticuerpo secundario conjugado con rodamina. Los gréficos son
representativos de 3 ensayos independientes. La disminucién de los niveles de c-FLIP inducida por H fue prevenida en
presencia de Epo a nivel de ARNm (E-H vs. H, *P<0.05; n=3) y de la expresién de proteina.



CAP TULO I RESULTADOS Y DISCUSI N

ll.2. ACCION DIRECTA DE ERITROPOYETINA SOBRE ERITROCITOS MADUROS
INDUCIDOS A ERIPTOSIS

La funcién conocida de la Epo esta relacionada con la estimulacion de la eritropoyesis a
nivel de células eritroides inmaduras. En la actualidad, como se ha demostrado en la
seccion lll.1. y ha sido reportado en trabajos de otros autores y de nuestro laboratorio,
esta hormona tiene un efecto antiapoptético sobre progenitores eritroides (Vittori et al,
2010) vy diferentes tejidos no hematopoyéticos como el neuronal (Pregi et al, 2006;
Pregi et al, 2009, Wenker et al, 2010).

Escasa informacién existe acerca de una posible accién directa de la Epo sobre
glébulos rojos, aunque ha sido sugerido que podria estar asociada a la supervivencia de
eritrocitos maduros en ciertas condiciones (Myssina et al, 2003). Por ello, se investigo si
glébulos rojos preincubados con Epo podrian ser mas resistentes a la accion de

diferentes estimulos proeriptoticos.

Ill.2.a. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Debido a que se ha reportado un efecto antioxidante de la Epo sobre tejidos no
hematopoyéticos, como el nervioso y cardiaco (Cal6 et al, 2006; Katavetin et al, 2007),
en primer lugar se evalu6 qué ocurria a nivel oxidativo en presencia de la hormona,.
Para ello, los eritrocitos fueron preincubados con Epo durante 2 h antes de la induccion
de eriptosis con peroxido de hidrogeno y nitrito de sodio por 4 h. Se observo que a
mayor concentracién de hormona menor era la produccién de ROS, siendo suficiente 5
U/ml de Epo para alcanzar los valores del control. Cuando las células fueron
preincubadas en presencia del antioxidante N-acetilcisteina (NAC), se obtuvieron
resultados similares a los observados con Epo (Fig. 23).
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Figura 23: Efecto de la eritropoyetina sobre la produccion de ROS inducida en eritrocitos por agentes oxidantes.
Eritrocitos fueron incubados con 5, 20 6 40 U/ml de Epo o 10 mM de NAC por 2 h, previamente al tratamiento con NaNO,
5mM + H.O, 1 mM, por 4 h. Luego de incubar con la sonda DFCH-DA, los niveles de ROS fueron analizados por
citometria de flujo. Tanto Epo como el antioxidante NAC previnieron la produccién de ROS en forma significativa
(*P<0.05 con respecto a NaNO,+H,0,, n=5).

1ll.2.b. Peroxidacion lipidica

El andlisis de lipoperoxidacién fue realizado para evaluar si el efecto antioxidante de la
Epo podia prevenir el dafo oxidativo sobre la membrana plasméatica. Se observo que si
bien la hormona era capaz de reducir los niveles de lipoperoxidacién producidos por los
agentes oxidantes, se necesitaba una concentracion de 20 U/ml para detectar
diferencias significativas (Fig. 24).
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Figura 24: Efecto de la eritropoyetina sobre la peroxidacion lipidica en eritrocitos inducidos a eriptosis por
agentes oxidantes. Eritrocitos fueron incubados con 5, 20 é 40 U/ml de Epo por 2 h previamente al tratamiento con
NaNO, 5mM + H.O, 1 mM por 4 h. Luego fueron incubados con el sensor de lipoperoxidacion BODIPY665/676 y
analizados por citometria de flujo. La disminucién de la intensidad de fluorescencia indica aumento de lipoperoxidacion.
Epo disminuyé significativamente los niveles de peroxidacion lipidica (Epo 20 6 40 U/mI/NaNO, + H,O, vs. NaNO, + H,O,,
*P<0.05, n=5).

lll.2.c. Traslocacion de fosfatidilserina

Respecto de la traslocacién de fosfatidilserina en la membrana plasmatica, la presencia
de Epo disminuyé significativamente la externalizacion del fosfolipido estimulada por
estrés oxidativo, aunque no se alcanzaron los niveles del control. En el caso del modelo
de entrada masiva de calcio, Epo no fue capaz de modificar la traslocacion de PS (Fig.
25).

Como se mencion6 en la seccién lll.2.a., el efecto de la Epo fue comparado con la
accion de un antioxidante conocido como es NAC. A diferencia de Epo, NAC fue capaz
de prevenir completamente no sélo la produccion de ROS (Fig. 23) sino también la
traslocacion de PS (Fig. 25).
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Figura 25: Efecto de la eritropoyetina sobre la traslocacion de fosfatidilserina en eritrocitos inducidos a eriptosis.
Eritrocitos fueron incubados con Epo 20 U/ml o NAC 10 mM por 2 h previamente al tratamiento con NaNO,+H»0O, o ICa
por 24 h. Luego de ser marcados con Anexina V-FITC, fueron analizados por citometria de flujo. La presencia de Epo
produjo una disminucion significativa de los niveles de traslocacion de PS inducida por agentes oxidantes (Epo-
NaNO2+H,0; vs. NaNO,»+H20,, *P<0.05, n=5) mientras que no tuvo efecto sobre los eritrocitos tratados con ICa (Epo-ICa

vs. ICa, NS; n=5). En los ensayos con NAC se observé completa prevencion de la externalizacion de PS (*P<0,05, n=5).

Este resultado sugiere la implicancia de un mecanismo diferente de la accion de Epo en

comparacion con un antioxidante tradicional.

lll.2.d. Calcio intracelular

Teniendo en cuenta que Epo induce un incremento de calcio intracelular en progenitores
eritroides humanos (Mladenovic y Kay, 1988; Imagawa et al, 1989), y que en eritrocitos
maduros la traslocacion de PS resulté dependiente de Ca®*" (Fig. 16), se decidié
investigar si la Epo afectaba la entrada de calcio en los glébulos rojos. Como se puede
ver en la Figura 26, Epo per se induce un aumento significativo del influjo de calcio. Mas
aun, el contenido de calcio intracelular también fue incrementado por pretratamiento con
Epo en el modelo de eriptosis inducido por agentes oxidantes. Este efecto no pudo ser
apreciado en el modelo de A23187/Ca®*, probablemente por el elevado nivel de calcio
intracelular generado por el agente eriptotico utilizado en este ultimo modelo.
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Figura 26: Efecto de la eritropoyetina sobre los niveles de calcio intracelular en eritrocitos inducidos a eriptosis.
Eritrocitos fueron incubados con Epo 10 U/ml por 2 h previamente al tratamiento con NaNO, 5 mM + H,O, 1 mM o ICa
0,15 pM por 24 h. A continuacién se incubaron los eritrocitos con la sonda fluorescente FLUO 4-AM y los niveles de
calcio intracelular fueron evaluados por citometria de flujo. Los niveles de calcio intracelular aumentaron
significativamente en presencia de Epo tanto en los controles como en el modelo de eriptosis inducida por agentes
oxidantes (*P<0.05, n =3).

Como fue demostrado en el capitulo Il, el tratamiento con NaNO,+H.O, induce eriptosis
a través de mecanismos desencadenados por estrés oxidativo, los que involucran la
sefnalizacién mediada por calcio en las células, ademas de activar vias independientes
de este catién que también llevan a la traslocacién de PS. Para determinar si el aumento
de calcio intracelular inducido por Epo podia ser la razén por la cual su efecto
antioxidante no fuera suficiente para bloquear completamente la traslocacién de PS en
eritrocitos tratados con agentes oxidantes, fueron realizadas incubaciones en medio
libre de calcio y luego se midi6 la union de anexina V a PS en la superficie celular por
citometria de flujo (Fig. 27).
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Figura 27: Efecto de la presencia de eritropoyetina sobre la traslocacion de PS de eritrocitos inducidos a
eriptosis en medio libre de calcio. Eritrocitos fueron incubados con Epo 20 U/ml por 2 h previo al tratamiento con
NaNO, 5 mM + H.O, 1 mM o ICa 0,15 pM por 24 h en buffer HEPES libre de calcio. La traslocacién de PS fue
determinada por citometria de flujo. La presencia de Epo impidi6 por completo la traslocacién de PS inducida por agentes
oxidantes (Epo-NaNO,+H>0, vs. NaNO,+H,0,, *P<0.05; Epo-NaNO,+H,0; vs. C, NS; n=5).

Resultd interesante que, bajo las condiciones empleadas en estos ensayos, la
externalizacién de PS fue completamente prevenida por Epo, apoyando, asi, la hipdtesis
de que el efecto antioxidante de la hormona no fue suficiente para bloquear la
traslocacion del fosfolipido inducida por agentes oxidantes (Fig. 25) debido a su efect6

sobre la entrada de calcio a la célula.

lll.2.e. Expresion del receptor de eritropoyetina en eritrocitos maduros

Existe controversia acerca de si los eritrocitos presentan o no el receptor de
eritropoyetina (EpoR) en su membrana plasmatica. Uno de los mecanismos reportados
sobre una accion directa de la Epo sobre eritrocitos maduros involucra la via del
receptor de la hormona (Myssina et al, 2003), por lo que se decidi6 analizar por

citometria de flujo su presencia/ausencia (Fig. 28).
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Figura 28: Expresion de EpoR en eritrocitos maduros. Eritrocitos humanos lavados fueron incubados con anticuerpo
anti receptor de Epo humano y su correspondiente anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 488. Se analizaron

las células por citometria de flujo. La figura es representativa de 3 ensayos independientes, con resultados similares.

En concordancia con Myssina et al. (2003), detectamos por citometria de flujo Ila
expresion del receptor de Epo en los eritrocitos maduros.

l1.3. ACCION DE ERITROPOYETINA SOBRE LA FAGOCITOSIS DE ERITROCITOS
INDUCIDOS A ERIPTOSIS

Debido a que resultados previos demuestran que el pretratamiento con Epo disminuye
considerablemente los niveles de exposicién de PS, y suprime por completo la produccion
de ROS, se evaluo si este efecto protector de la hormona era suficiente para disminuir los
niveles de eritrofagocitosis observados en presencia de eritrocitos tratados con agentes

oxidantes.

Se encontrd una disminucion signficativa en el porcentaje de eritrofagocitosis de eritrocitos
pretratados con Epo e inducidos a eriptosis con agentes oxidantes respecto de la
eritrofagocitosis de aquellas células no preincubadas con la hormona. Resultados similares
fueron observados cuando la preincubacion de los globulos rojos se realizd con el
compuesto antioxidante NAC.
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Figura 29: Eritrofagocitosis de células inducidas a eriptosis con agentes oxidantes post tratamiento con
eritropoyetina. Eritrocitos marcados con CFSE fueron preincubados por 2 h con Epo 10 U/ml o NAC 10 mM, e
inducidos a eriptosis con NaNO, + H,O, o ICa por 24 h. A continuacién fueron co-cultivados durante 4 h con células THP-
1 diferenciadas a macréfagos. Los niveles de eritrofagocitosis fueron determinados por citometria de flujo como el

porcentaje de células fluorescentes respecto de las células diferenciadas que no fueron co-cultivadas con eritrocitos.
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DISCUSION

La Epo, es el principal factor de regulacion de la produccién de células rojas de la
sangre. Tiene tres efectos sobre sus células blanco. Promueve proliferacién vy
diferenciacién de progenitores eritroides (Krantz, 1991), mientras previene la muerte
celular programada (Koury y Bondurant, 1990).

En el presente trabajo se observé que la incubacién con Epo, previo al agregado de
hemina y citoquinas, protegié a las células K562 en etapa de diferenciacion eritroide
frente a la acciéon de las citoquinas proinflamatorias (Fig. 20 y 21). Como se discuti6 en
el capitulo |, los niveles de ARNm de c-FLIP junto durante el proceso de diferenciacion
eritroide, parecerian ser criticos en cuanto a la proteccién celular frente a apoptosis y el
incremento de la sensibilidad de las células a la muerte celular mediada por la accién de
TNF-a e IL-1B. La Epo prevendr a los cambios en las v as de se alizaci n producidos
durante el proceso de diferenciacion eritroide (por ejemplo, disminuciéon de los niveles
de c-FLIP) permitiendo a las células K562 mantener su resistencia a la apoptosis

mediada por citoquinas proinflamatorias.

Con el objetivo de dilucidar los mecanismos involucrados en la accién directa de Epo
sobre eritrocitos maduros, glébulos rojos fueron incubados en presencia de diferentes
concentraciones de la hormona previo a la induccién de eriptosis. Epo previno el
desbalance oxidativo (produccion de ROS vy peroxidacion lipidica, Figs. 22 y 23)
inducido por nitritos y peroxido de hidrégeno. En este contexto, Chattopadhyay et al
(2000) reportd que Epo era capaz de proteger la membrana plasmatica del dafno
oxidativo causado por ascorbato clprico sobre eritrocitos a través de la captacion de
radicales hidroxilos. Epo podria tener un efecto directo sobre los glébulos rojos, ya que
esta hormona, asi como otras proteinas, protegeria a las membranas de los eritrocitos
de la lipoperoxidacién captando los radicales hidroxilos generados por estrés oxidativo.
Los presentes resultados muestran una inhibicién parcial de la traslocacién de PS en
presencia de Epo en un medio prooxidante mientras que la hormona fue incapaz de
prevenir la externalizacién del fosfolipido en presencia de A23187/Ca®** (Vota et al,
2012a).

Una posible explicacion a estos resultados fue hallada cuando se investigo la relacién
entre el tratamiento con Epo y contenido de calcio intracelular. La concentracion del
catibn aumentd significativamente en todos los ensayos en los cuales la hormona
estaba presente. Este efecto sobre el influjo de calcio impediria la inhibicion completa
por Epo de la induccion de eriptosis a pesar de su efecto antioxidante. El incremento
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intracelular de calcio causado por la hormona no es un hallazgo inesperado ya que se
ha demostrado que Epo induce influjo de calcio en progenitores eritroides humanos
cuando estas células son activadas via la unién de Epo con su receptor (Mladenovic y
Kay, 1988; Imagwa et al, 1989).

Myssina y colaboradores (2003) postularon que la Epo, ademas de su habilidad para
actuar como neutralizador de radicales hidroxilo, inhibiria la muerte celular prematura
via su receptor en eritrocitos maduros. A diferencia del conocimiento general acerca de
la ausencia de receptores para Epo en reticulocitos, los autores detectaron la expresién
de sitios de unién de Epo en eritrocitos maduros. Nuestros resultados confirmaron la
presencia del receptor de la hormona en los eritrocitos maduros (Fig. 27) y también
concuerdan con lo afirmado por los mencionados autores acerca de la proteccion parcial
de Epo. Sin embargo, los mecanismos postulados son diferentes. En un modelo de
eriptosis inducida por shock osmético, Myssina y colaboradores encontraron inhibicion
por Epo del canal catiénico sensible a volumen responsable de la entrada de calcio,
bloqueando de esta manera la traslocacion de PS. En nuestro modelo de eriptosis
desencadenado por agentes oxidantes, Epo indujo el influjo de calcio a la vez que
bloqued la externalizacién del fosfolipido via su efecto antioxidante. M&s audn, ese
movimiento de calcio explicaria la imposibilidad de prevenir la eriptosis inducida por
entrada masiva de calcio al eritrocito (Vota et al, 2012a).

Independientemente del mecanismo, el efecto protector de Epo, observado in
vitro, podria permitir la supervivencia de los eritrocitos in vivo bajo condiciones de estrés
oxidativo. De acuerdo a estas observaciones cabe especular con la posibilidad de que
Epo, bajo condiciones inflamatorias, no sélo inhiba la apoptosis de células progenitoras
eritroides, sino también bloquee o disminuya el proceso de eriptosis. De esta manera, el
tratamiento con Epo estaria enfocado por un lado al estimulo de la eritropoyesis en
meédula désea y conjuntamente a la disminucién de la desaparicibn prematura de
glébulos rojos en circulacion, lo cual seria altamente beneficioso para aquellos
pacientes que padecen enfermedades crénicas.



CAPITULO IV
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CAPITULO IV

EFECTO DIRECTO DE LA SOBRECARGA DE ALUMINIO
EN ERITROCITOS HUMANOS

En trabajos previos de nuestro laboratorio se observé que eritrocitos expuestos en
forma crénica a aluminio (Al) desarrollaban alteraciones morfolégicas similares a las
encontradas en los modelos de eriptosis utilizados en el presente trabajo. Tales
alteraciones habian sido observadas tanto in vivo en un modelo de ratas Sprague
Dawley (Vittori et al, 1999) como en ensayos in vitro sobre eritrocitos humanos (Vittori
et al, 2001). En base a estas observaciones se estudié si los cambios morfoldgicos
inducidos por Al podian asociarse con la aparicion de signos de eriptosis.

IV.1. SIGNOS DE ERIPTOSIS

Para determinar si las modificaciones hematolégicas observadas in vivo y los cambios
morfolégicos detectados in vitro por accién del Al podian deberse a la induccién de

eriptosis, se analizaron los principales parametros relacionados con este proceso.

IV.1.a. Cambios morfoldgicos inducidos por aluminio in vitro

En primer lugar, se desarroll6 el modelo de exposicion cronica de eritrocitos a Al in
vitro y se investigaron los cambios morfolégicos inducidos para corroborar que el
modelo experimental reprodujera las alteraciones detectadas previamente en nuestro
laboratorio (ver Materiales y Métodos).

En los glébulos rojos controles no se detectaron cambios morfolégicos significativos
luego de 21 dias de incubacién con AlCl;. Por otro lado, en concordancia con nuestros
resultados previos y con los de Zatta y colaboradores (1989), el Al indujo cambios
morfolégicos marcados. Un elevado porcentaje de eritrocitos perdieron su forma tipica
biconcava para convertirse en acantocitos o estomatocitos (Fig. 29).
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Figura 29: Alteraciones morfologicas inducidas por aluminio. Una vez finalizados los 21 dias de incubacién de los
eritrocitos humanos con AICl; 100 mM a 4 °C, los cambios morfolégicos fueron detectados por microscopia electrénica
de barrido: (a), (b) eritrocitos control, 5.000x y 14.000x respectivamente; (c), (d), (e) eritrocitos tratados con Al,

acantocitos y estomatocitos, 3.000x, 12.000x y 15.000x respectivamente; y (f) estomatocito, 35.000x.
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IV.1.b. Externalizacion de fosfatidilserina y aumento de calcio intracelular

Después de incubar los eritrocitos con AICl; por periodos prolongados, se
determinaron los niveles de exposicion de PS por citometria de flujo. Luego de 21 dias
de incubacion con el metal, se observé un aumento significativo de los niveles de
traslocacion del fosfolipido (Fig. 30A). Como control del tratamiento, glébulos rojos
fueron incubados en presencia de NaCl en igual concentraciéon que la de AlCl;, Si bien
los resultados observados en estos controles s6lo se muestran en la primera figura, la
inclusiéon de los mismos en todos los experimentos demostré que el anién cloruro no

tiene efecto perjudicial sobre los eritrocitos.

Existen reportes en los cuales se postula que el Al puede provocar alteracién de la
homeostasis del Ca®* celular e interferir en sus vias de sefializacién. Debido a esta
hipétesis y a que el influjo de Ca® es considerado una caracteristica presente en los
diferentes modelos de eriptosis, se determinaron los niveles del cation en eritrocitos
tratados con Al. Como se muestra en la Figura 30B, la incubacién con el metal indujo

un incremento en los niveles de calcio celular.
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Figura 30: Signos de eriptosis inducidos por aluminio. Eritrocitos fueron incubados en presencia de AICI; 100 mM
(Al) o en ausencia (C) o presencia de NaCl 100 mM (NaCl) como controles, por 21 dias a 4 °C. A) Se detect6 la unién
de anexina-V a PS en la superficie celular por citometria de flujo. B) Luego de la exposicion a aluminio, los eritrocitos
fueron incubados por 24 h a 37 °C e incubados con FLUO-4 AM con el objetivo de cuantificar el contenido de calcio

intracelular por citometria de flujo. Diferencias significativas respecto de C: *P<0,05; n=4.

IV.2. DETECCION DE LA PRESENCIA DE ALUMINIO EN LOS ERITROCITOS

Para confirmar el ingreso del metal a las células, se realizaron ensayos cuantitativos
utilizando espectrometria de absorcion atémica. Los resultados mostraron que el Al se
encontraba tanto en el interior de la célula como depositado en la membrana
plasmatica de los eritrocitos, siendo en esta Ultima fraccién su ubicacion predominante
(Tabla II).

Fraccion celular | Al en GR Control | Al en GR tratados
Membrana 1,740,2 33,0+2,5 Alvs C, P<0,05, n=3
Citosol 0,310,04 1,2+0,1 Alvs. C, P<0,05 n=3

Tabla lI: Cuantificacion de aluminio en los eritrocitos. Una vez finalizada la incubacién con Al, los eritrocitos fueron
lisados, realizandose el fraccionamiento celular para obtener las fracciones citosélica y de membrana. Ambas
fracciones fueron analizadas por espectrometria de absorcién atémica, localizdndose el Al en ambas fracciones. La

concentracion de Al en cada fraccién se expresa en ng Al/ug proteina.
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IvV.3. BAL,ANCE OXIDO-REDUCCION EN ERITROCITOS LUEGO DE LA
EXPOSICION A ALUMINIO

Como se ha demostrado en los capitulos | y Il, compuestos oxidantes inducen
eriptosis. Teniendo en cuenta dichos resultados, ademas de la evidencia de que Al
puede potenciar eventos oxidativos en diferentes tejidos, el siguiente paso fue evaluar
si la exposicién al metal podia alterar el balance del estado redox celular. Ensayos
evaluados por citometria de flujo mostraron, un aumento significativo de los niveles de
ROS (Fig. 31A) en comparacion con los controles, concomitante con la disminucién de
los niveles de GSH, principal defensa antioxidante en los glébulos rojos (Fig. 31B).
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Figura 31: Modificaciones del balance del estado de 6xido-reduccion en eritrocitos por accion del aluminio. Los
eritrocitos fueron incubados en ausencia/presencia de Al 100 uM por 21 dias a 4 °C. Ensayos paralelos fueron
desarrollados en presencia de N-acetilcisteina (NAC) 5 mM. Los niveles de ROS (A) y GSH (B) fueron determinados
por citometria de flujo por reaccion con 2,7 -diclorofluorescina y Mercury orange, respectivamente. Diferencias
significativas respecto de C y NAC + Al (*P<0,05, n=3).

IV.4. RELACION ENTRE EL DESBALANCE OXIDO-REDUCCION Y EL
DESARROLLO DE SIGNOS DE ERIPTOSIS

Para confirmar la participacion de un efecto oxidante en el mecanismo de accion del Al
se realizaron incubaciones de eritrocitos con el metal en presencia de NAC. Este
compuesto es uno de los antioxidantes que se usan mas frecuentemente en ensayos
in vitro, ya que sus grupos tioles son capaces de reducir radicales libres. Como se
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puede ver en la Figura 31, el efecto oxidante del Al fue completamente prevenido en
presencia de NAC, impidiéndose, al mismo tiempo, el consumo de GSH.

La presencia del antioxidante NAC también bloquedé el desarrollo de signos
caracteristicos de eriptosis, tales como traslocacién de PS e incremento del contenido
de calcio intracelular, inducidos por la exposicién a Al (Fig. 32).
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Figura 32: Desarrollo de signos de eriptosis por accion del aluminio y efecto de la presencia de antioxidante.
Los eritrocitos fueron incubados en ausencia/presencia de Al 100 puM por 21 dias. Ensayos paralelos fueron
desarrollados en presencia de NAC 5 mM. Traslocacion de PS (A) y contenido de calcio intracelular (B) fueron

determinados por citometria de flujo. Diferencias significativas respecto de C y NAC + Al (*P<0,05, n=3).

IV.5. PARTICIPACION DEL ION CALCIO EN EL EFECTO DEL ALUMINIO

Para investigar si el mecanismo de accion del Al es mediado por la movilizacion de
calcio, se desarrollaron ensayos en ausencia de este ion en el medio. Como se
esperaba, no se detectd incremento de calcio intracelular cuantificado por citometria
de flujo en eritrocitos tratados con Al en ausencia de Ca®* intracelular. Sin embargo, se
observo un aumento de los niveles de ROS y de la traslocacion de PS (Tabla Ill), a
pesar de que este Ultimo signo no alcanzo los niveles inducidos por Al en un medio

rico en calcio (Fig. 32).
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Niveles de ROS (U.A.) | Traslocacion de PS (% cél. anexina V-pos)
Control 264+19 8,415
Aluminio 490+28* 15,4+0,9*

Tabla lll: Accion del aluminio sobre los eritrocitos en ausencia de calcio extracelular. Los eritrocitos fueron
incubados por 21 dias en un medio libre de calcio en ausencia/presencia de Al. Se determinaron los niveles de ROS y
la traslocacion de PS por citometria de flujo. * P<0,05, Al vs. C; n=3.

Estos resultados sugieren que el metal es capaz de inducir externalizacién de PS a
través de un efecto oxidante independiente de la sefalizacion por aumento de calcio

intracelular.

IV.6. DEGRADACION DE LA PROTEINA BANDA 3 DE MEMBRANA LUEGO DEL
TRATAMIENTO CON ALUMINIO

Como se menciond en la Introduccién, banda 3 es una proteina integral de membrana
que funciona como intercambiador aniénico en el eritrocito, asi como también forma
parte de un complejo mayor de proteinas encargado de otorgarle al eritrocito su
morfologia bicéncava vy flexibilidad de la membrana. El tratamiento crénico con Al
indujo degradacion de banda 3 detectada por un incremento en la intensidad de las
bandas de fragmentos de bajo peso molecular, particularmente los cercanos a 40 kDa.
Esta modificacién proteica fue prevenida en los eritrocitos incubados simultaneamente
con Al'y NAC (Fig. 33).
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Figura 33: Efecto del aluminio sobre la proteina banda 3 de la membrana eritrocitaria. Luego de tratar a los
eritrocitos con Al 100 mM o Al + NAC 5 mM por 21 dias, las proteinas de membrana fueron aisladas y separadas
mediante electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes en gel de poliacrilamida de gradiente 4-15% y transferidas a
una membrana de nitrocelulosa. Banda 3 y B-actina fueron detectadas por immunoblotting. A) El incremento de la
densidad en las bandas de 40 kDa (a,b) indica degradacion de banda 3 debido a la exposiciéon a Al, efecto que fue
prevenido en eritrocitos que fueron co-incubados con NAC. La figura es representativa de 3 ensayos independientes
con resultados similares. B) Las barras representan la densidad promedio de las bandas de degradacion de,

aproximadamente, 40 kDa con respecto a la de B-actina.

IV.7. SUSCEPTIBILIDAD DE LOS ERITROCITOS EXPUESTOS A ALUMINIO A
SUFRIR ESTRES OXIDATIVO

A partir de la demostracién de que un ambiente oxidante induce eriptosis de eritrocitos
maduros humanos, resulté interesante determinar si los glébulos rojos expuestos
crénicamente a Al son mas susceptibles frente a eventos oxidantes subsecuentes.
Para ello, luego de su exposicion a Al por 21 dias, los eritrocitos fueron incubados con
peroxido de hidrégeno y nitrito de sodio durante 90 min. A continuacion se evalué la
traslocacion de PS (Fig. 34A), el contenido de calcio intracelular (Fig. 34B) y los
niveles de ROS (Fig. 34C) por citometria de flujo. Los resultados muestran que los
eritrocitos incubados previamente con Al sufren un incremento del dafio generado por
agentes oxidantes con respecto a aquellos eritrocitos preincubados en un medio libre
de Al.
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Figura 34: Susceptibilidad a agentes oxidantes de eritrocitos pretratados con aluminio. Luego de la incubacién
con AICI; por 21 dias y posterior remocion del metal de los cultivos, los eritrocitos fueron incubados en presencia de
NaNO; 5 mM + H,O, 1 mM durante 90 min a 37 °C. Inmediatamente después, traslocacién de PS (A), calcio
intracelular (B) y ROS (C) fueron determinados por citometria de flujo. Los resultados estan expresados como
porcentaje de células Anexina-V positivas (A) o histogramas que representan la media geométrica de valores de
fluorescencia en las determinaciones de Ca’* (B) y de ROS (C). Las figuras son representativas de 3 ensayos

independientes con resultados similares.
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IV.8. ACCION DE ERITROPOYETINA SOBRE ERITROCITOS EXPUESTOS A
ALUMINIO

Como se menciond anteriormente, a pesar de que no se han descripto funciones de la
Epo sobre células eritroides maduras, eritrocitos de pacientes hemodializados
parecerian ser menos susceptibles al shock hiperosmético luego del tratamiento con
Epo recombinante humana (Myssina et al, 2003). Teniendo en cuenta estas
observaciones y los resultados mostrados en el capitulo anterior, se investigé si la
presencia de Epo en los cultivos podia ser capaz de prevenir el efecto deletéreo del Al
sobre eritrocitos expuestos al metal por periodos prolongados. Como se puede
observar en la Figura 35, el tratamiento de las células con Epo durante la exposicion a
Al previno completamente la induccion de ROS (A), del influjo de calcio (B) y de la
traslocacion de PS (C).
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Figura 35: Efecto protector de eritropoyetina sobre eritrocitos expuestos cronicamente a aluminio. Epo, en

concentraciéon de 10 U/ml, fue adicionada a las suspensiones de eritrocitos 30 min antes del agregado de AICl;. Luego

de 21 dias de incubacién, los eritrocitos fueron sometidos a ensayos de citometria de flujo para determinar los niveles

de ROS (A), contenido de calcio intracelular (B) y traslocacion de PS (C). Diferencias significativas: Epo-Al vs. Al,

*P<0,05; n=3). Las figuras B y C son representativas de 3 ensayos independientes con resultados similares.
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DISCUSION

El modelo experimental usado en este trabajo empleando eritrocitos humanos
expuestos cronicamente a Al in vitro habia sido previamente desarrollado en nuestro
laboratorio (Vittori et al, 2002) para reproducir los efectos téxicos inducidos en ratas
por la ingesta del metal (Vittori et al, 1999). La dosis de Al y el tiempo de incubacién
usados en este modelo, requeridos para reproducir los efectos ocasionados por Al in

vivo, representan in vitro la toxicidad esperada.

En este capitulo se demuestra que el tratamiento prolongado con Al in vitro induce, en
los eritrocitos, el desbalance del estado de Oxido-reduccion y el desarrollo de
caracteristicas tipicas de eriptosis.

En trabajos previos de nuestro laboratorio se ha reportado la sensibilidad a Al de los
eritrocitos de animales expuestos crénicamente al metal, representada por los cambios
morfoldgicos experimentados por las células. Los eritrocitos de dichos animales
perdian su tipica forma bicdncava para convertirse en acantocitos o estomatocitos
(Vittori et al, 1999; Nesse y Garbossa, 2001). Nuestros resultados in vitro mostraron
que ademdas de sufrir los mismos cambios morfolégicos observados in vivo, los
eritrocitos sufrian, paralelamente, un incremento de la exposicién de PS en la capa
lipidica externa de la membrana plasmatica. De acuerdo con Suwalsky y
colaboradores (1999), los cambios morfolégicos inducidos por el metal sugieren que el
Al interaccionaria con ambas capas de la membrana. El hecho de que detectaramos
altas concentraciones de Al en el interior de los eritrocitos y también depositado en la
membrana apoya la hipotesis de la interaccion del metal con la membrana de

eritrocitos humanos.

La pérdida de asimetria de los fosfolipidos de membrana con la subsecuente
externalizacién de fosfatidilserina luego de 24 h de exposicion a Al, ha sido
previamente reportada por otros autores (Niemoeller et al, 2006). Sin embargo,
pareceria que los mecanismos involucrados en la intoxicacion aguda y crénica con el
metal serian diferentes. El desarrollo de eriptosis, luego de exposiciones cortas a Al,
no involucraria la produccion de estrés oxidativo (Niemoeller et al, 2006). A diferencia
de ello, nuestros resultados demuestran un rol oxidativo del Al en la induccién de
muerte programada de eritrocitos luego de un tratamiento crénico con el metal, con
caracteristicas similares a las de la accién de compuestos prooxidantes como peréxido
de hidrégeno y nitrito de sodio. La accién del Al también parece estar relacionada con
estrés oxidativo en otros tejidos no hematopoyéticos (Bondy y Campbell, 2001).
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La fosforilacién-desfosforilacion de proteinas en residuos tirosina es uno de los
mecanismos involucrados en la regulaciéon de varias funciones eritrocitarias. En este
contexto, ha sido reportado que la fosforilacion de la proteina de membrana banda 3
es uno de los signos observados durante un proceso oxidativo/inflamatorio (Metere et
al, 2009; Bordin et al, 2010). Ya que la fosforilacién y defosforilacion de proteinas son
eventos dinamicos, no se ha podido investigar la fosforilacion de banda 3 en este
modelo de toxicidad por Al debido a que las experiencias se desarrollan por tiempos
prolongados. Sin embargo, la exposicién de los eritrocitos a Al provocé la degradacion
de dicha proteina. En concordancia con estos resultados, otros autores han propuesto
que la degradacion de banda 3 seria una de las sefales de senescencia durante el
proceso fisiolégico de envejecimiento eritrocitario, lo cual permitiria la identificacién y
remocién de circulacion de eritrocitos viejos (Kay et al, 1989).

Otros mecanismos como la peroxidacion lipidica y la activacion de enzimas
traslocasas podria contribuir a la externalizacion de PS. Ha sido propuesto que
metales sin capacidad redox, como el Al, pueden hacer que los acidos grasos estén
mas expuestos al ataque por radicales libres, facilitando de esta manera la
propagacion de la peroxidacién lipidica (Oteiza et al, 1993; Ohyashiki et al, 1998).
Cuando la produccién de radicales libres supera la capacidad del sistema de defensa
antioxidante, se genera estrés oxidativo. Luego de exponer los eritrocitos a Al, se
observé un incremento de los niveles de ROS y una disminucion paralela de la
concentracion de GSH, la defensa antioxidante no enzimatica mas importante en la
célula.

Ha sido reportado que la asimetria lipidica de la membrana plasmatica colapsa por la
activacion de enzimas escramblasas, las cuales catalizan el movimiento bidireccional
transmembrana de la mayoria de las clases de fosfolipidos (Bevers y Williamson,
2010). La proteina involucrada en esta actividad no ha sido descubierta aun, sin
embargo se cree que existen multiples vias de sefnalizacion que convergen en la
activacién de la escramblasa. En este contexto, existen dudas acerca de si los
mecanismos activados por calcio podrian ser de relevancia fisiolégica. El incremento
significativo del contenido intracelular de calcio, detectado en eritrocitos luego de
incubarlos con Al, sugiere que la via de senalizacion del calcio no puede ser
despreciada. Niemoeller y colaboradores (2006) han reportado que la concentracién
del catiébn aumentaba luego de 6 h de exposicion a Al, sin embargo los autores no
observaron una disminucion de los niveles de GSH, aun luego de 24 h de tratamiento.

De acuerdo a nuestros resultados, pareceria que es necesaria una exposicion cronica
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al metal para alcanzar una concentracion de radicales libres tal que genere un
desbalance del estado de 6xido-reduccion celular. Hay que tener en cuenta que en
principio, la respuesta del sistema de defensa antioxidante es generar un aumento de
GSH para contrarrestar la produccién de especies reactivas y si las mismas superan la
capacidad de amortiguacion del sistema, con el transcurso del tiempo comienzan a
generarse los dafos oxidativos celulares y la disminucion tanto de GSH como de la

actividad enzimética del sistema antioxidante.

En cuanto a los mecanismos involucrados en la toxicidad por Al, ensayos llevados a
cabo en presencia del antioxidante NAC confirmaron el dafio prooxidante generado
por el metal sobre eritrocitos humanos. El tratamiento simultaneo de glébulos rojos con
NAC protegié efectivamente a las células del efecto toxico del Al impidiendo la
disminucién de GSH. También previno la produccion de ROS y la acumulacién de
calcio intracelular inducidos por exposicion prolongada a Al. Mas aun, NAC previno la
externalizacién de PS, el signo principal de eriptosis. Los resultados sugieren que la
produccion intracelular de ROS seria una de las primeras alteraciones inducidas por
Al, mientras que el mantenimiento de los niveles de GSH formarian parte de la
sefalizacion involucrada en la protecciéon de la viabilidad celular. No es sorprendente
que la disminucion de la proteccion contra el dafo oxidativo incremente
significativamente la susceptibilidad celular a un ambiente oxidativo adicional. A pesar
de la remocion del Al del medio, los eritrocitos expuestos crénicamente al metal fueron
mas sensibles que los controles a tratamientos breves con agentes oxidantes. Este
resultado debe ser tenido en cuenta especialmente cuando la sobreexposicién crénica
a Al ocurre en patologias que involucran dafo oxidativo, como por ejemplo

enfermedades renales crénicas.

El reciente reporte de la primera evidencia computacional acerca de la fuerte
probabilidad de la formacién de un anion radical superoxido de Al semireducido,
refuerza la idea de que el Al en sistemas bioldgicos tendria actividad prooxidante a
través de un mecanismo de formacién de aniones superéxido (Mujika et al, 2011).

Eritrocitos maduros de pacientes con insuficiencia renal crénica exhibieron un
incremento del binding de anexina V en comparacion con eritrocitos de individuos
sanos (Bonomini et al, 1999). Mas aun, Missyna y colaboradores (2003) observaron
que el nimero de células anexina V positivas disminuyd luego de didlisis s6lo en
pacientes que habian recibido Epo inmediatamente antes del tratamiento. En este
trabajo (capitulo Ill) se observé que Epo inducia la entrada del cation a los eritrocitos y
por ello, no podia prevenir completamente el desarrollo de eriptosis a pesar de su
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efecto antioxidante frente a la accion de peréxido de hidrégeno y nitrito de sodio.
Recientemente se ha publicado un trabajo en el cual se demostr6 la interaccién
quimica entre aluminio y Epo, lo cual podria sugerir un efecto de la hormona por
retencién del metal y su consecuente incapacidad de actuar sobre las células (Veiga et
al, 2011).

En conclusién, el estrés oxidativo esta involucrado en la activacion de las vias de
sefalizacién desencadenadas por Al, lo que podria explicar los cambios morfologicos
y bioquimicos inducidos en eritrocitos expuestos cronicamente in vitro al metal. El
incremento de ROS y disminucién de GSH parecerian ser responsables de la
alteracién de la homeostasis del calcio y harian a los glébulos rojos potencialmente
mas susceptibles a dafos de otro origen. La activacion de mecanismos mediados por
enzimas, que causan modificaciones oxidativas de lipidos y degradacién de proteinas
podria desestabilizar el esqueleto proteico de la membrana de la célula con la
aparicion de alteraciones morfoldgicas y scrambling de membrana, signos tipicos de

eriptosis (Vota et al, 2012a).

La observacion de que los efectos del Al son prevenidos por la presencia de un
compuesto antioxidante, es un argumento fuerte para postular al Al como un metal con
habilidad prooxidante. Este hallazgo resultaria importante en relacion a la accion del
metal no so6lo sobre el sistema eritropoyetico sino también sobre otros tejidos en los
cuales se deposita Al, como por ejemplo el tejido nervioso.
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En diversas enfermedades croénicas, la inflamacién es un importante componente
patogénico y se presenta con un aumento en la produccién de citoquinas. Algunos
autores apoyan una accion antiinflamatoria directa de la eritropoyetina impidiendo la
activacion celular y la liberacion de citoquinas, mientras otros sostienen que ejerceria
su efecto a través de una accidén antiapoptética directa protegiendo a las células del
dano inflamatorio. Probablemente, ambos efectos coexisten. Las asociaciones entre
efectos de citoquinas y eritropoyetina son probables si se tiene en cuenta que la
activacion de algunos factores esta involucrada tanto en el proceso inflamatorio como
en la eritropoyesis. La existencia de sefales intracelulares comunes entre los procesos
que regulan la eritropoyesis y la respuesta inflamatoria sugiere que la desregulacién
de un sistema podria explicar la disminucién de la funcién del otro. El estudio de
factores que pueden afectar la sensibilidad de las células eritroides a las diferentes
sefales recibidas permitiia un mayor conocimiento de la interferencia de la

inflamacién en la eritropoyesis.

En el presente trabajo se observd que células de la linea eritroleucémica humana
K562, en estadio de diferenciacion eritroide, son mas sensibles a una accion
proapoptética de las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-18 que las c lulas
indiferenciadas. El efecto tanto de TNF-a como de IL-1B fue incrementar la apoptosis,
proceso que podria explicarse por la disminucion de los niveles de la proteina
antiapoptética c-FLIP, producto de la diferenciacion celular con hemina. Un tratamiento
previo de las células inducidas a diferenciacién eritroide con el factor de crecimiento
eritropoyetina las protegié de la accién de citoquinas proinflamatorias, a la vez que
mantuvo los niveles intracelulares de c-FLIP.

Los resultados sugieren, por primera vez, que células en etapa de diferenciacién
eritroide se sensibilizan a la accién de citoquinas proinflamatorias aumentando los
niveles de apoptosis y que dicha sensibilidad celular es dependiente de la modulacion
de c-FLIP. La eritropoyetina contrarrestaria los cambios en las vias de sefnalizacion
producidos durante el proceso de diferenciacion eritroide permitiendo a las células

mantener su resistencia a la apoptosis mediada por citoquinas proinflamatorias.

Por otra parte, un dano directo sobre los eritrocitos en circulacion, causado por
factores generados en un proceso inflamatorio, podria contribuir también al desarrollo

de anemia.
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En ensayos con eritrocitos humanos maduros sometidos a un ambiente proinflamatorio
in vitro no se vio afectada la supervivencia celular por la presencia de citoquinas
proinflamatorias. Sin embargo, otros factores que también pueden encontrarse
presentes en procesos inflamatorios, como agentes oxidantes o nitritos, indujeron
muerte prematura programada de los eritrocitos. Entre los signos que caracterizan
este proceso denominado eriptosis, se destacan el aumento intracelular de los niveles
de calcio, un desbalance del estado de Oxido-reduccion celular, modificaciones
morfolégicas y alteraciones de proteinas de membrana, todos ellos con importantes
funciones relacionadas con el mantenimiento de la plasticidad de la membrana

plasmatica y con el metabolismo de los eritrocitos.

Con el objeto de profundizar en el conocimiento de los mecanismos involucrados en el
desencadenamiento de eriptosis se analizaron, en forma comparativa, dos modelos,
uno inducido por agentes prooxidantes (NaNO, y H.O) y otro generado por el ingreso

masivo de calcio a la célula inducido por ionéforo de calcio (ICa).

Si bien los dos modelos compartian vias de sefalizacion, inducidas probablemente por
el aumento de calcio intracelular, también se observaron modificaciones celulares
diferentes en cada uno. Las alteraciones morfolégicas observadas en los eritrocitos,
con predominio de estomatocitos en el modelo de estrés oxidativo y de esferocitos con
microvesiculas en el modelo de sobrecarga de calcio, sugirieron una participacion
diferencial de las proteinas responsables de la integridad celular.

Los resultados indican que en la eriptosis por sobrecarga de calcio se activaria
calpaina produciendo degradacién de la proteina banda 3 en la membrana plasmatica
y aumento de la actividad de la fosfatasa PTP1B, impidiendo la fosforilacién de banda
3 por activacion de kinasas. Por otra parte, los agentes oxidantes activarian vias de
sefalizacién dependientes e independientes de calcio, las cuales conducirian a la
exposicion de fosfatidilserina en la membrana celular. En ambos modelos la induccién
de traslocacion de fosfatidilserina es dependiente de la activacién de la kinasa PI3K,
sin embargo en el modelo de sobrecarga de calcio existen vias de sefalizacion
independientes de esta kinasa que conducirian también a la traslocacion del
fosfolipido.

Por este motivo se puede inferir que los mecanismos que conducen a un proceso de
autodestruccion temprana de los gldbulos rojos difieren dependiendo del inductor de
eriptosis involucrado (Figura A).
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NaNO,+H,0,
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Figura A: Efecto de agentes oxidantes y de la entrada masiva de calcio en los eritrocitos humanos.
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Debido a que en cuadros inflamatorios que acompanan a la anemia de enfermedades
cronicas los niveles de nitritos se encuentran elevados, los datos obtenidos en
presencia de NaNO, y H,O, sugieren que estos ultimos pueden no soélo contribuir a la
produccion de anemia actuando sobre los progenitores eritroides sino también
produciendo un efecto directo sobre los glébulos rojos.

En el modelo de eriptosis inducida por agentes oxidantes, la eritropoyetina fue capaz
de prevenir el desbalance oxidativo generado por NaNO, y H,O,, disminuyendo los
niveles de traslocacion de fosfatidilserina. Sin embargo, la hormona indujo también un
incremento del calcio intracelular lo cual podria explicar su incapacidad para impedir
completamente la externalizacién del fosfolipido. A diferencia de lo observado en el
modelo de estrés oxidativo, eritropoyetina no fue capaz de inhibir la traslocacién de
fosfatidilserina en el modelo de sobrecarga de calcio. Las diferencias de los
mecanismos involucrados de los dos modelos estudiados podrian explicar la accién
diferencial de la eritropoyetina sobre los eritrocitos inducidos a eriptosis por los

diferentes agentes.

Experiencias in vivo e in vitro realizadas previamente en nuestro laboratorio han
sugerido que compuestos de aluminio podrian tener un efecto directo sobre los
glébulos rojos circulantes. El amplio uso del aluminio provee una facil exposicion de
los humanos al metal y su acumulacion en el organismo contintia siendo un potencial
problema. Por este motivo y debido a la evidencia de signos de anemia en pacientes
con sobrecarga de aluminio, se investig6é al metal como posible agente eriptético.

La exposicion crénica in vitro de eritrocitos humanos a aluminio indujo un desbalance
del estado de Oxido-reduccion celular generando dafios oxidativos. Los resultados
permiten inferir que el efecto oxidante del aluminio seria el desencadenante de los
cambios bioquimicos y estructurales observados en los glébulos rojos. Por otro lado,
los eritrocitos expuestos en forma crénica a aluminio mostraron mayor susceptibilidad
a la accion de otros agentes oxidantes.

La presencia de eritropoyetina en el medio protegié a los eritrocitos frente al dafo
oxidativo del aluminio (Figura B), evitando el desarrollo prematuro de signos de
eriptosis.
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Figura B: Accion del aluminio sobre GR humanos y efecto protector de la eritropoyetina.

Los resultados muestran que los eritrocitos humanos son capaces de sufrir muerte
programada a pesar de carecer de nucleo, mitocondrias y otras organelas. Este
proceso de eriptosis puede ser desencadenado por diversos factores que modifican la
homeostasis e inducen signos de envejecimiento prematuro.

Continuamente las células del sistema reticuloendotelial detectan los glébulos rojos
con signos de senescencia para depurarlos de la sangre por fagocitosis y, asi, prevenir
la hemdlisis intravascular. Los cambios producidos prematuramente por eriptosis
hacen a los glébulos rojos mas susceptibles para su remocion por los macréfagos. Se
producira, entonces, un desbalance entre la producciéon y destruccion de eritrocitos
que puede llevar a la apariciéon de anemia.

El conocimiento de los mecanismos de desarrollo de eriptosis puede permitir la
identificacion de agentes que inducen envejecimiento prematuro de los eritrocitos asi
como la de factores capaces de retrasar ese proceso y preservar la sobrevida de los
glébulos rojos circulantes. Esto puede significar un aporte a corto plazo para un
desarrollo farmacolégico que permita beneficiar a la cada vez méas creciente poblacién
de pacientes con anemia de enfermedades crdnicas.
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