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RESUMEN

Modificacion de la funcionalidad de la eritropoyetina por carbamilacion.

Mecanismos de accion sobre células eritroides y neuronales

La eritropoyetina (Epo) es conocida como la hormona que regula la produccion
de células eritroides. Sin embargo, su rol biolégico se expandié a partir del
hallazgo de la expresion de receptores especificos en otros tejidos, incluyendo el
nervioso. Ademas, se describiéo un efecto neuroprotector de la hormona, el cual
estaria asociado a inhibicién de apoptosis. Debido al interés por expandir el uso
farmacolégico de la Epo hacia la proteccion de tejidos no hematopoyéticos, se
intensifico la busqueda de estructuras modificadas de la proteina. La entidad que
merece, actualmente, mayor investigacion es la Epo carbamilada en los residuos
lisina (cEpo). Evidencia derivada de estudios in vitro y en animales de
experimentacion indican que esta forma de Epo mantiene su actividad
neuroprotectora mientras que carece de actividad eritropoyética. Esta diferente
funcion evitaria un aumento innecesario de la masa eritroide en el tratamiento de
pacientes no anémicos con enfermedades neurodegenerativas.

Con el objeto de profundizar el conocimiento sobre las diferencias observadas
en la funcion de Epo debido a la carbamilacion, en el presente trabajo se utilizo
un modelo que involucra células fisiolégicas y varias lineas celulares para evaluar,
en conjunto y comparativamente, los efectos de cEpo y de Epo en ensayos
paralelos. Fueron utilizados cultivos de células progenitoras eritroides de médula
O0sea de raton, distintas lineas celulares con capacidad de diferenciacion eritroide,
tales como UT-7, dependiente de Epo para su supervivencia, TF-1, dependiente de
GM-CSF y puede proliferar en presencia de Epo por periodos cortos y K562,
independiente de factores de crecimiento especificos, asi como la linea de origen
neuronal SH-SYS5Y.

El primer paso consisti6 en realizar la carbamilacién de Epo recombinante,
utilizando cianato de potasio, empleando distintos tiempos y concentraciones de
cianato apropiadas para asegurar un completo bloqueo de los residuos lisina de la
Epo. El éxito de la carbamilacion fue verificado mediante electroforesis en gel y
Western blotting, demostrandose el aumento de la carga neta negativa de cEpo con
respecto a la de Epo. La modificacion de la estructura de la proteina por
carbamilacion puede causar alteraciones funcionales, cuyo estudio constituye el
objetivo de este trabajo de tesis.

Los cultivos de células UT-7 y TF-1 en presencia de cEpo mostraron una
significativa disminucién de la viabilidad celular, provocando la muerte celular por

apoptosis, mientras que la Epo mantuvo la viabilidad e indujo la proliferacion
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celular de ambas lineas celulares. La cEpo tampoco pudo estimular el desarrollo
de unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E) en cultivos de células de
médula oOsea de ratéon, ni previno la apoptosis inducida por la citoquina
proinflamatoria TNF-o en células eritroileucémicas K562.

En cambio, cEpo, al igual que Epo, actué como factor antiapoptético frente a la
inducciéon de muerte celular programada inducida por TNF-a o staurosporina en
células neuronales SH-SYS3Y. Los resultados de ensayos de inhibiciéon de vias de
sefalizacion intracelular permiten sugerir que las acciones neuroprotectoras de
Epo y cEpo son mediadas por la activacion de Jak2/PI3K. Estos resultados
confirmaron que las modificaciones moleculares introducidas en la molécula de
Epo por el proceso de carbamilacion generan la pérdida de su habilidad para
mantener la supervivencia de las células con capacidad de diferenciacion eritroide
pero no afecta su accion neuroprotectora mostrando, en este caso, una actividad
similar a la de la Epo nativa.

Mediante ensayos competitivos y de inhibicion por anticuerpos, tanto en las
células SH-SY5y como en las TF-1, se observé que la Epo puede actuar a través
del receptor homodimérico (REpo/REpo) y el heterodimérico formado por una
subunidad REpo y una subunidad  common (RBc), que es también subunidad del
receptor de GM-CSF. En cambio, cEpo necesita de las subunidades REpo y Rfpc
para prevenir la apoptosis de las células neuronales.

A partir de la hipétesis de que la carbamilacion de Epo le permite conservar su
capacidad neuroprotectora pero le impide inducir la proliferacion de células
eritroides, el siguiente objetivo fue la investigacion de vias de senalizacion que
juegan un papel clave en la proliferacion celular inducida por Epo. Si bien en
cultivos de células eritroides UT-7 y TF-1 cEpo indujo la fosforilacion de Jak?2,
primer paso de activacion celular, demostramos por primera vez la incapacidad de
cEpo para mantener la fosforilaion de Akt y FOXO3a por el mismo periodo que lo
hace Epo. Esto lleva a la translocacion de FOXO3a al nucleo promoviendo la
expresion de la proteina regulatoria del ciclo celular p27Xirl y generando, asi, el
arresto del ciclo celular por cEpo.

Dado que el efecto diferencial de cEpo y Epo con respecto a la proliferacion
celular se encontraria asociado al silenciamiento de vias de senalizacién por
aumento de la velocidad de defosforilacion analizamos la expresion y actividad de
una fosfatasa, la tirosina fosfatasa 1B (PTP1B), involucrada en la desregulaciéon de
la senalizacion por Epo. Comprobamos que la induccion de PTP1B es
significativamente mayor en presencia de cEpo, incremento que parece estar

asociado al aumento de calcio intracelular inducido por este factor. La
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colocalizacion de PTP1B con el Rfc sustenta la conclusion de que la fosfatasa
desfosforila la senalizacion de cEpo, interrumpiendo la via de supervivencia y, en
consecuencia, la proliferacion celular, explicando, al menos en parte, la accion

diferencial entre Epo y cEpo sobre células eritroides.

Palabras claves: eritropoyetina carbamilada, eritropoyetina, proliferacion

celular, receptor de eritropoyetina, receptor B common, tirosina fosfatasa 1B,

eritropoyesis, neuroproteccion.



ABSTRACT

Functional Modification of erythropoietin due to carbamylation.

Mechanisms of action on erythroid and neuronal cells.

Erythropoietin (Epo) is known as the hormone regulating the production of
erythroid cells. However, its biological role was expanded after the discovery of
specific receptors expressed in other tissues, including the nervous tissue.
Moreover, a neuroprotective effect that could be associated to apoptosis inhibition
was described for the hormone.

Due to the interest in expanding the pharmacological use of Epo over the
protection of non-hematopoietic tissues, the search for modified structures of the
protein became more intense. The chemical entity currently under investigation is
the Epo carbamylated in lysine residues (cEpo). Results from in vitro and in vivo
experiments indicate that this form of Epo retains its neuroprotective ability, while
lacking in erythropoietic activity. This different function would prevent an
unnecessary increase in erythroid mass in non-anemic patients under treatment
for neurodegenerative diseases.

With an aim to further the existing knowledge of the changes observed in Epo
after carbamylation, in the present work we used a model involving physiological
cells as well as cell lines, to globally and comparatively evaluate the effects of Epo
and cEpo in parallel assays. Erythoid progenitor cells from mouse bone marrow
were used to study the development of colony-forming units-erythroid (CFU-E).
The cell lines capable of erythroid differentiation employed were UT-7, dependent
on Epo for survival, TF-1, dependent on GM-CSF and able to proliferate in the
presence of Epo for short periods, and K562, independent of any specific growth
factor where cell line of neuronal origin was SH-SYSY.

The first step in the work consisted in the carbamylation of rhuEpo using
potassium cyanide. This salt decomposes when dissolved generating an anion
which allows it to bind the protein’s lysine residues. The carbamylation process
was carried out at different times and cyanide concentrations to ensure complete
binding, and therefore the blockage of Epo’s lysine residues. The carbamylation of
Epo was confirmed by gel electrophoresis, electrotransfer and immunodetection,
where cEpo showed a decrease in positive charge due to the blockage of lysines,
and consequently an increase in its net negative charge in comparison to Epo. In
the carbamylation product (cEpo), a carbamyl group is coupled to each lysine
residue in the Epo molecule, thus modifying the protein structure and potentially

causing functional alterations.
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In the presence of cEpo, cultures of UT-7 and TF-1 cells showed a significant
decrease in cell viability, leading to cell death by apoptosis, whereas Epo
maintained viability and induced proliferation of both cell lines. cEpo did not
support the development of colony-forming units-erythroid (CFU-E) in cultures of
mouse bone marrow cells, nor did it prevent apoptosis induced by the
proinflammatory cytokine TNF-a in erythroleucemic K562 cells differentiated with
hemin.

On the other hand, both cEpo and Epo acted as antiapoptotic agents protecting
from the induction of programmed cell death by TNF-o or staurosporin in
neuronal SH-SYSY cells. Based on inhibition assays for intracellular signaling
pathways, it may be suggested that the antiapoptotic action of cEpo and Epo is
mediated by the activation of Jak2/PI3K.

Our results confirmed that the modifications introduced in the Epo molecule
after carbamylation produce a loss of its ability to support the survival of cells
capable of erythroid differentiation, but it does not affect its neuroprotective action
on SH-SYSY cells, showing an activity similar to that of the native Epo.

By carring out inhibition and competence assays, we found that Epo can act
through both receptors involved in neuronal SH-SY5Y and TF-1 cells: the
homodimer (REpo/REpo) and the heterodimer comprising a REpo monomer and a
Bcommon subunit (RBc), which is also present in the GM-CSF receptor. We
observed that cEpo requires both REpo and the RBc subunit to prevent apoptosis
in neuronal cells.

Owing to the fact that after carbamylation Epo maintains its antiapoptotic
ability but can no longer induce erythroid cell proliferation, the following objective
of this work was to investigate the signaling pathways playing a key role in Epo-
induced cell proliferation. Although in cultures of erythroid UT-7 and TF-1 cells
cEpo induced Jak2 phosphorylation, which is the first step of cell activation, we
demonstrated for the first time that cEpo was unable to maintain Akt and
FOXO3a phosphorylated for the same period of time as did Epo.
Dephosphorylation of FOX0O3a, which promotes its translocation to the nucleus as
the transcription factor for the cell cycle regulatory protein p27kel, was
demonstrated through an increase in the expression of the latter in cultures with
cEpo.

Since the differential effect of Epo and cEpo on cell proliferation may be
associated to the silencing of transduction pathways by an increase in the
dephosphorylation rate, we analyzed the expression and activity of the tyrosine

phosphatase 1B (PTP1B), involved in the the desregulation of Epo’s signalling. We
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found that PTP1B induction is significantly higher with cEpo, an increase which
seems to be linked with the rise in intracellular calcium induced by this factor.
Co-localization of PTP1B and RPc supports the conclusion that the enzyme
dephosphorylates Epo’s signalling faster than that of cEpo, thus interrupting
pathways of survival, and consequently, of proliferation. This explains, at least in

part, the differential effects of Epo and cEpo on erythroid cells.

Keywords: erythropoietin, carbamylated erythropoietin, cell proliferation,
erythropoietin receptor, B common receptor, tyrosine phosphatase 1B,

erythropoiesis, neuroprotection.
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ERITROPOYETINA Y ERITROPOYESIS

La hematopoyesis es el proceso mediante el cual se producen las células
sanguineas en la médula 6sea a partir de una Gnica stem cell pluripotente. Esta
célula, con alta capacidad de autorrenovaciéon durante toda la vida del individuo
puede dar origen a todas las lineas celulares, tales como eritrocitos, granulocitos
(neutrofilos, eosinodfilos y baséfilos), 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 al diferenciarse pierden su multipotencialidad en forma gradual. Este
proceso de diferenciaciéon es irreversible y da lugar a la formacién, principalmente,
de células unipotenciales y bipotenciales y muy escasamente hacia células
multipotenciales.

La eritropoyesis es un complejo proceso multifasico que involucra la
diferenciacion de células "stem' hematopoyéticas a eritrocitos o globulos rojos
maduros.

La hormona glicoproteica eritropoyetina (Epo) pertenece filogenéticamente a la
familia de las citoquinas, entre las que se encuentran también somatotropina,
prolactina, interleuquinas 2-7 y los llamados “Factores Estimulantes de Colonias”
G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor), M-CSF (macrophage colony-
stimulating factor) y GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor).

En el cuerpo humano, el 85-90% de la Epo se forma en el rifién, en el endotelio
de los capilares situados alrededor de los canales nefriticos, y en un 10-15% en
los hepatocitos del higado (Lacombe et al, 1988; Fisher, 2003). Su funcién
reconocida, aunque no la Unica, es la regulaciéon de la produccién de eritrocitos,
constituyendo un factor critico para mantener la supervivencia celular (Koury et
al, 1988). Esta funciéon tan importante es la que ha dado lugar a un gran
desarrollo en la investigacion de la fisiologia de la eritropoyetina.

Su sintesis es estimulada por los niveles de oxigeno tisular. La hipoxia lleva a la
translocaci n de la subunidad alfa del “Factor Inducido por Hipoxia” (hypoxia
induced factor, HIF) desde el citoplasma al nucleo de las células productoras de
Epo (Lacombe y Mayeux, 1998). Alli, el HIF se enlaza a la subunidad p (HIF-)

acompanante, de donde se origina el heterodimero HIF-1. Este se enlaza otra vez
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con el factor de transcripcion CREB y con p300 formando un complejo proteico de
tres elementos que inician la transcripcion del gen de la Epo (Iyer et al, 1998).

Una vez sintetizada, la Epo circulante llega hasta la médula o6sea donde
estimula a las células progenitoras eritroides para lograr su proliferacion y
maduracioén hacia la formacién de eritrocitos.

La hormona tiene tres efectos sobre sus células target. Promueve proliferacion y
diferenciacion de progenitores eritroides mientras previene de muerte celular
programada (Koury y Bondurant, 1990). Su accion biolégica mas importante
ocurre a nivel de las células progenitoras eritroides tempranas BFU-E (burst-
forming units-erythroid) y tardias CFU-E (colony-forming units-erythroid) debido a
que, en formas eritroides mas maduras, va disminuyendo el nimero de receptores

hasta no ser detectable su expresion en eritrocitos.

Origen de la Eritropoyetina y Eritropoyetina recombinante humana

En el afio 1906, Carnot y Deflandre, realizaron un ensayo en el cual, luego de
haber inducido un sangrado en conejos, se recolectaba plasma de los mismos y se
lo inyectaba a conejos no tratados. La observaciéon de un incremento notorio en el
numero de reticulocitos sugiri6 la existencia de un elemento humoral al que
denominaron “hemopoietine”. Dicha hip tesis fue confirmada por estudios
posteriores (Reissmann, 1950; Erslev et al, 1953). Posteriormente, se denominé
“eritropoyetina” a la sustancia que regulaba la sintesis de los glébulos rojos
maduros.

La obtencién, purificacién y caracterizacion de la Epo permitio su estudio a
nivel fisiolégico y terapéutico. Desde ese momento, numerosos trabajos han
permitido demostrar la estructura y funcion, avanzando, asi, en el estudio de los
mecanismos de accion de esta proteina.

En 1977, Miyake y colaboradores lograron purificar la Epo humana, lo que
permitié su secuenciacion y subsecuente identificacion del gen de Epo.

Investigadores de la Universidad de Columbia desarrollaron el protocolo de
sintesis de Epo. Dicha técnica fue patentada y su licencia fue obtenida por la
empresa Amgen (EUNA). En la década del 80, comenzaron las pruebas clinicas de
la Epo (Epogen, Amgen) presentando resultados positivos para su uso
farmacolégico (Eschbach et al, 1987).

En 1985, Lin y colaboradores aislaron, a partir de una biblioteca genémica, el
gen de la eritropoyetina humana. Esto permitié, la expresion del gen de la Epo

humana en células, principalmente en células CHO (Davis et al, 1987).
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En 1987, Eschbach reporté pruebas con rhuEpo en pacientes renales en los
cuales la anemia fue corregida (Eschbach et al, 1987).

En 1989, la FDA (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos de
Norteamérica aprob6 la forma sintética Epogen, para el manejo de la anemia en
pacientes con insuficiencia renal créonica sometidos o no a dialisis.

Después de la identificacion, aislamiento y clonacion (Marsden, 2006) del gen
de la Epo humana, varios estudios impulsaron la obtencion de esta hormona de
forma recombinante mediante ingenieria genética. Este procedimiento ha
permitido la provision de cantidades de Epo adecuadas para el uso clinico
terapéutico y para completar estudios quimicos y biofarmacéuticos. La rhuEpo ha
sido empleada en el tratamiento de la anemia causada por diferentes afecciones
como cancer, SIDA, insuficiencia renal y cirugia y, desde hace una década, se

investiga su efecto en la proteccion de células cerebrales (Marti, 2004).

Estructura de la eritropoyetina

El gen de la Epo se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7 en la region
ql1-q22 y codifica una proteina de 193 aminoacidos. Cuatro cadenas de
carbohidratos, tres unidas a N-asparraginas (residuos 24, 38 y 83) y una, unida a
O-serina (residuo 126), que constituyen, aproximadamente, 40% de la masa
molecular (Wen et al, 1994), consisten en un residuo O-glicosidico (Ser 126) y tres
N-glicosidicos (Asn 24, Asn 38 y Asn 83). Las cadenas laterales estan formadas
por los monosacaridos manosa, galactosa, fucosa, N-acetilglucosamina, N-
acetilgalactosamina y acido sialico. A su vez, el grado de glicosilaciéon puede variar
de acuerdo a la fuente y al método de obtencién de la proteina recombinante. Las
cadenas de carbohidratos protegen a la proteina de la degradacion por radicales
libres. Una modificacion post-traduccional genera un corte de los 27 aminoacidos
terminales y la accién de una carboxipeptidasa provoca la pérdida de la arginina
C-terminal (residuo 166). A partir de estas dos modificaciones se obtiene una
proteina de 165 aminoacidos que contiene dos puentes disulfuro, los cuales unen
residuos de cisteina en posiciones 7-161 y 29-33 (Wang et al, 1985). La hormona
activa de 165 aminoacidos tiene una masa molecular de, aproximadamente, 34
kDa si esta glicosilada y 18,4 kDa si se excluyen los carbohidratos (Figura A).

Contrariamente a los aminoacidos constantes de la molécula de Epo, las
estructuras de azltcares son variables. En este sentido, se habla de
microheterogeneidad de la molécula, la cual se presenta no sélo en la molécula

natural sino también en la proteina recombinante humana. Esta heterogeneidad
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estda dada, por una parte, por secuencias variables de monosacaridos de las
cadenas laterales, y por otra parte, por una cantidad variable de N-
acetilneuraminico. Este ultimo, también conocido como acido sialico, es decisivo
para la actividad biologica de la glicoproteina, ya que, cuanto mayor es el
contenido de acido sialico, mas prolongada es la vida media de la hormona en

sangre.

— Disulfuro N-acetilglucosamina
Q@ Manosa N-acetilgalactosamina
@ Galactosa B 4cido sidlico

@® Aminoacido g Fucosa

(www.eritropoyetina.com)

Figura A: Estructura de la eritropoyetina.

Eritropoyetina: Accion en tejidos no hematopoyéticos

El hallazgo tanto de la sintesis de Epo como de la expresion de su receptor
(REpo) en diversos tejidos sugiri6 que su rol se extenderia mas alla de la
supervivencia de las células inmaduras eritroides para permitirles cumplir con su
programa de diferenciacion y proliferacion.

La alta eficacia de la Epo observada en modelos de isquemia neuronal, renal y
cardiaca (Jelkmann, 2004; Grasso et al, 2004; Rossert y Eckardt, 2005) parece
estar asociada a la activaciéon de multiples caminos de proteccién que incluyen
inhibicién de apoptosis.

La existencia de la expresion de Epo y de su receptor en el tejido cerebral
sugiere su participacion en un sistema neuroprotector endogeno en el cerebro de
mamiferos (Marti et al, 2004). La efectividad de la Epo como neuroprotector ha

sido probada en modelos de dano del sistema nervioso en ratén, rata y conejo,
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incluyendo isquemia cerebral focal y global, donde se ha visto que reduce la
muerte neuronal (Brines et al, 2000; Siren et al, 2001; Catania et al, 2002;
Erbayraktar et al, 2003). Aunque todavia se investiga el mecanismo
neuroprotector de la Epo, se ha planteado que potencia mecanismos
antiapoptoéticos y antioxidantes, base de su accion neurotrofica, antiinflamatoria,
angiogénica y moduladora de la actividad neuronal (Ehrenreich et al, 2002). Se ha
reportado que la Epo constituye un importante factor de induccion de
neurogénesis durante las etapas tempranas del desarrollo embrionario (Genc et al,
2004).

El hallazgo de que ambos, la produccion de Epo y la expresion de su receptor
especifico REpo en distintas zonas del cerebro embriénico y fetal, sustenta la
hipétesis que le confiere a la Epo una funciéon primordial en ese estadio del

desarrollo del sistema nervioso central (Genc et al, 2004; Sola et al, 2005).

ERITROPOYETINA Y SU RECEPTOR

La activacion celular por Epo se inicia por union de la hormona a su receptor
especifico REpo, el cual pertenece a la familia de los receptores de citoquinas,
cuyas caracteristicas estructurales comunes consisten en dos o mas dominios
similares a los de la inmunoglobulina, cuatro residuos de cisteina y la secuencia
extra-celular WSXWS (Triptofano-Serina-Aminoacido variable-Triptofano-Serina).

La union de Epo a su receptor induce un homodimero del receptor, iniciando
un proceso que desencadena una cascada de sefalizacion intracelular, la cual
conduce a la transcripcion de genes target (Mulcahy, 2001). Asimismo, la
interacciéon Epo/REpo con tirosina fosfatasas (SHP1, SHP2, PTP1B) establece el
balance de la activacion celular apagando las sefiales por defosforilacion
(Jelkmann et al, 2007; Wojchowski et al, 2010). Por otra parte, luego de la
activacion por Epo, el receptor es rapidamente ubiquitinado en la superficie
celular. El dominio intracelular del REpo es degradado por proteasomas,
removiendo todos los residuos fosforilados de tirosina, lo que previene
transduccion de sefales posteriores. El resto del complejo Epo/REpo es

internalizado y degradado en los lisosomas (Meyer et al, 2007).
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(Adaptacion de www.eritropoyetina.com)

Figura B: Homodimerizacion del receptor de eritropoyetina.

MECANISMO DE ACTIVACION CELULAR POR ERITROPOYETINA

Como fue mencionado anteriormente, al interaccionar con Epo el receptor
conforma un homodimero con dos subunidades idénticas, el cual activa una
quinasa acoplada al REpo, via transfosforilacion. Ademas, distintos residuos de
tirosina enlazados al REpo se fosforilan y sirven como estacion de acoplamiento
para varias proteinas, las que a su vez, activan diferentes cascadas de
sefializacion (Figura B).

El mecanismo de senalizacion de Epo/REpo depende, principalmente, de la
activacion de dos familias de proteinas intracelulares, las Janus quinasas (Jaks) y
las STATs (signal transducers and activators of transcription). A esta via de
senalizacion se la conoce, habitualmente, como la via Jak-STAT.

La Jak2 activa, asociada constitutivamente al REpo, fosforila los ocho residuos
de tirosina que se encuentran en el dominio distal citoplasmatico del REpo. A su
vez, estos residuos de fosfotirosina proveen sitios de anclaje para proteinas de
seflalizacion intracelular que contienen dominios con homologia Src (SH2), tales
como SHP1, SHP2, fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), proteina mitégeno activadas
(MAP) y el transductor de seniales y activador de la transcripcion STATS. Esta
activacion celular da lugar a la modulacion de la expresion de diversos genes.

La Epo regula la producciéon de globulos rojos principalmente por prevencion de
la apoptosis de los progenitores eritroides y dicho proceso es mediado por la

activacion de PI3K (Zhande y Karsan, 2007), la cual emerge como un importante
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constituyente de caminos de senalizacion criticos. Tras su activacion por factores
de crecimiento peptidicos o por hormonas (en este caso, por Epo), la via de
senalizacion de PI3K media gran cantidad de respuestas celulares, incluyendo las
que se desarrollan en neuronas. La activacion de PI3K conduce a la produccion,
en pocos segundos, de fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3), molécula a la que
pueden unirse quinasas que poseen dominio PH (pleckstrin homology). Estos
dominios se encuentran en varias prote nas, tales como PDK1 (3’-
phosphoinositide-dependent kinase 1) y Akt/PKB (protein kinase B), ambas con un
rol central en los efectos de transformaciéon derivados de la actividad de PI3K.
Varios efectos biolégicos de PI3K son mediados por la fosforilacion de Akt; en
particular, esta via se ha visto comprometida en acciones antiapoptéticas.

A nivel del sistema nervioso, se ha demostrado que Epo activa las vias
PIBK/Akt y RAS/ERK1/2, ambas involucradas en los efectos troficos, de
supervivencia, de proliferaciéon y antiapoptéticos de Epo. En este tejido, la
hormona modula también los niveles de calcio intracelular y activa los factores de
transcripcion STAT y NF-kB. Mientras que este ultimo factor de transcripcion
media la accion antiapoptotica de la Epo en neuronas asi como también la accion
trofica de neural stem cells, la accion de STAT todavia se encuentra en estudio. En
este contexto, se ha sugerido que STATS es necesario para activar mecanismos
troficos de Epo (Byts et al, 2008).

La via de senalizacion PISK/Akt es esencial para el crecimiento celular y la
supervivencia. La interrupcion de la esta via o su regulaciéon ha sido relacionada
con una variedad de enfermedades tumorales y coronarias. Las proteinas FOXO
en mamiferos (FOXO1, FOXO03, FOX04), un subgrupo de factores de transcripcién
Forkhead, es uno de los principales blancos caracterizados de la via de

sefializacion de PI3K/Akt (Szenajch et al, 2010) (Figura C).
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Figura C: Vias de sefializacion activadas por eritropoyetina.
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Uno de los sustratos de Akt es FOXO3a. Akt regula negativamente la
fosforilacion de FOXO3a, factor de transcripcién que regula la expresion del factor
inhibitorio de la proliferacion p27kirl) el cual es a su vez regulado también
negativamente por Akt. La fosforilacion de FOXO3a genera su acumulacion
citoplasmatica al ser retenido a través de su uniéon a proteinas 14-3-3, y en
consecuencia es incapaz de estimular la expresion de p27kirl, También es
translocada y retenida en citoplasma por las proteinas 14-3-3, la proteina p27kip!
que se encontraba fosforilada en el nucleo, permitiendo la progresion del ciclo

celular y, en consecuencia, la proliferacion celular (Nakao et al, 2008) (Figura D).

Ciclina P27%P1  Transcripcion
D/E -____"_ : _ \

Proliferacion celular

(Adaptacion de www.carcinogenesis.com)

Figura D: Via de proliferacion celular de la eritropoyetina.

Rol de p27kir! en el control del ciclo celular

La regulacion del ciclo celular, proceso por el cual una célula se duplica y da

lugar a dos células hijas, es un aspecto esencial durante todas las fases de
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desarrollo de los animales, desde el estadio de zigoto hasta el desarrollo postnatal.
El ciclo celular se ha dividido arbitrariamente en 5 fases:

* G1: fase inicial del ciclo durante la cual la célula se prepara para duplicarse.

* S: fase de replicacion (sintesis) del ADN.

* G2: fase en la que se comprueba que la duplicacion del material genético ha
sido correcta antes de pasar a la fase siguiente. Si hay errores importantes que no
pueden corregirse, la célula inicia el proceso de muerte celular por apoptosis.

* M: fase de mitosis que da lugar a las dos células hijas.

* GO: fase adicional del ciclo celular en la que la célula se encuentra en un
estado de reposo. Si no ha iniciado la replicacion del ADN, la célula puede
“detenerse” en G1 y permanecer en estado de reposo durante d as, semanas o
incluso afios si no recibe estimulos mitogénicos.

Los niveles de p27kirl se encuentran normalmente elevados durante la fase
GO/G1 y disminuyen rapidamente por accion de mitégenos, permitiendo que las
células entren en la fase S. Entre los factores mitogénicos se destacan ciertas
hormonas y factores de crecimiento. Por el contrario, existen sefales
fisiopatologicas que provocan la quiescencia celular aumentando los niveles de
p27kip1,

La abundancia de p27kirl esta controlada por multiples mecanismos: a)
inactivacion por interaccion con otras proteinas (Sherr y Roberts, 1999), b)
mecanismos transcripcionales (Servant et al, 2000), c) mecanismos traduccionales
(Hengst y Reed, 1996; Millard et al, 1997; Miskimins et al, 2001) y d) proteolisis.
Se ha demostrado que inhibidores de la quinasa activada por mitégeno (MEK) y de
PI3K, inducen la expresion de p27kirl en la fase G1. Por otra parte, inhibidores de
la actividad de la proteina quinasa B (Akt) inducen la acumulacion de p27kirl en la
fase S. Estas observaciones proporcionan una conexiéon molecular entre vias de
transduccion de sefales y el control de ciclo celular mediado por p27kirl.

El control del ciclo celular esta regulado por la accion de al menos tres familias
de proteinas altamente especializadas: las ciclinas, las proteinas quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs, de cyclin-dependent protein kinases), y las CKls,
proteinas que actian como inhibidores de CDKs. Las ciclinas, llamadas asi
porque sufren un ciclo de sintesis y degradacion en el transcurso de cada division
celular (Evans et al, 1983; Pines, 1995), se unen a las CDKs y controlan su
capacidad para fosforilar las proteinas dianas. Las CKIs son proteinas que se
unen a las CDKs regulando negativamente su actividad.

Las CKIs se clasifican en dos familias: a) La familia INK (p15Ink4b, pl6ink4a,

pl8Ink4c y pl9Ink4d), caracterizada por inhibir especificamente las quinasas
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CDK4 y CDK6; y b) La familia CIP/KIP (p21Cirl, p27Kirl y p57Kir2), caracterizada
por tener un amplio espectro de inhibicién, aunque son mas activas contra la

quinasa CKD2 que contra las quinasas CDK4 y CDK1 (Figura E).

Transcripcion
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Taq polimerasa)

(Adaptada de Sanz Gonzalez, 2006)

Figura E: Proteinas implicadas en el control del ciclo celular en

mamiferos, Progresion del ciclo celular.

ERITROPOYETINA Y APOPTOSIS

Actualmente, se considera que la Epo no sélo es responsable del compromiso
del linaje eritroide. Existe cada vez mas evidencia que apoya la hipétesis de que la
Epo actia, fundamentalmente, en el mantenimiento de la viabilidad celular
mediada por la activacién del REpo a partir de lo cual se desencadena la
transduccion de senales antiapoptéticas.

En distintos modelos en los que se investigé la accion de Epo frente a formas
variadas de dafio celular capaz de inducir muerte programada de células de
distintos tejidos se ha observado la activacion de factores antiapoptoticos. El

efecto neuroprotector atribuido a la Epo implicaria la activacion de distintas vias,
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a través de las cuales, dependiendo del origen del dafno, se produciria la reversion
de la muerte celular mediada por inhibidores de la apoptosis.

La notable actividad de la Epo en la proteccion tisular ha sido demostrada en
modelos de isquemia neuronal, renal y cardiaca (Sirén et al, 2001; Jelkmann,
2004; van der Kooij et al, 2008). La alta eficacia de la Epo, observada en estos
modelos, depende de la activacion de maultiples caminos de proteccién que
incluyen inhibicion de muerte por apoptosis, restauracion de la autoregulacion
vascular e incremento de funciones reconstituyentes (Grasso et al, 2004). En
ensayos in vitro de nuestro laboratorio demostramos mecanismos de efectos
neuroprotectores de Epo sobre células de origen neuronal, ante la exposicion a
staurosporina, a TNF-o. o a medios condicionados de microglia activada (Pregi et
al, 2006; Pregi et al, 2009; Wenker et al, 2013). Ademas, células eritroides,
sensibles a la acciéon proapoptotica de TNF-a, fueron protegidas por
pretratamiento con Epo. Un hallazgo novedoso fue la participacion de Epo en la
prevencion de la regulacion negativa de c-FLIP (FLICE-inhibitory protein),
impidiendo, de esa forma, la accion perjudicial de la citoquina proinflamatoria
(Vittori et al, 2010). Por otra parte, también se detect6 un efecto de proteccion
directa de Epo sobre eritrocitos maduros sometidos a estrés oxidativo. El efecto
antioxidante de Epo podria explicarse por una acciéon como scavenger de radicales
libres, protegiendo asi las membranas de los glébulos rojos de la peroxidacién

lipidica (Vota et al, 2013).

Proceso apoptotico

La muerte celular programada o apoptosis es un mecanismo genéticamente
programado y energéticamente dependiente. A nivel fisiologico, este proceso es
fundamental durante el desarrollo y mantenimiento tisular (Budd et al, 2000;
Paschos et al, 2008). La célula posee todos los componentes necesarios para la
regulacion de la muerte celular programada y tanto la prevencion como la
induccién de la apoptosis son el resultado de un balance entre sefiales anti y
proapoptoticas intrinsecas de la célula, las cuales se encuentran controladas por
factores externos (Kumar y Cakouros, 2004). La naturaleza de dichos factores es
variada. Por un lado se encuentran aquellos elementos que favorecen la
supervivencia celular, como los factores de crecimiento y algunas hormonas,
mientras que por otro lado citoquinas proinflamatorias, estrés oxidativo, efectores
citotoxicos y danos irreversibles en el material genético constituyen factores

proapoptoticos (Benn y Woolf, 2004). La induccién inadecuada de este tipo de
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muerte celular a raiz de un desbalance bioquimico durante condiciones
patologicas, tales como sindrome autoinmune, dano isquémico o enfermedades
neurodegenerativas, resulta en una disfuncién tisular (Elmore et al, 2007;
Paschos et al, 2008).

Las células apoptoticas pueden ser reconocidas por cambios morfolégicos
tipicos: contraccion celular y aumento de la densidad intracelular por salida de
liquido e iones intracelulares, asi como cambios en la composicion de la
membrana plasmatica que llevan a la formaci n de “cuerpos apopt ticos”.
Ademas, las células sufren alteracion del citosol, agregacion de mitocondrias y
ribosomas, condensaciéon y fragmentacion de la cromatina (Dean, 2008). Los
cuerpos apoptéticos son captados por los macréfagos y, de esta forma, son

removidos del tejido sin inducir una respuesta inflamatoria (Figura F).

NORMAL

i“ﬁ N (4 s
| L »
Yo 2@ o) O@ cuerpos

apoptoticos

NECROSIS APOPTOSIS

(www.10.uniovi.es)

Figura F: Cambios morfologicos en el proceso de apoptosis.

Vias del proceso apoptéotico: intrinseca y extrinseca

El proceso de activacion de muerte celular programada se puede desarrollar por
dos vias, extrinseca e intrinseca.

La via extrinseca es mediada por la activaciéon de receptores de muerte, los
cuales se caracterizan por presentar un dominio de muerte (DD, death domain).

La activacion de este tipo de receptores inicia el reclutamiento y activacion de
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caspasas iniciadoras de la eventual muerte celular (Donovan et al, 2004; Benn et
al, 2004; Dean, 2008).

La via mitocondrial o intrinseca es mediada por danos a nivel de la
mitocondria. Las causas que pueden provocar dicho evento son de naturaleza
variada, destacandose el estrés oxidativo, radiaciones ionizantes y alteracion de la
homeostasis del calcio, entre otras (Benn et al, 2004; Donovan et al, 2004). La via
intrinseca de activacién se caracteriza por una disminucion en el potencial de la
membrana mitocondrial, acompanada por la liberacion de proteinas (citocromo c,
SMAC/DIABLO, apoptosis-inducing factor-AlF) desde dicha organela hacia el
citosol, las cuales generan la activaciéon de una cascada proteolitica, mediada,
generalmente, por caspasas (Benn et al, 2004; Dean, 2008).

Una vez activado el proceso apoptotico, la interaccion entre los diferentes
integrantes de cada via, extrinseca e intrinseca, logra incrementar el efecto letal
(Johnson et al, 2000).

La decisibn de morir por parte de la célula, depende de la localizacion
subcelular de los miembros de la familia Bcl2 (B-cell leukaemia/lymphoma-2)
(Benn et al, 2004).

Entre los factores antiapoptéticos se encuentran Bcl2, BelX, BelXi, BelXs, Belw
y BAG, mientras que entre los agentes proapoptoticos se destacan Bcll0, Bax,
Bak, Bid, Bad, Bim, Bik y Blk (Elmore et al, 2007). Estas proteinas cumplen un
rol importante, dado que pueden determinar la supervivencia o la muerte de la

célula.

TERMINACION DE LA SENALIZACION DE LA ERITROPOYETINA

Distintos mecanismos, tales como internalizacion y degradacién del REpo
mediada por proteasoma, asi como la finalizaciéon de sefiales intracelulares por la
activacion de fosfatasas contribuyen a modular la respuesta de la Epo (Figura G).

Estudios realizados por Walrafen y colaboradores (2005) han sugerido que el
REpo activado seria rapidamente degradado luego de su ubiquitinizacién por dos
sistemas proteoliticos que actiian secuencialmente: el proteasoma removeria parte
del dominio intracelular y los lisosomas degradarian la parte remanente del
complejo hormona-receptor.

Dado que los procesos de fosforilacion son mecanismos post-traduccionales
fundamentales para un vasto espectro de procesos celulares, la activaciéon de
fosfatasas constituye un evento crucial para mantener en balance la homeostasis

celular.
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La familia de las proteinas CIS/SOCS (proteinas con dominio SH2 inducibles
por citoquinas/supresores de senalizacion de citoquinas), juegan un papel
importante en la regulacion negativa de la via de senalizacion del REpo. Los genes
que codifican para las proteinas SOCS son regulados al inicio de la via de
senalizacion de Epo. Las proteinas SOCS se unen al residuo de tirosina Y401 del
REpo compitiendo por el sitio de uniéon de STATS. Las proteinas SOCS también
participan en la ubiquitinizacién de los sustratos a los cuales se unen (Sasaki et
al, 2000; Ketteler et al, 2003). SOCS-1/3 se une al dominio de activacion de Jak2
(Ungureanu et al, 2002), y recluta la maquinaria de ubiquitinizacion e induce la
propia degradacion de Jak?2.

Las proteinas tirosina-fosfatasas (PTPs) son enzimas que catalizan la
defosforilacion de residuos tirosina. En la regulacion de la activacion por Epo han
sido implicadas cuatro fosfatasas: las fosfatasas con dominios SH2, SHP1 y SHP2,
las fosfatasa CD45 y la proteinas tirosina fosfatasa 1B (PTP1B). SHP1 se asocia a
los residuos de tirosina Y429 y Y431 de REpo (Klingmuller et al, 1995). La tirosina
fosfatasa SHP2, un regulador negativo crucial, se une al residuo Y401 del REpo
(Tauchi et al, 1996). CD45 es una fosfatasa que actiia sobre Jak2 (Irie-Sasaki et
al, 2001), asi como la fosfatasa PTP1B que también defosforila a Jak2 (Myers et
al, 2001).
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REpo
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(Adaptacion de Richmond et al, 2005)

Figura G: Regulacion negativa de la sefalizacion mediada por el REpo.

PROTEINA TIROSINA FOSFATASA 1B

La PTP1B es un miembro prototipo de la familia de Proteinas Tirosina
Fosfatasas (PTPs). Esta fosfatasa, esta localizada tanto en el citosol como en la
membrana del reticulo endoplasmatico. Inicialmente fue aislada como una
proteina de 37 kDa (Tonks et al, 1988). Sin embargo, el secuenciamiento de su
ADNCc revel6 una isoforma de 50 kDa que incluia una extension de 114 residuos
contiguos al extremo C-terminal del sitio catalitico (Guan et al, 1990). Como su
dominio catalitico apunta al citosol, la PTP1B puede defosforilar su sustrato a
través de la extensa y ramificada red ocupada por el reticulo endoplasmatico (RE).
Recientes estudios bioquimicos y fisico-quimico por FRET (fluorescence resonance
energy tranfer) y BRET (bioluminescence resonance energy tranfer) han demostrado

la existencia de una interaccién directa entre la PTP1B asociada al RE y su
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sustrato inmerso en la membrana plasmatica. Esto puede ocurrir durante su ruta
biosintética hacia la membrana plasmatica después de ser endocitada (Haj et al,
2002; Cohen et al, 2004). Existen tres modelos que pueden explicar el encuentro
entre la PTP1B y su sustrato unido a la membrana:
a) La PTP1B es liberada del RE por remocion catalitica de su secuencia
de anclaje (Frangioni et al, 1992).
b) Los sustratos de PTP1B son entregados desde la membrana al RE
por medio de vesiculas intracelulares (Haj et al, 2002).
c) La uniéon local de membrana del RE con la membrana plasmatica
podria permitir una interaccion directa de las proteinas inmersas en el area

en contacto (Hernandez et al, 2006).

Regulacion de PTP1B

A nivel post-traduccional, la evidencia indica que la PTP1B sufre cambios en la
fosforilacion de residuos de serina dependientes del ciclo celular (Schiviella et al,
1993). En células mitéticas se encuentra ampliamente fosforilada, hecho que se
revierte al finalizar este proceso. Schifrin y colaboradores (1997) demostraron que
los mismos residuos de serina fosforilados durante la mitosis también sufren esta
modificacion luego de un shock osmoético o de la utilizaciéon de inhibidores de
fosfatasas o de sintesis de proteinas. Ademas se ha reportado que la presencia de
residuos de tirosina fosforilados (Liu y Chernoff, 1997) correlaciona con un
aumento significativo de la actividad de la fosfatasa.

Por otra parte, la PTP1B es sensible a la ruptura proteolitica por calpaina
(proteina dependiente de calcio) generando una isoforma soluble de 42 kDa que
carece de, aproximadamente, 75 residuos del extremo C-terminal y que tiene
mayor actividad respecto de la isoforma de 50 kDa, sugiriendo un rol de dicho
extremo en la supresion de la actividad de la enzima (Frangioni et al, 1993;
Kuchay et al, 2007).

La PTP1B se relaciona con la regulacion de vias de sefializacion que involucran
la fosforilacién de tirosina inducida por factores de crecimiento, citoquinas y
hormonas y, en la ultima década ha sido objeto de intensivos estudios de interés
farmacolégico debido a su rol en los metabolismos de insulina y leptina. Esto le
confiere una participacion importante en disfunciones organicas, tales como
diabetes y obesidad y, mas recientemente, el conocimiento de su participaciéon en

enfermedades neoplasicas humanas (Feldhammer et al, 2013).
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Se ha demostrado, también, la intervencion de la PTP1B en la terminacion de la
senalizacion inducida por Epo. En estudios realizados con mutantes de PTP1B,
Cohen y colaboradores (2004) observaron que esta fosfatasa modula la via de
senalizacion iniciada por Epo mediante la defosforilaciéon de su receptor o de las
proteinas que participan en dichas vias tales como Jak2 y STATS.

En trabajos previos de nuestro laboratorio se demostré que no sélo la PTP1B
regula la via de senalizacion Epo/REpo, sino que la expresion de la fosfatasa es, a
su vez, regulada reciprocamente por Epo. Dicha regulacion resulté ser especifica
de cada linea celular —-UT-7 y TF-1- y dependiente del estadio de diferenciacion
eritroide. La regulacion observada involucra algunas proteinas intermediarias de
la via de senalizacion del REpo, tales como Jak2 y PI3K, asi como la participaciéon
de calcio, un mensajero molecular universal (Callero et al, 2007, Callero et al,
2011).

RELACION ESTRUCTURA PROTEICA-FUNCION DE LA ERITROPOYETINA

En la actualidad, el tratamiento con rhuEpo tiene reconocida eficacia para el
manejo de la anemia y sus sintomas en pacientes renales, hematolégicos y
oncologicos. No obstante, hay que considerar algunos aspectos que impiden
lograr los resultados esperados, tales como propension a trombosis, aumento de
la presién sanguinea sistémica o modificacién del flujo sanguineo zonal, entre
otras, pueden constituir todavia factores de riesgo (Coleman et al, 2006; Sirén et
al, 2009). Aunque aun no existe suficiente informacién para asegurar una
relacion entre la administracion de rhuEpo y los efectos secundarios adversos,
resultados de ensayos clinicos sugieren que la mayor asociacién se establece en
tratamientos con dosis elevadas de Epo, modalidad incorporada, ultimamente,
para reducir la frecuencia de administracion y para intentar revertir la anemia
refractaria. Este hecho transforma al tratamiento en totalmente inaceptable para
su uso como agente protector de tejidos no hematopoyéticos, ya que la
citoproteccion de algunos tejidos, como el sistema nervioso central, requiere dosis
mucho mas elevadas que las empleadas en el tratamiento de la anemia (Brines y
Cerami, 2005).

Ademas, en estos casos, el estimulo de la eritropoyesis resulta
contraproducente, ya que induce un aumento innecesario y perjudicial de la masa
eritrocitaria (Erbayraktar et al, 2003). A ello hay que agregar el porcentaje de
tratamientos ineficaces, debido a resistencia a la rhuEpo, especialmente, en

pacientes cuyas patologias de base son acompafnadas por procesos inflamatorios.
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Con el objeto de evitar estos efectos secundarios y/o de modificar la actividad de
la Epo, se han obtenido proteinas derivadas modificadas en su molécula y
péptidos sintéticos con variada actividad biolégica (Fisher, 2003; Leist et al, 2004).

El elevado contenido de hidratos de carbono de la Epo constituye un
complemento estructural importante desde el punto de vista farmacolégico. El
agregado de dos cadenas de oligosacaridos (Darbepoetin-a, ARANESP, Amgen,
EUNA) le confiere a la proteina una elevada vida media mientras que mantiene
una actividad similar a la de la Epo nativa (Leist et al, 2004). Por el contrario, la
proteina a la que se le ha removido totalmente el contenido de acido sialico
(asialoEPO, Chugai Pharmaceutical Co., Japdén) parece retener su actividad
neuroprotectora disminuyendo su habilidad para modificar el hematocrito pero
tiene una vida media extremadamente corta. Mas que la modificacion molecular,
lo que dificultaria la activacion de los precursores eritroides en la médula 6sea
seria la dificultad de la asialoEpo para interaccionar con las células target, debido
al corto tiempo de sobrevida (Erbayraktar et al, 2003; Leist et al, 2004).

Las modificaciones quimicas de la Epo, como guanidinacién o carbamilacién de
residuos de lisina, altera no sélo la conformacién molecular sino también su
actividad biolégica (Mun y Golper, 2000). Entre estas proteinas modificadas, la
ertropoyetina carbamilada es la entidad que ha sido motivo de mayor

investigacion.

ERITROPOYETINA CARBAMILADA

En el proceso conocido como carbamilacién, el anién cianato reacciona

irreversiblemente con los grupos amino de aminoacidos, péptidos y proteinas.

9
||
HN=C=0 + H,N/ /v — HN-CNH/ UV

Acido Péptido Amino Terminal Carbamilada
Isocianico
(Lisina)

Figura H: Reaccion de carbamilacion proteica.
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La carbamilacion de la Epo consiste en el agregado de grupos cianato a los 8
residuos de lisina de la proteina (“K” en la figura I), generando la neutralizacion

de cargas positivas.

1
APPRLICDCRVLERYLLEAKEAENYTTGCAEHCSLNENYTVPDTKVNFYA
— |
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(Biotecnologia Aplicada 2003;20:214-219)

Figura I: Grupos lisinas que contiene la eritropoyetina.

El tratamiento de ratas con Epo carbamilada (cEpo) resulté ineficaz para
modificar los parametros hematolégicos, sugiriendo estos resultados la pérdida de
actividad biolégica debido a la transformacién de la molécula por carbamilacién
(Park et al, 2004). En ensayos experimentales se demostro la incapacidad de cEpo
para inducir el desarrollo de colonias hematopoyéticas a partir de células CD34+
de médula ésea (Coleman et al, 2006). Leist y colaboradores (2004) reportaron que
la cEpo no presenta actividad hematopoyética aunque mantiene una accién
antiapoptoética sobre células neuronales de la linea P-19. También han sido
reportados resultados de experiencias in vivo en las que se observo un efecto
neuroprotector de la cEpo en modelos de dafio tisular por hemisecciéon de médula
espinal (King et al, 2007), por exposicion a hipoxia (Fantacci et al, 2006),
encefalomielitis experimental autoinmune (Brines et al, 2000) o isquemia focal
cerebral (Wang et al, 2007), abriendo de esta manera, un camino promisorio para
la aplicacién farmacolégica de la nueva molécula. Esta actividad anti-apoptotica
no-eritropoyética fue evaluada en numerosos ensayos in vitro y en animales de
experimentacion (Brines et al, 2004; Coleman et al, 2006; Fantacci et al, 2006;
Wang et al, 2007; Xu et al, 2009).
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ERITROPOYETINA CARBAMILADA
Y RECEPTORES INVOLUCRADOS

Algunos autores proponen que la acciéon eritropoyética de la Epo depende del
receptor homodimérico (REpo)2, mientras que la acciéon antiapoptética en
distintos tejidos estaria mediada por un receptor heterodimérico (Brines et al,
2004), un complejo formado entre una subunidad de REpo y el receptor f common
(RBc), subunidad de los receptores utilizados por el factor de crecimiento GM-CSF
y las citoquinas IL-3 e IL-5 (Jubinsky et al, 1997). Este concepto se basa en la
evidencia proveniente de diversos resultados. La afinidad de la Epo por receptores
localizados en neuronas es sustancialmente menor que la de Epo por el
homodimero (REpo)2 de los progenitores eritroides (Livnah et al, 1999). Ademas,
Epo protegié a cardiomiocitos de la apoptosis inducida por staurosporina en
ratones wild-type pero, en contraste, el efecto citoprotector no se manifesté en
ratones knockout para Rfc (Brines et al, 2004). Estos mismos autores sostienen
también la hipdtesis de que cEpo tiene actividad antiapoptédtica asociada a su
union a la entidad heterodimérica REpo/Rfc. Anteriormente, la diferente
actividad entre Epo y cEpo en tejidos hematopoyético y no-hematopoyéticos habia
sido adjudicada a acciones mediadas por distintos receptores (Masuda et al,
1993). Sin embargo, aunque los ensayos experimentales identifican a REpo y Rfc
como componentes del receptor que media la proteccion tisular, quedan todavia
muchos aspectos por aclarar, en particular, acerca de la interacciéon de la Epo y

sus variantes con el receptor y sobre los caminos de sefializacién.

Caracteristicas del receptor B common

La subunidad B common es compartida por los receptores de IL-3, IL-5 y GM-
CSF (Bazan 1990; Nicola, 1994; Rozwarski et al, 1994; Murphy y Young, 2006).
Sin embargo, fc es sélo una subunidad del receptor heterodimérico completo para
estas citoquinas y por si sola no es capaz de unirse a sus ligandos (Hayashida et
al, 1990; Tavernier et al, 1991; Kitamura et al, 1991); cada uno tiene, ademas,
una subunidad del receptor o tUnica (RalL-3, RalL-5R, o RoaGM-CSF,
respectivamente) que sélo se une a su ligando especifico. La subunidad o es
esencial para la activacion celular y critica para permitir que Bc atraiga a la

citoquina, proporcionando de este modo la proximidad fisica y conformacional
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necesaria de Ra/fc para iniciar la se alizaci n intracelular y generar un efecto

fisiolégico (Figura J).

-
( )IL-3, IL-5 or GM-CSF e

(Martinez-Moczygemba y Huston, 2003)

Figura J: Heteroreceptores formados por la subunidad p common para IL-3,

IL-5 y GM-CSF.

Tanto las subunidades o de IL-3, IL-Sy GM-CSF como el Rfc se caracterizan
por un modulo de homologia extracelular de 200 aminoacidos que contiene
dominios con secuencias conservadas. Estas caracteristicas conservadas incluyen
un motivo WSXWS (amarillo de la figura K) proximo a la membrana, el cual, como
se mencion6é anteriormente, también se encuentra en la zona extracelular del

REpo, préoximo a la membrana plasmatica.
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(Adaptado de Martinez-Moczygemba y Huston, 2003)

Figura K: Estructura de RaIL-3, RaIL-5, RaGM-CSF y Rfc.

Datos actuales indican que el complejo GM-CSFa/f3c preformado seria analogo
a los dimeros preformados de receptores de hormona de crecimiento o de
eritropoyetina y seguiria un modelo de activacién del receptor semejante al de los
mencionados (Murphy y Young, 2006). No obstante, las investigaciones para

comprender la activaciéon de RBc humano siguen progresando.

23



OBJETIVOS

Existen evidencias que sugieren que, cuando todos los residuos de lisina de la
eritropoyetina (Epo) son transformados en homocitrulina por carbamilacion, el
producto resultante eritropoyetina carbamilada (cEpo) pierde su actividad como
factor de crecimiento de células del linaje eritroide. Sin embargo, a pesar de su
modificacion estructural, la proteina mantendria su actividad neuroprotectora,
abriendo un camino promisorio para la aplicacion farmacolégica de la nueva
molécula. Debido a la descripcion relativamente reciente de cEpo, son numerosos
los interrogantes acerca de su verdadera funcién, su similitud o diferencias con la
funcion de la Epo. Mas controversia existe en lo que se refiere a los receptores de
membrana a través de los cuales la Epo y sus derivados ejercen su acciéon en

distintos tejidos, asi como los mecanismos de sefalizacion involucrados.

OBJETIVO GENERAL

Profundizar el conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares que
median las acciones antiapoptética y hematopoyética de la eritropoyetina y de uno
de sus compuestos derivados, la eritropoyetina carbamilada, con el objetivo de
incidir en el futuro sobre estrategias terapéuticas en las que puedan encontrarse

involucradas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Con el fin de explicar la funcionalidad diferencial de Epo y cEpo en tejidos
hematopoyético y no hematopoyéticos, es interesante conocer la via de activacion

celular de ambos factores.

1) Comparacion, mediante ensayos simultaneos, de los efectos mediados por
Epo y por cEpo en la proliferacion y la accion preventiva de muerte
programada en distintas lineas celulares. Se emplearan, como modelo de
linaje eritroide, unidades formadoras de colonias eritroides fisiologicas
murinas y lineas celulares humanas con capacidad de diferenciacion
eritroide (UT-7, TF-1, K562). Como modelo de tejido no hematopoyético, se

empled la linea de origen neuronal (SH-SYSY).
2) Evaluaciéon de la expresion de los receptores postulados como candidatos

para explicar la funcion diferencial entre Epo y cEpo (homodimérico, (REpo)2

y heterodimérico, (REpo-Rfc). Modulaciéon de la expresion de los receptores
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OBJETIVOS

por ambas eritropoyetinas y evaluacion de la participacion en la union

ligando/receptor.

3) Investigaciéon de la via de senalizacion involucrada en la proliferacion

celular.

4) En base a los resultados, evaluar posibles causas responsables de la accion

diferencial entre cEpo y Epo.

Se define la siguiente hipétesis que fundamenta el presente trabajo:

Epo y cEpo se diferencian por su funcién sobre distintos tipos celulares. Este
comportamiento diferencial seria debido a distintos receptores involucrados y a

alteraciones en los caminos de sefnalizacion.

En el marco de esta hipédtesis, el impacto derivado de los resultados obtenidos

seria:

El conocimiento generado en este trabajo acerca de la actividad biolégica de las
proteinas modificadas permitira, en el futuro, implementar estudios de
caracterizacion estructural e interaccién proteina-proteina, o bien ser empleado en
el desarrollo farmacolégico de formas modificadas quimicamente en base a

estudios de estructura-funcion.

Esta linea de investigacion podria tener, a largo plazo, un impacto beneficioso
sobre la numerosa y creciente poblacion de pacientes pasibles de recibir

tratamiento con rhuEpo.
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MATERIALES Y METODOS

EQUIPOS

vV V.V V V V V V¥V

>
>

Centrifuga refrigerada Hermle Z323K.

Citémetro de flujo FACS AREA (BD) (Servicio de Citometria, FCEN, UBA).

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

Cuba electroforética (Miniprotean III, Bio-Rad) para SDS-PAGE vy
electrotransferencia.

Dark Box II (FujiFilm Inteligent) Departamento de Quimica Biologica, FCEN),
acoplado a camara digital.

Equipo para la obtencion de agua ultra-pura Millipore Simplicity 185.
Espectrofotometro (Beckman DB).

Estufa de cultivo (Revco RMI 3000S-7VBA).

Flujo Laminar Camara de bioseguridad de clase II (Nuaire).

Fuente de poder (EPS 600, Pharmacia).

Lector de microplacas (BioRad Modelo 680).

Microscopio Nikon XS100.

Microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert 135), con camara digital
acoplada (Kodak).

Microscopio Electrénico (Servicio de CITEFA, Centro de Investigacion de las
Fuerzas Armadas).

Microscopio Confocal (Alympus FV300/Bv61) (Servicio de Confocal, FCEN,
UBA).

Termociclador Eppendorf (Mastercycler gradient) para RT-PCR.

Transiluminador (Hoefer Macro Vue UV-20).

REACTIVOS Y ANTICUERPOS

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, Sigma-Aldrich o similar).

H>0-DEPC: Agua conteniendo dietil pirocarbonato (DEPC, compuesto que

destruye ARNasas) 0,1% (v/v).
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Reactivos especificos

>
o

o

Amersham - GE:

Ready To Go T-Primed First-Strand Kit

dNTPs

Dietilpirocarbonato (DEPC)

ECL, Kit para revelado por quimioluminiscencia
Anti IgG de raton conjugado con peroxidasa (HRP)

Anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa (HRP)

BD Biosciences:

Anexina-FITC

Proteina A agarosa

Reactivo Cytofix/Cytoperm

Reactivo Perm/Wash

Proteina recombinante humana TNF-a
Anti p27kir! de ratén monoclonal

Anti PARP de raton monoclonal

Biodynamics S.R.L:
Agarosa

Marcador de numero de pares de base

Bioser, GENSA:
Suero Fetal Bovino (SFB)
Penicilina

Estreptomicina

Calbiochem:
Inhibidor de Jak2, AG490
Inhibidor de PI3K, Ly 294002

Fermentas:

Dual color protein buffer

MATERIALES Y METODOS

Marcador de peso molecular pretefiido para geles de SDS-poliacrilamida

GIBCO BRL:
Medio MEM
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MATERIALES Y METODOS

Medio Ham F12
Medio IMDM

Trizol

Invitrogen-Life Technologies:

Bromuro de etidio

Dimetilsulféxido (DMSO).

Primers

Taq polimerasa

Anti IgG de conejo conjugado con Alexa-Fluor 488
Anti IgG de raton conjugado con Alexa-Fluor 488
Anti IgG de ratén conjugado con Alexa-Fluor 590

Sigma Chemical Co.:

Medio RPMI 1640

2,7 diaminofluoreno (DAF)

Staurosporina (STP)

acido trans-retinoico (All-trans-retinoic-acid)
EDTA

fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF)

aprotinina

leupeptina

pepstatina A

colorante Hoechst 33258 (Trihidroclorhidrato de (2°-[4-Hidroxifenil]-5-[4-metil-
1-pipetrazinil]-2,5"-bi- 1H benzimidazol)
dimetilsulfoxido (DMSO)
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

azul Tripan

ICN Biomedicals:

Paraformaldehido

Wiener:

Kit ALP 405 AA liquida
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MATERIALES Y METODOS

» ZELLTEK S.A.

o Eritropoyetina recombinante humana purificada (rhEpo)

» Santa Cruz Biotechnology Inc:

o Anti REpo de conejo policlonal (M-20)

o Anti Jak2 de conejo policlonal (C-20)

o Anti  common de raton monoclonal (1C1)
o Anti PTP1B de conejo policlonal (H-135)
o Anti ERK1/2 de conejo policlonal

o Anti pERK1/2 de ratén monoclonal

o Antip actina de raton monoclonal (C4)

» Cell Signaling

o Anti pFOXO3a de conejo (S253)

o Anti FOX0O3a de conejo (7508)

o Anti pJak2 de conejo monoclonal (C80C3)
o Anti Akt de conejo monoclonal (C67E7)

o Anti pAkt de conejo monoclonal (D7F10)

Chemicon Internacional
o Anti Bcl2 de conejo policlonal

o Anti BclXy de raton monoclonal

Esterilizacion de materiales y soluciones

El material fue esterilizado por calor seco (160-170 °C, 90 min), por calor
htumedo (121 °C, 1 atm, 30 min) o por radiacion 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 um (Millipore), utilizando

presion positiva de nitrégeno.

PROTOCOLOS

1. CARBAMILACION DE PROTEINAS

Es un proceso por el cual se carbamilan, mediante urea o cianato los grupos

amino de las proteinas, convirtiendo a los mismos en grupos carbamilaminos.
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MATERIALES Y METODOS

1.1. Procedimiento

Con el fin de estandarizar la técnica de carbamilacién, se incub6é a 37 °C una
mezcla de 0,5 mL de albimina bovina (Alb) 1 mg/mL con 0,5 ml de buffer borato
de sodio 1 M pH 8,8 y 0,5 mL de cianato de potasio (KCNO) 3 M. Luego de la
incubacion, el KCNO residual fue eliminado mediante varios lavados con H»O
deionizada en tubos Centricén (YM-10, Amicon), portadores de membranas con
poro selectivo con cut-off 10 kDa. Se efectuaron entre 5 y 6 lavados por
centrifugacion a 2000 g durante 45-60 min cada uno.

Se realizaron curvas para determinar la dependencia de la reaccion con la dosis
de KCNO y con el tiempo de incubacion.

Paralelamente, se realiz6 un control de una muestra de albumina sometida a
todos los pasos del proceso, sin el agregado de cianato de potasio (Albumina
Lavada: Alby), para determinar si el proceso de carbamilacién y posterior lavado

exhaustivo para eliminar restos de cianato libre, podia modificar la proteina.

1.2. Control de la carbamilacion

1.2.1. Determinacién de grupos amino libres

En el proceso de carbamilacion, el cianato reacciona con los grupos lisina de la
proteina. Para determinar la eficiencia del procedimiento se determiné Ila
desaparicion de residuos amino libres en la albumina carbamilada segtn el
método de Habeeb (1965). Los grupos amino libres reaccionan con acido 2,4,6-
trinitrobencenosulfénico (TNBSA) en un medio de pH regulado, dando el producto
TNP-proteina (N-trinitrofenil proteina), cuya concentracién es evaluada por
espectrofotometria.

Reaccion: A 1 mL de una solucion de BSA (0,5 mg/mL) se agregé 1 mL de
buffer borato 0,1 M pH 10 y 1 mL de TNBSA 0,1%. La solucién fue incubada a 40
°C durante 2 h. Luego, se agregdo SDS 10% (p/v) para solubilizar la proteina e
impedir su precipitacién al adicionar 0,5 mL de HCl 1 N. Se midi6 el espectro de
absorcion entre las A de 250 y 480 nm.

Se evalu6 la disminucion de los grupos amino libres, antes y después del

bloqueo por carbamilacion.
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Figura I: Control de la reaccion de carbamilacién. Los espectros de absorcion de
los productos coloreados formados por la reaccion entre TNBS y residuos lisina
libre en las moléculas de albiimina (Alb) o albumina carbamilada (cAlb), muestran
la disminucién de grupos lisina libres en esta ultima. La figura es representativa
de 3 ensayos independientes.

La proteina, a través de los grupos amino libres, reacciona con TNBSA en un
medio de pH regulado, dando el producto coloreado N-trinitrofenil proteina (TNP-
proteina). El espectro de absorcion del producto de la reaccion muestra dos picos
maximos (360 nm y 420 nm) (Cayot y Tainturier, 1997). Los residuos carbamil-
lisina no reaccionan con TNBSA, y por lo tanto, disminuye la concentraciéon del
producto coloreado formado por reacciéon con la proteina carbamilada, como se

observa en la Figura .

1.2.2. Analisis del producto carbamilado por electroforesis

Con el objeto de determinar si el tratamiento realizado permitia la total
carbamilacion de la proteina, se procedi6 al analisis del producto carbamilado por
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas y desnaturalizantes.

Los resultados obtenidos se pueden observar en la Figura II:
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Figura II: Control del proceso de carbamilacion de albamina por
electroforesis en gel de poliacrilamida. Luego de incubar las proteinas en
ausencia (Alb) o presencia de cianato de potasio durante 24 h (cAlb 24 h) 6 48 h
(cAlb 48 h), se realizaron desarrollos electroforéticos en condiciones nativas (A) y
desnaturalizantes (B), sembrando 15 ug de muestra en cada calle. Una muestra de
albumina fue sometida al proceso sin utilizar cianato de potasio (Alby). Los perfiles
electroforéticos, que muestran la diferencia de migracion electroforética entre cAlb
y Albi, son representativos de 3 ensayos independientes.

Al carbamilar la albimina con cianato de potasio, los residuos lisina son
convertidos a grupos carbamilaminos neutros. Al neutralizarse estos grupos, la
proteina aumenta su carga neta negativa, y en consecuencia en condiciones
nativas también aumenta su movilidad electroforética, ya que ésta depende de la
relacion carga/masa. Como el desarrollo electroforético se realiza a pH 8,8, la
proteina carbamilada migra a mayor velocidad hacia el anodo en comparacién con
la proteina sin carbamilar.

En condiciones desnaturalizantes (SDS y agente reductor), se genera una
densidad uniforme de cargas negativas anulando la carga propia de cada proteina.
En este sistema (PAGE-SDS), utilizando geles de poro restrictivo, pueden
separarse las proteinas de acuerdo con su tamafo molecular. La presencia de
cianato genera un aumento de tamano, por lo que, como puede observarse en la
figura II, la albumina carbamilada migra menos que la albimina sin carbamilar.

En cuanto a los dos periodos de incubacién utilizados, no se observaron
diferencias entre los perfiles electroforéticos de la cAlb. Para los ensayos

posteriores se decidi6 realizar la carbamilacién durante 48 h.
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Como se observa en la Figura II, los lavados no modificaron a la albumina en

cuanto a sus propiedades electroforéticas Alby vs. Alb.

1.3. Carbamilaciéon de la eritropoyetina

Después de determinar las condiciones para realizar el procedimiento, se
procedi6é a la obtencién de eritropoyetina carbamilada (cEpo). Para ello, se
carbamilé durante 48 h una soluciéon que contenia 0,5 mg/ml de Epo. Se empled

el mismo procedimiento que el utilizado para carbamilar albimina.

2. CRIOPRESERVACION DE LiNEAS CELULARES

2.1. 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
utilizé, dimetil sulfoxido (DMSO), que permite un descenso gradual de la
temperatura intracelular.

La suspensién celular a ser congelada (106-107 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 suspensién 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

nitrégeno liquido a -174 °C (Hay, 1992).

2.2. Descongelamiento

Para descongelar las células, el criotubo fue rapidamente sumergido en bafio a
37 °C. Una vez descongelada, la suspension fue trasvasada a un tubo de
centrifuga al que se agregd la mezcla apropiada de medio de cultivo, SFB y
antibiéticos. Por ultimo, después de centrifugar 10 min a 200 g, se removio el

sobrenadante y se agreg6 medio fresco.
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3. CULTIVO CELULAR

3.1. Linea celular K562

Las células fueron adquiridas en American Type Culture Collection (ATCC).
Esta linea fue establecida por Lozzio y Lozzio (1975) a partir de la pleura de una
paciente con leucemia mieloide créonica en crisis blastica terminal. A través del
estudio de las proteinas de membrana se demostraron caracteristicas
eritroleucémicas de estas células. Expresan receptor de eritropoyetina (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).

Crecen en suspension.

Medio de cultivo de las células K562: Las células fueron cultivadas en medio
RPMI 1640 10% (v/v) conteniendo L-glutamina 2 mM, HEPES 25 mM, adicionado
con NaHCO3 26,8 mM, SFB 10%, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100
ug/mkL.

Los factores del complemento del SFB fueron inactivados por incubaciéon en
bafio de agua a 56 °C durante 30 min.

Cultivo celular de K562: Los cultivos fueron mantenidos a una densidad de
1,5x105 cél/mL en estufa a 37 °C en atmoésfera saturada con vapor de agua y 5%
de CO; (Vittori et al, 2005). El medio fue renovado cada 72-96 h. Para ello, las
células fueron sedimentadas por centrifugacion a 630 g durante 10 min a 25 °C y

resuspendidas en medio de cultivo.

3.2. Linea celular UT-7

La linea celular UT-7 fue gentilmente cedida por el Dr. Patrick Mayeux (Cochin
Hospital, Paris, Francia). Las células derivan de una muestra de médula 6sea de
un hombre que padecia lucemia megaloblastica aguda (Komatsu et al, 1991). Esta
linea que expresa elevado nuimero de REpo en membrana (Komatsu et al, 1991),
requiere del suplemento de Epo para su proliferacion y supervivencia.

Crecen en suspension.

Medio de cultivo de las células UT-7: Las células fueron cultivadas en medio
IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) 10% (v/v) conteniendo L-glutamina
2 mM, HEPES 25 mM suplementado con NaHCO3 36 mM. , SFB 10%, penicilina
100 U/mL y estreptomicina 100 ug/mL.
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Los factores del complemento del SFB fueron inactivados por incubacion en
bano de agua a 56 °C durante 30 min.

Cultivo celular de UT-7: Las células fueron cultivadas en medio IMDM-SFB-
PE, suplementado con 2 U/mL de eritropoyetina recombinante humana (rhuEpo),
a 37 °C en estufa con atmoésfera controlada con 5% de CO2y 100% de humedad.

El medio de cultivo fue renovado cada 72-96 h. Para ello, las células fueron
sedimentadas por centrifugacién a 630 g durante 10 min a 25 °C y resuspendidas,

ajustando la concentracién a 1,5x105 células/mL de medio IMDM-SFB-PE.

3.3. Linea celular TF-1

La linea celular TF-1 fue adquirida a American Type Culture Collection (ATCC,
cat n° CCL-243). Las células fueron inicialmente aisladas a partir de la médula
6sea de un paciente con eritroleucemia (Kitamura, 1989). Esta linea requiere del
suplemento de factores de crecimiento, tales como IL-3, factor estimulante de
colonias granulocito-macréfago (GM-CSF) o Epo, para su proliferacion y
supervivencia. Tanto la IL-3 como el GM estimulan un crecimiento indefinido de
las células TF-1 mientras que la Epo sélo permite el crecimiento por periodos
cortos de hasta 8 dias de cultivo.

Crecen en suspension.

Medio de cultivo de las células TF-1: Las células fueron cultivadas en medio
RPMI 1640 10% (v/v) conteniendo L-glutamina 2 mM, HEPES 25 mM
suplementado con NaHCOsz 36 mM. , SFB 10%, penicilina 100 U/mL y
estreptomicina 100 pg/mL.

Los factores del complemento del SFB fueron inactivados por incubacion en
bafno de agua a 56 °C durante 30 min.

Cultivo celular de TF-1: Las células TF-1 fueron cultivadas en medio RPMI-
SFB-PE, suplementado con 4 ng/mL de GM-CSF, a 37 °C, en estufa con
atmosfera controlada con 5% de CO; y 100% de humedad.

El medio de cultivo fue renovado cada 72-96 h. Para ello, las células fueron
sedimentadas por centrifugacion a 630 g durante 10 min a 25 °C y resuspendidas,

ajustando la concentracion a 5x104 células/ml de medio RPMI-SFB-PE.

3.4. Linea celular SH-SYS5Y

Se empleo6 la linea celular SH-SYSY (CRL-2266), obtenida de la American Type

Culture Collection (ATCC). Es un clon de neuroblastoma humano proveniente de
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la sublinea celular SK-N-SH, la cual fue obtenida de un neuroblastoma
metastasico humano de la cresta neural del sistema nervioso simpatico (Raguenez
et al, 1999). Presenta morfologia de tipo epitelial y crecimiento adherente.

Medio de cultivo de las células SH-SYSY: Las células crecen con medio MEM
(Minimum Essential Medium) Suplementado con NaHCOs; 2,2 g/L, y Ham-F12
suplementado con NaHCO3 1,176 g/L, conteniendo L-glutamina 2 mM, SFB 10%,
penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 ug/mkL.

Los factores del complemento del SFB fueron inactivados por incubacion en
bafno de agua a 56 °C durante 30 min.

Cultivo celular de las SH-SY5Y: Las células fueron mantenidas en medio
MEM:HAM-F12:SFB en proporcion 44:44:10 (v/v/v), a 37 °C, en estufa con
atmoésfera controlada con 5% de CO2 y 100% de humedad (Pregi et al, 2006).

El medio de cultivo fue renovado cada 48 h. Las células fueron sedimentadas
por centrifugacion a 630 g durante 10 min a 25 °C y resuspendidas, ajustando la

concentracion a 1,5x105 células/mL de medio MEM-HAM-F12-SFB-PE.

3.5. Desarrollo de CFU-E

CFU-E: UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA

Una unidad formadora de colonias eritroides, CFU-E, es la célula progenitora
de la serie roja que da origen a una colonia conformada por un grupo de 8 a 65
células, parcial o totalmente hemoglobinizadas (Stephenson et al, 1971; McLeod et

al, 1974).

OBTENCION DE CFU-E:
3.5.1. Animales

Se emplearon ratones hembras de la cepa Balb/c de 10 semanas de edad con
peso comprendido entre 23-29 g. Los animales fueron alojados en jaulas
mantenidas en ambiente con temperatura controlada y ciclos de luz de 12 h. Se

proporcioné alimento balanceado ad libitum.

3.5.2. Medio de cultivo de las CFU-E

e Medio de cultivo basico: medio minimo esencial de Eagle a—-modificado, con
sales de Earle sin ribosidos o deoxirribésidos (a—-MEM). La adicion de NaHCO3 26
mM y buffer HEPES 25 mM permiti6 regular el pH entre 7,2-7,4.
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¢ Medio de recoleccion: medio de cultivo basico adicionado con SFB 2%
(McLeod et al, 1974).

e Medio semisdlido: medio de cultivo basico adicionado con SFB 25%; L-
glutamina 2 mM; 2-mercaptoetanol 0,1 mM; sulfato de gentamicina 50 mg/L y

metilcelulosa 0,8% (p/v) (Iscove et al, 1974).

3.5.3. Obtencion de células de médula 6sea

Los animales fueron sacrificados por inhalacién de CO, Cada animal fue
rociado con etanol 96°. A través de una amplia incision en el muslo, se extrajo el
fémur, y se cortaron ambas epifisis del hueso mantenido en hielo desde su
extraccion. El contenido medular fue obtenido por perfusion con 1 mL de medio
de recoleccion y el material, fue recogido en una caja de Petri colocada en hielo. La
suspension medular fue aspirada e impelida varias veces con pipeta tipo Pasteur
para disgregar las células, fue lavada con 10 mL de medio de recolecciéon a 4 °C
(McLeod et al, 1974) y centrifugada a 500 g durante 10 min a 4 °C. Se descarto el
sobrenadante y se repiti6 el procedimiento.

Las células fueron suspendidas en 2 mL de medio de recoleccion. Una alicuota
de la suspension fue diluida convenientemente con soluciéon de acido acético 3%
(v/v) coloreado con azul de metileno para determinar el recuento celular en

camara de Neubauer.

3.5.4. Cultivo celular de las CFU-E

Las células de médula 6sea (m.o.) fueron suspendidas en medio semisélido en
concentracién final de 2x105 cél/mL y estimuladas con Epo o cEpo. Un mililitro de
esta suspension celular fue distribuida en placas de Petri de poliestireno (10x35
mm). Cada ensayo fue realizado por triplicado. Las placas fueron incubadas a 37
°C en atmoésfera saturada con vapor de agua y en presencia de 5% de CO, durante
48 h. La tincién citoquimica pone de manifiesto la actividad pseudoperoxidasica
de las células eritroides cuando se las incuba con H2O2 en presencia de un
sustrato cromogénico. Pos lo tanto, para el recuento de CFU-E, se utiliz6 una
soluciéon recién preparada de 2,7-diaminofluoreno (DAF). Este compuesto es
oxidado debido a la actividad de la hemoglobina sobre el H2O, y genera un
compuesto coloreado azul fluoreno cuya concentracibn muestra una relacién
lineal con la concentracién de la hemoglobina presente. Las colonias eritroides

fueron tefiidas con DAF 0,9 mg/L en buffer Tris-HCI1 0,2 M, pH 7,0 y contadas en
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microscopio invertido con aumento de 400x, contando 250 campos.

Formula = N° colonias contadas x superficie de la placa x aumento del objetivo

N° de campos x superficie del reticulo

aumento del ocular
donde: Formula= del nimero de colonias totales en cada placa.
superficie de la placa= 962 mm?
aumento del objetivo= 40x
superficie del reticulo= 49 mm?

aumento del acular= 10x

4. DIFERENCIACION CELULAR

4.1. Diferenciacion de las células K562, UT-7 y TF-1

Para inducir diferenciaciéon eritroide, se utilizé hemina (H), compuesto hemo
preformado. La hemina induce hemoglobinizacion de las células.

Para preparar H, 10 mg de la misma fue humedecida con 100 uL de etanol
absoluto y 200 pL de NaOH 1M, homogeinizando con varilla de vidrio. Se
agregaron 7,85 mL de NaHCO3 0,1 M y la suspension fue agitada durante 2 h,
protegida de la luz. A continuacion, la misma fue filtrada en esterilidad y se midié
absorbancia a 388 nm, maxima de absorcién del compuesto. Se calculd la
concentracion de H en la solucion empleando como datos la lectura de la
absorbancia a 388 nm y el coeficiente de absortividad molar (e= 47,9) (Pérez et al,

2001). La solucion se prepara en el dia de su utilizacion.

4.2. Diferenciacion de las células SH-SYS5Y

Las células SH-SYSY pueden diferenciarse hacia un fenotipo colinérgico,
adrenérgico o dopaminérgico, dependiendo de las condiciones de cultivo y del
inductor de diferenciacion a emplear (Xie et al, 2010).

El acido trans-retinoico (AR) presenta un rol importante durante la
embriogénesis de diversos tejidos, incluido el nervioso. A su vez, es un reconocido
inductor de diferenciacion celular. El AR induce la diferenciacion neuronal hacia
un fenotipo colinérgico. Actiia mediante su uniéon a los receptores RARs (retinoic
acid receptors) y RXRs (retinoic X receptors), los cuales pertenecen a la familia de

receptores nucleares de hormonas no esteroides.
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Otro diferenciador celular y, agente proapoptotico a mayor concentracion, es la

staurosporina (STP).

5. INDUCTORES DE MUERTE CELULAR

5.1. Staurosporina

La STP es un producto natural originalmente aislado de la bacteria
Streptomyces staurosporeus Sp. (Omura et al, 1977).

Una de las actividades biologicas de la STP es la de inhibir proteina quinasas
induciendo una desregulacion de la sefalizacién celular, la cual puede llevar a la
diferenciacion o a la muerte, de acuerdo al tipo celular y a las condiciones de
tiempo y concentracion.

La STP es un potente inhibidor de la proteina quinasa C (PKC) y en menor
medida de la proteina quinasa A, quien es ampliamente utilizada como inductor
de apoptosis en células de origen neuronal (Lopez et al, 2000; Tieu et al, 1999).

Se ha demostrado que este inhibidor puede inducir muerte celular en la linea

SH-SYS5Y en estado indiferenciado (Pregi et al, 2006).

5.2. TNF-a

El factor de necrosis tumoral (Tumour necrosis factor alfa, TNF-a) es una
citoquina con funciones pleiotropicas.

En trabajos previos de nuestro laboratorio hemos demostrado que dicha
citoquina puede inducir muerte celular en la linea SH-SYSY en estado
indiferenciado (Pregi et al, 2009), y en células K562 diferenciadas con hemina

(Vittori et al, 2010).

6. VIABILIDAD Y PROLIFERACION CELULAR

6.1. Ensayo de exclusion del colorante azul Tripan

La prueba de exclusion de colorante supravital azul Tripan permite distinguir
células viables de las que no lo son. La membrana plasmatica de las células
muertas pierde la propiedad de permeabilidad selectiva, de modo que el colorante
penetra tinendo el citoplasma de color azulado opaco. Las células vivas

permanecen brillantes e incoloras (Phillips y Terryberry, 1957).
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El recuento celular diferencial fue realizado por microscopia 6ptica en una
diluciéon 1:2 de la suspensiéon celular con azul Tripan 2 g/L en PBS, empleando

camara de Neubauer.

6.2. Microscopia Electronica de Barrido

Para la observacion morfolégica de las células se empleé6 Microscopia
Electréonica de Barrido (MEB), analizandose imagenes tridimensionales de la
superficie celular y tomando fotografias de campos representativos.

Las células (1 x 105 cél/mL) fueron sembradas sobre un soporte de vidrio de 10
mm de diagonal. Luego del -crecimiento celular bajo los tratamientos
correspondientes, cada muestra fue fijada con glutaraldehido 3% (v/v) en buffer
fosfato 0,1 M, pH 7,4 durante 20 min. A continuaciéon, fueron efectuados 3
lavados con el mismo buffer, retirando el exceso de las soluciones de fijacion.
Posteriormente, las muestras fueron sometidas a un proceso de deshidratacion,
sumergiéndolas sucesivamente en acetona 25%, 50%, 75%, 80%, 90% y 100%,
repitiendo tres veces cada operaciéon (Vittori et al, 2005). Para completar, el secado
de la muestra biolégica fue efectuado el punto critico, proceso que, mediante
variaciones de presion y temperatura, reemplaza la acetona por diéxido de
carbono gaseoso, empleando una bomba de punto critico (Balzers CPD 030,
servicio de CITEFA). Como ultimo tratamiento, la muestra fue cubierta con
carbono y metalizada con oro (Balzers Union SCD 040). Este proceso de
metalizado permite la interaccion entre el haz de electrones del microscopio y la

muestra, la cual emite sefiales que luego se traducen en pulsos eléctricos.

6.3. Ensayo de MTT

Mediante el ensayo colorimétrico del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) (Mosmann, 1983), se determiné la proliferacion celular y
citotoxicidad. El mismo se basa en la reduccion metabélica de bromuro del MTT,
realizada por la enzima mitocondrial succinato—deshidrogenasa que lo transforma
en un compuesto coloreado azul (formazan). El ntmero de células vivas es
proporcional a la cantidad de formazan formado.

Luego de los tratamientos realizados, se llevé a cabo la incubacién con el
sustrato (Conc. final = 5 mg/mlL) durante 2 h a 37 °C. Finalizada la incubacion, el

precipitado azul de formazan se solubiliz6 con 100 puL de solucion HCl en
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isopropanol (0,04M). Se cuantifico la absorbancia, a 570 nm referida a la obtenida

a 655 nm en lector de microplacas.

7. EVALUACION DE APOPTOSIS

7.1. Determinacion de nicleos apoptoticos

El colorante Hoechst 33258 es una sustancia con capacidad para intercalarse
entre las bases adenina y timina del ADN. El ADN tenido 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 nuicleos apoptéticos a diferencia de las
células intactas, se observan mas brillantes y de tamafo reducido debido a la
condensaciéon de la cromatina, y se visualiza la presencia de cuerpos apoptoticos
como pequeinos desprendimientos del nticleo también de color azul brillante.

Los cultivos de células 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 incubacién de 48 h a 37 °C en atmésfera con
5% de CO2 y 100% de humedad, se agregaron 5 gotas de fijador Carnoy (acido
acético:metanol, 3:1) sobre la suspension celular UT-7, TF-1 y K562. 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. Las células SH-SYSY fueron fijadas durante 20
min a 4°C, con solucién de paraformaldehido (4 % v/v en PBS). Posteriormente se
agreg6 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 H2O, finalizando el procedimiento con
el montaje del preparado colocandolo sobre una gota de PBS en sentido invertido
sobre un portaobjetos.

La cuantificacion 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).

7.2. Clivaje de la proteina PARP

PARP (poly-adenosin ribose polymerase) es una proteina nuclear que protege al
ADN de su degradacién. Es blanco de accion de caspasa 3, la cual cliva esta

proteina permitiendo asi la fragmentacion del ADN durante la apoptosis. Por este
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motivo, el clivaje de PARP es una medida de los niveles de apoptosis en una
poblacion 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).

7.3. 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, donde 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
solo cuando el mismo se encuentra externalizado. La anexina V conjugada con
fluorocromos como isocianato de fluoresceina (FITC) se puede utilizar para
determinar el namero de células que externalizaron PS luego de un tratamiento,
mediante el uso de citometria de flujo.

Luego de realizar los diferentes tratamientos, las células fueron lavadas y
resuspendidos en binding buffer (HEPES/NaOH 0,01 M pH 7.4, NaCl 0,14 M,
CaClz 2,5 mM) en una concentracion de 1x106 células/mL. Un volumen de 100
uL de suspensién celular fue incubado con 4 uL de anexina V-FITC durante 15
min a temperatura ambiente en oscuridad. La reacciéon fue detenida por el
agregado de 400 pL de binding buffer y el analisis por citometria de flujo fue
realizado dentro de la primera hora siguiente excitando las muestras con un laser

de argon a 488 nm. Los datos fueron analizados con el programa WinMDI 2.9.

8. ELECTROTRANSFERENCIA E IMMUNOBLOTTING

8.1. Lisis celular

8.1.1. Lisis celular de UT-7 y TF-1

Las células (4x109) fueron lavadas 3 veces con PBS por centrifugaciéon 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; Tritén X-100 1%) conteniendo
inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM; aprotinina 1 pg/mL y leupeptina 2 pg/mlL)
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y NasVO4 1 mM. Luego de 30 min de incubacion a O °C el material insoluble fue

removido por centrifugacion a 17.300 g durante 15 min.

8.1.2. Lisis celular de SH-SYS5Y

La monocapa celular (5 x 106 cél/mlL) fue suspendida en 1,5 mL de PBS frio y
centrifugada a 400 g durante 10 min. El sobrenadante fue descartado y el pellet
celular fue lavado con PBS a fin de eliminar contaminantes del medio. Luego de
centrifugar, el pellet fue tratado con 100 pL de buffer de lisis RIPA (50 mM Tris, pH
8,0, 150 mM NaCl, 1 % Nonidet P-40, 0,1 % SDS y 0,5 % de deoxicolato de Na),
conteniendo inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM, leupeptina 4 uM y pepstatina
A 2 uM) en una relaciéon de 200 pL /107 células. Luego de incubacién con agitacion
frecuente por 1 h a O °C, se centrifugd a 15.000 g durante 15 min a 4 °C (Pregi et
al, 2006).

SDS-PAGE

La cuantificacion de proteinas se llevo a cabo segtiin el método de Lowry (1951).
Las electroforesis fueron realizadas en condiciones nativas y desnaturalizantes en
geles con tamano de poro (T%) apropiado para cada ensayo. Se us6é una cuba
electroforética (Miniprotean III, BioRad) y una fuente de poder (EPS 600,
Pharmacia).
1) Sistema discontinuo en condiciones nativas:
Para la preparacion del gel se parti6 de una soluci n madre de acrilamida/N,N’-
metilenbisacrilamida en proporcion 30:0,8 % en buffer Tris-HCI 0,125 M pH 6,8
en el gel concentrador y Tris-HCl 0,375 pH 8,8 en el gel separador. Para el
desarrollo electroforético se empleé Tris 0,025 M-Glicina 0,192 M pH 8,3. Como
iniciador de la polimerizacion se empleé persulfato de amonio 0,5 g/L y como
catalizador de la reacci n N,N,N’,N’-tetrametilendiamina (TEMED 6=0,77+0,02 g/])
0,5 ml/L.
Para la siembra, se agregé a la muestra sacarosa con azul de bromofenol 0,01
g/L.
2) Electroforesis en condiciones desnaturalizantes:

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 tamafio de poro selectivo, la velocidad
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electroforética de las proteinas se relaciona con las diferencias entre sus tamanos
moleculares.

Las concentraciones en el gel concentrador fueron: acrilamida 39 g/L;
bisacrilamida 1 g/L; SDS 1 g/L en Tris-HCI1 125 mM, pH 6,8. Como catalizador de
la polimerizaci n se emple N,N,N’N’-tetrametilendiamina (TEMED 6=0,77+0,02
g/L) 0,3 ml/L y persulfato de amonio 0,37 g/L como iniciador.

Las concentraciones en el gel separador fueron: acrilamida 78 g/L;
bisacrilamida 2 g/L; SDS 1 g/L; TEMED 0,3 ml/L; persulfato de amonio 0,37 g/L
en Tris-HCI 375 mM, pH 8,8.

Las proteinas fueron solubilizadas en el buffer de muestra (dual color protein
buffer (Tris-HC1 0,0625 M, EDTA 0,4 mM, SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v); DTT
0,5 M) por calentamiento a ebullicibn 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 fueron desarrolladas 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.

Las proteinas separadas por electroforesis 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; KC1 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
una dilucién de anticuerpo primario 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 del anticuerpo secundario
correspondiente, conjugado con peroxidasa diluido 1:1000 en 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 II Fujifilm Intelligent acoplado a una camara
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digital. En la reaccion enzimatica ocurre oxidacion del luminol en presencia de
H>0;7 por accion de la peroxidasa, obteniéndose un compuesto excitado que emite
luz al retornar a su estado basal. La solucion reveladora posee fenoles para
aumentar la luz emitida aproximadamente 1000 veces ademas de extender el
tiempo de emision de la misma. Las bandas fueron visualizadas mediante el uso

del programa Image Reader LAS-1000.

9. EVALUACION DE LOS NIVELES DE ARN MENSAJERO

Para analizar la expresion 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.

9.1 Extraccion de ARN total

El ARN total de 4x106 células fue extraido mediante incubacion 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 agit6 vigorosamente durante 15 s. Luego de 3
min, se centrifugé 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 incub6 10 min a
temperatura ambiente. Al finalizar este periodo, se centrifugé 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. E1 ARN fue disuelto en 30
uL de H20O-DEPC e incubado 10 min a 60 °C. Una alicuota de esta soluciéon se
utiliz6 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 ug/mL de ARN simple cadena (Sambrook y
Russel, 2001). La relacion de Azeo/A2s0 del ARN aislado se encontr6 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/L de bromuro de etidio.
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9.2. Obtencion 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. El ADNc fue fraccionado y conservado a —20 °C

hasta el momento de su utilizacion.

9.3. Amplificacion de los fragmentos de ADNc por RT-PCR

Para comenzar la PCR, se prepar6 una mezcla de reaccion en buffer Tris-HCI 10
mM, pH 8,3; KCl 50 mM; MgCl, 1,5 mM, conteniendo Taq polimerasa 25 U/mL;
primers adecuados 0,25 uM y dNTPs 200 uM. 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
realizé una curva de numero de ciclos térmicos para evaluar la cantidad 6ptima de
ciclos a utilizar.

Las condiciones seleccionadas para amplificar cada secuencia se muestran en

la siguiente tabla:

REpo Rcommon GAPDH

1 pL (dilucion |1 pL (dilucion|1l pL (dilucién
ADNc inicial

1/10) 1/10) 1/10)
Desnaturalizacion

94 °C, 5 min |94 °C, 5 min 94 °C, 5 min
inicial
Cantidad de ciclos 35 40 40
Desnaturalizacion de

94 °C, 20 s 94 °C, 30 s 94 °C,45 s
cada ciclo
Primer annealing 56 °C, 30s 55°C, 30s 61°C,45 s
Elongacion 72°C,40 s 72°C,20 s 72°C,45 s
Elongacion final 60°C, 7min |72°C, 10 min |72 °C, 5 min
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Primers utilizados:

REpo:
Forward: 5" AATTCAAGGCTCAGAAGCGA 37
Reverse: 5" GGCAGAAACTCTGCTGTTCC 3°
RpB common:
Forward: 5" GGACAGVAAGACCGAGAC 3
Reverse: 5° CATAGGCAGCACCGACTC 3°
GAPDH:
Forward: 5" TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG 3°
Reverse: 5" TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT 3°
En cada ensayo de amplificacion fue incluido un control negativo en el cual se
excluyo el agregado de ADNc. El objetivo de este control fue comprobar que los

diferentes reactivos empleados no se hubieran contaminado con ADN externo.

9.4. Analisis de los productos de amplificacion

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 uL) 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 tamafno de los fragmentos amplificados y un
control negativo de PCR. La electroforesis se desarroll6 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 sefales
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 utilizando dos programas para digitalizacion de imagen (Array Gauge e
Image Gauge, Fujifilm).

Los niveles de intensidad de las bandas fueron normalizados con respecto a los

valores correspondientes al estandar interno GAPDH (Sambrook y Russell, 2001).

10. EXPRESION DE PROTEINAS FOSFORILADAS POR CITOMETRIA DE
FLUJO

Luego de lavar las células dos veces con PBS 2% de SFB (5x105 células), fueron
fijadas y permeabilizadas por 20 min a 4 °C con el buffer comercial

cytofix/ Cytoperm. Posteriormente fueron lavadas con Perm Wash, el pellet se lo
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incubo con anticuerpo fosforilado humano por 30 min a 4 °C. Luego de lavar con
Perm Wash se incubé con el segundo anticuerpo Alexa Fluor 488 durante 30 min
a 4 °C. La expresion de la proteina fosforilada fue determinada por citometria de

flujo y los datos analizados con el programa WinMDI 2.9.

11. CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUJO

Luego de los tratamientos, los cultivos celulares fueron lavados con PBS frio. El
pellet fue resuspendido en etanol 70%. Las muestras fueron colocadas a -20 °C
por al menos 16-24 h, posteriormente fueron lavadas con PBS e incubadas con
120 pg/mL de RNAsa A, 0,05 ng/mL de Ioduro de propidio (IP) y PBS durante 1 h
a 37 °C en oscuridad. Las muestras fueron analizadas con citometro de flujo. Los

datos fueron analizados utilizando el programa WinMDI 2.9.

12. EXPRESION DE LA PROTEINA PTP1B POR MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

Las células (5x105) fueron lavadas dos veces con PBS 2% de SFB, fueron fijadas
y permeabilizadas por 20 min a 4 °C con el buffer comercial cytofix/Cytoperm.
Posteriormente fueron lavadas con Perm Wash, el pellet se lo incubo con el
anticuerpo PTP1B humano por 30 min a 4 °C. Luego de lavar con Perm Wash se
incub6 con el segundo anticuerpo Alexa Fluor 488 durante 30 min a 4 °C, se
realiz6 tincién nuclear con solucién de Hoechst y se montaron los preparados en

portaobjetos para observarlos al microcopio de fluorescencia.

13. EXPRESION DE LA PROTEINA PTP1B Y Rfc POR MICROSCOPiA
CONFOCAL

Las células (5x109%) fueron lavadas dos veces con PBS 2% de SFB, fueron fijadas
y permeabilizadas por 20 min a 4 °C con el buffer comercial cytofix/Cytoperm.
Posteriormente fueron lavadas con Perm Wash, el pellet se lo incubo con el
anticuerpo de conejo PTP1B y anti RBc de ratén por 30 min a 4 °C. Luego de lavar
con Perm Wash se incubd con el segundo anticuerpo Alexa Fluor 488 y Alexa
Fluor 590 durante 30 min a 4 °C. Posterior a los lavados, se montaron los
preparados en portaobjetos de polilisina y cubre para ser observados en
microscopio confocal, con laseres Argon 488 y HeNe Green 543. Las imagenes

fueron analizadas con el software de adquisicién Olympus Fluoriew 5.0.

48



MATERIALES Y METODOS

14. DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE PTP1B

14.1. Inmunoprecipitacion

A partir de 5x106 de células, se realizo la lisis celular con 50 mM tris pH 8,
Triton X100 1%, 150 mM NaCl, durante 30 min a 0 °C. Luego de centrifugar a
13.000 gy 4 °C, se colectaron los sobrenadantes y se los incub6 con anticuerpo
monoclonal de ratéon anti PTP1B humana concentracién final de 2 ug/mL a 4 °C
por 1 h en agitacién suave. A continuaciéon se agregé proteina A agarosa y luego
de incubar toda la noche en agitacion a 4 °C, los inmunocomplejos fueron
colectados por centrifugacion (15.000 g, 15 min) y lavados 2 veces con buffer de

lisis.

14.2. Medicion de la actividad enzimatica

La actividad de PTP1B se determiné mediante la hidrélisis del sustrato de
fosfatasas p-nitrofenilfosfato (p-NPP) provisto por el kit ALP 405 AA liquida.

Los inmunoprecipitados de PTP1B a partir de membranas eritrocitarias fueron
lavados con buffer de ensayo (dietanolamina 1,0 M; Mg2+ 0,5 mM). La actividad de
fosfatasas fue determinada en un volumen final de 200 pL por incubacién de los
inmunoprecipitados de PTP1B en buffer de ensayo conteniendo p-nitrofenil fosfato
(p-NPP) 2,4 mM. La densidad optica del producto de hidroélisis del p-NPP fue
medida a 415 nm en un espectrofotometro de placas. La correccién por hidroélisis
de p-NPP no enzimatica fue evaluada mediante la detecciéon de la absorbancia en

ausencia de enzima (Callero et al, 2007).

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

A fin de cuantificar la variacién del contenido de calcio intracelular [Cai] luego
de los diferentes tratamientos, las células fueron lavadas e incubadas con la
sonda fluorescente FLUO-4 AM en una concentraciéon 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.
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16. DESCARTE DEL MATERIAL BIOLOGICO 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.

Los animales de experimentacion y el material de descarte (plastico, guantes,
geles de poliacrilamida) fueron eliminados como residuo peligroso a través del
Servicio de Higiene y Seguridad de la FCEN. De la misma forma fueron
descartadas las soluciones de DAF y las soluciones conteniendo solventes
organicos (metanol) o acidos (acido acético).

Los liquidos biologicos y las células fueron descontaminados mediante el

agregado de hipoclorito de sodio 5% durante 2 h, previo al lavado.

17. TRATAMIENTO ESTADISTICO

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

La prueba de Kruskall-Wallis se utilizé 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 1

CARACTERIZACION Y FUNCION DE LA ERITROPOYETINA
CARBAMILADA

Con el objeto de evitar los efectos secundarios y/o de cambiar la actividad de la
Epo, conceptos que fueron explicados en la Introduccion, se han obtenido
proteinas derivadas modificadas y péptidos sintéticos con variada actividad
biolégica (Fisher, 2003; Leist et al, 2004).

Las modificaciones quimicas de la Epo, como guanidinaciéon o carbamilacién de
residuos de lisina, altera no sélo la conformacién molecular sino también su
actividad biologica (Mun y Golper, 2000).

Cuando todos los residuos de lisina han sido transformados en homocitrulina
por carbamilacién, el producto resultante, llamado cEpo por algunos autores,
deja de mostrar actividad hematopoyética mientras que mantiene su actividad
neuroprotectora, abriendo de esta manera, un camino promisorio para la
aplicacion farmacologica de la nueva molécula.

El tratamiento en ratas con cEpo, con concentraciones de cianato similares a
las que pueden encontrarse in vivo en pacientes urémicos, resulté ineficaz para
modificar los parametros hematolégicos, sugiriendo la pérdida de actividad
biologica de la Epo (Park et al, 2004).

Como primer paso, hemos obtenido cEpo y caracterizado su funciéon sobre
células eritroides y mneuronales, para luego poder comparar los efectos
eritropoyético y no-eritropoyético de esta proteina modificada con los de la Epo. A
continuacién, se muestran los resultados de ensayos in vitro con lineas celulares y
cultivos de células progenitoras eritroides realizados con el fin de evaluar
funciones caracteristicas de la Epo, tales como estimulo de la proliferacion,

inhibicién de la apoptosis y modulacién de la respuesta inflamatoria.

I.1. EVALUACION DEL PROCESO DE CARBAMILACION

La carbamilaciéon de la eritropoyetina, luego de la incubacion de Epo con
cianato de potasio por 48 h y posterior dialisis, fue analizada por electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones nativas, electrotransferencia a membrana de
nitrocelulosa y deteccion por reacciéon inmunolégica con anticuerpo anti Epo.
Como control, se realizaron los mismos pasos del proceso de carbamilaciéon de la

Epo pero sin la presencia de cianato de potasio (Epo lavada, Epoy) (Figura 1).
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Epo, cEpo

Figura 1: Evaluacion del cambio de estructura de Epo por carbamilacion.
Luego del proceso de carbamilacion, la cEpo fue analizada, en comparacién con
Epo., por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas y posterior

immunoblotting. La inmunodetecciéon, correspondiente a 10 pg de proteina, fue
realizada usando un anticuerpo anti Epo, un segundo anticuerpo anti IgG de
conejo conjugado con peroxidasa y posterior revelado por quimioluminiscencia. La
figura es representativa de 3 ensayos con resultados similares.

En la figura 1 se observa una movilidad diferencial entre Epo y cEpo. La
movilidad electroforética de cEpo, mayor con respecto a la de Epoi, es debido a
que, la unioén del grupo cianato bloquea las cargas positivas de los grupos lisina
de la Epo. Esto genera mayor exposicion de las cargas negativas de la proteina y,
por lo tanto, un aumento de la migracion electroforética en condiciones nativas
debido a un aumento neto de la relacién carga/masa.

Los resultados muestran el reconocimiento de la cEpo por el anticuerpo anti
Epo. La Epo presenta varias isoformas que difieren en la variedad y cantidad de
su contenido en hidratos de carbono. Esto explica la presencia de diferentes

bandas en el perfil de Western blotting.

I.2. EFECTO DE LA ERITROPOYETINA CARBAMILADA SOBRE EL LINAJE
ERITROIDE

Para evaluar si cEpo manifiesta alguna funciéon eritropoyética, se decidio
estudiar sus efectos a nivel fisiolégico sobre progenitores eritroides de médula
6sea de ratéon y en cultivos de lineas celulares con capacidad de diferenciacion
eritroide; UT-7, TF-1 y K562, para luego compararlos con la acciéon conocida que

tiene la Epo nativa.

I.2.1. EFECTO DE ERITROPOYETINA CARBAMILADA SOBRE EL
DESARROLLO DE PROGENITORES ERITROIDES

Con el fin de investigar si la cEpo posee accion eritropoyética sobre células

fisiolégicas, se probo su efecto en cultivos de células de médula 6sea de ratones
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Balb/c para evaluar el desarrollo de CFU-E (célula progenitora que da origen a

una colonia conformada por un grupo de 8 a 65 células parcial o totalmente

hemoglobinizadas).
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Figura 2: Efectos de Epo y cEpo sobre el desarrollo de colonias eritroides. (A)
Células progenitoras eritroides de m.o. de ratones Balb/c (2x105), fueron
estimuladas por 48 h con 20 ng/mL o 100 ng/mL de Epo o cEpo, en medio
semisolido de metilcelulosa. Control: cultivo en ausencia de factores de crecimiento
(S/FC). Posteriormente se realizd una tincion con 2-7 diaminofluoreno para
visualizar las CFU-E, realizando el recuento de colonias hemoglobinizadas en
microscopio invertido. Epo vs. cEpo o S/FC, **P<0,01, *P<0,05 (n=4). (B) Morfologia
de cultivos de células de m.o. (400x). Las flechas indican CFU-E (colonias con > 8
células hemoglobinizadas).
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La Epo recombinante estimulé el desarrollo de un numero importante de
colonias, en forma dosis-respuesta, mientras que los cultivos con cEpo tuvieron
un desarrollo de colonias eritroides similar al de los cultivos no estimulados
(S/FC). La observacion del crecimiento de colonias eritroides en los cultivos
controles no estimulados con Epo podria explicarse por el desarrollo y
diferenciacion de las células mas maduras de la progenie eritroide de los ratones,

estimuladas in vivo por la hormona circulante endégena.

1.2.2. EFECTO DE LA ERITROPOYETINA CARBAMILADA SOBRE LA LINEA
CELULAR UT-7

La linea celular UT-7 tiene capacidad de diferenciacion hacia el linaje eritroide
y necesita de la presencia de Epo para su supervivencia. Como mencionamos
anteriormente, se estudi6 la accién de cEpo para compararla con la funciéon de la

Epo nativa.

I.2.2.A. Efecto de la eritropoyetina carbamilada sobre la morfologia de las
células UT-7

Analisis por microscopia 6ptica

Se investigaron los cambios morfolégicos sufridos por las células UT-7 cuando
fueron incubadas en presencia de cEpo. Se realizaron cultivos celulares en
ausencia o presencia de Epo y cEpo y como control, se utilizé Epoxr.

En la Figura 3A se muestran las caracteristicas morfologicas de las células UT-
7, observadas por microscopia o6ptica. El deterioro celular de los cultivos
realizados en presencia de cEpo es similar al observado en células cultivadas en
ausencia del factor de crecimiento (S/FC). Por comparaciéon de los resultados
obtenidos en presencia de Epo y Epoi, puede determinarse que los lavados
realizados durante el procedimiento de carbamilacién de la proteina (Epoi) no

introducen modificaciones que afecten la morfologia celular.
Analisis por microscopia electronica
Después de realizados los cultivos celulares en presencia de Epo o de cEpo, se

prepararon muestras para analisis por microscopia electronica de barrido (MEB).

Las mismas fueron fijadas, deshidratadas, sometidas a punto critico y metalizadas
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para su observacion. El analisis por MEB permitiéo observar con mas detalle la
morfologia celular.

Las células cultivadas en presencia de Epo mostraron estructura y tamano
uniforme. En cambio, las expuestas a cEpo presentaban alteraciones morfolégicas
y gran variacion de tamano (Figura 3B).

En la figura 3 podemos observar, tanto por microscopia 6ptica como en MEB,
que la morfologia de las células UT-7 dejo de ser redondeada y uniforme cuando
son expuestas a cEpo, mientras que tanto en presencia de Epo como Epoi,
presentan su morfologia caracteristica cuando se encuentran en crecimiento

normal.
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Figura 3: Aspecto morfolégico de células UT-7 cultivadas en presencia de
cEpo. Las células fueron incubadas en ausencia o en presencia de 20 ng/mL de
Epo, Epor o cEpo durante 48 h. Se presentan las imagenes obtenidas en
microscopio invertido con magnificaciéon de 400x (A) y en microscopio electrénico
de barrido con magnificaciéon de 2000-2300x (B).
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1.2.2.B. Efecto de la eritropovetina carbamilada sobre la viabilidad y

proliferacion de las células UT-7

Con el fin de analizar si, ademas de los cambios morfolégicos observados
anteriormente, la presencia de cEpo afectaba la viabilidad celular, se determiné el
porcentaje de células vivas en cultivos de la linea UT-7 por el método de exclusion

de colorante supravital (Figura 4).
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Figura 4: Efecto de cEpo sobre la viabilidad celular de la linea UT-7. Luego de
incubar células UT-7 durante 48 h sin Epo o con 20 ng/mL de Epo o cEpo, se
realizé el recuento diferencial de células vivas y muertas por tincién con colorante
azul Tripan en camara de Neubauer. Diferencias significativas: Epo vs. cEpo o
S/FC, **P<0,01 (n=4).

En la Figura 4 se observa una significativa disminucién de la viabilidad en
cultivos expuestos a cEpo. Se puede sugerir que, a diferencia de Epo, la cEpo no
mantiene la viabilidad de las células UT-7. Ademas, se pudo determinar que la
presencia de cEpo no produce un efecto téxico en las células, ya que no existe una
disminucion significativa de la viabilidad con respecto a las células desarrolladas
en ausencia de Epo. De los resultados se puede deducir que no quedaron restos
de cianato, resultado del proceso de carbamilacion. Esto fue confirmado en un
ensayo similar en el que se agregd al cultivo el ultimo lavado del proceso de
carbamilacion sin observarse efectos citotoxicos (datos no mostrados).

La proliferacion y viabilidad celular, fueron también evaluados por el método
colorimétrico de MTT. El colorante es reducido a formazan por una enzima

mitocondrial, siendo indicio de la cantidad de células viables (Figura 5).
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Figura 5: Efecto de cEpo sobre la proliferacion y viabilidad de células UT-7.
Células UT- 7 fueron incubadas en ausencia o en presencia de 20 ng/mL de Epo
o cEpo durante 48 h. Finalizado el cultivo, se realiz6 la exposiciéon por 2 h a MTT.
El producto coloreado solubilizado en isopropanol/HCI, fue cuantificado por su
absorbancia a 570 nm con referencia a 655 nm. Diferencias significativas: Epo vs.
cEpo o S/FC, ***P<0,001 (n=6).

Solamente Epo fue capaz de aumentar significativamente la
viabilidad /proliferacién de las células UT-7, mientras que la cEpo es incapaz de
inducir el desarrollo de esta linea celular, en comparacion con los cultivos en
presencia de Epo.

Los resultados mostraron una correlacion entre la determinaciéon de la
viabilidad celular en camara de Neubauer y el ensayo de proliferacién celular por

mediciéon espectrofotométrica de MTT.

1.2.2.C. Efecto de la eritropoyetina carbamilada sobre células UT-7 en

ensayos de apoptosis

Con el fin de determinar si la disminucién de la viabilidad de las células UT-7
incubadas en presencia de cEpo podria deberse a un estimulo del proceso de
apoptosis, se realizaron cultivos celulares sometidos a los mismos tratamientos en

los que se estudi6 viabilidad y proliferacion celular.

Evaluacion de nucleos apoptoéticos

Durante el proceso de apoptosis ocurren cambios morfolégicos y bioquimicos,
entre los cuales se encuentran la fragmentacién y condensacién de la cromatina

producidos por la activacion de endonucleasas. Este cambio en la morfologia
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nuclear puede ser observado utilizando el colorante fluorescente Hoechst, el cual
por su capacidad para intercalarse en el ADN, permite la visualizacion de los
nucleos por microscopia de fluorescencia. Los nucleos intactos se observaron
homogéneamente tenidos, mientras que los nucleos apoptéticos tenian menor
tamano y mas intensa fluorescencia debido a la condensaciéon de la cromatina

(Figura 6).

Células apoptoticas
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Figura 6: Investigacion de la posible accion antiapoptética de Epo y cEpo
sobre células UT-7. Los cultivos fueron incubados con 20 ng/mL de Epo o cEpo o
sin factor de crecimiento (S/FC) durante 48 h. A continuacion, se realizo la tincion
de Hoechst y el recuento diferencial de ntcleos apoptéticos sobre un total de 600
células (400x). Diferencias significativas: Epo vs. S/FC, ** P<0,01; cEpo vs. S/FC,
NS.

El analisis del recuento diferencial de nuicleos apoptéticos muestra el efecto

antiapoptoético de la Epo. Por el contrario, la presencia de cEpo no modificé el
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nivel de apoptosis de las células UT-7 observado en cultivos realizados en

ausencia del factor de crecimiento.

Clivaje de PARP

PARP (poly-adenosin ribose polymerase) es una proteina nuclear que protege al
ADN de su degradacion. El clivaje de esta proteina es signo de apoptosis debido a

que es sustrato de la caspasa 3 activada. Se decidi6 analizar la proteina PARP

para corroborar los resultados obtenidos por la técnica de Hoechst (Figura 7).
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Figura 7: Clivaje de la proteina PARP en cultivos de células UT-7 en presencia
de Epo o cEpo. Después de los tratamientos (sin factor de crecimiento, con Epo o
con cEpo), los lisados celulares fueron analizados por SDS-PAGE e immunoblotting.
Se realizo la deteccion por reaccion con anticuerpo monoclonal anti PARP y segundo
anticuerpo anti IgG de ratén conjugado con peroxidasa, revelando por
quimioluminiscencia. La deteccion de B-actina se utiliz6 como control de carga
proteica. El blot es representativo de los resultados de 6 ensayos y la media de la
densidad de banda de cada fraccion de PARP con respecto a la de B-actina es
indicada en cada barra. Diferencias significativas: Epo (b) vs. S/FC (b), **P<0,01
(n=6).

Las células cultivadas en ausencia de Epo presentaron una banda de clivaje de

85 kDa de intensidad similar a las de las células que fueron incubadas en

60



RESULTADOS Y DISCUSION CAPITULO I

presencia de cEpo. En cambio, se observa mayor nivel de la proteina intacta en las

muestras obtenidas a partir de células incubadas con Epo.

Translocacion de fosfatidilserina

Una de las modificaciones celulares que ocurren durante la muerte celular
programada es la pérdida de asimetria de la membrana plasmatica. En el proceso
de apoptosis, el fosfolipido de membrana fosfatidilserina (PS) se transloca de la
capa interna de la bicapa lipidica hacia la capa externa, quedando de esta manera
expuesto hacia el espacio extracelular.

Se estudi6 la translocacion de PS, detectando su union a anexina V-FITC por

citometria de flujo (Figura 8).
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Figura 8: Exposicion de fosfatidilserina en cultivos de células UT-7 en
presencia de Epo o cEpo. Células UT-7 fueron incubadas durante 48 h en
ausencia de factor de crecimiento o en presencia de Epo o cEpo (20 ng/mlL). Luego
de la incubaciéon con anexina V-FITC los cultivos fueron analizados por citometria
de flujo. Diferencias significativas: Epo vs. cEpo o S/FC, **P<0,01; cEpo vs. S/FC,
NS (n=4).

Los resultados de la Figura 8 muestran un aumento del porcentaje de células
anexina V positivas en los cultivos realizados en presencia de cEpo o en ausencia
de Epo con respecto a los estimulados con Epo.

Tanto la viabilidad/proliferacion estudiada por el método de exclusiéon celular
de colorante supravital y por el método de MTT, como la apoptosis analizada

mediante la tincion de Hoechst, el clivaje de PARP y la translocacion de PS, se
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pudo advertir que la cEpo no mantiene la supervivencia de las células UT-7,
demostrando que la modificacion molecular realizada sobre la Epo anula el efecto
que la hormona nativa ejerce como factor antiapoptético y de crecimiento sobre
éstas células. El aumento de nucleos apoptoticos en cultivos incubados con cEpo
permitiria explicar la presencia de los cuerpos de tamano reducido observados por
microscopia electrénica, ya que la contraccion celular es una caracteristica
morfolégica de apoptosis. Los resultados indican que la cEpo pierde su funcion

como factor de crecimiento eritroide en esta linea celular.

1.2.3. EFECTO DE ERITROPOYETINA CARBAMILADA SOBRE LA LINEA
CELULAR TF-1

1.2.3.A. Efecto de la eritropoyetina carbamilada sobre la viabilidad y

proliferacion de las células TF-1

Otra linea celular con capacidad de diferenciacion eritroide es la de células TF-
1, la cual responde a Epo pero se desarrolla en presencia de IL-3 o GM-CSF, por el
cual se estudio6 el efecto de cEpo en ensayos similares a los realizados con células
UT-7. En la Figura 9 se presentan los resultados de crecimiento y viabilidad

celular.
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Figura 9: Comparacion de los efectos de Epo, cEpo y GM-CSF sobre la
viabilidad de células TF-1. Las células fueron privadas de factor de crecimiento
por 18 h (t = 0) y luego incubadas en presencia de Epo, cEpo (20 ng/mL) o GM-
CSF (4 ng/mlL) o sin factor de crecimiento (S/FC) por 24 h. Se evalué la viabilidad
celular por el ensayo de MTT. Diferencias significativas: Epo o GM-CSF vs. S/FC,
***P<0,001; cEpo vs. S/FC, NS (n=4).

62



RESULTADOS Y DISCUSION CAPITULO I

En la Figura 9 se muestra que la cEpo no permite mantener la viabilidad y
proliferacion celular en la linea TF-1, mientras que en presencia de ambos

factores de crecimiento, Epo o GM-CSF, se mantuvo intacta la viabilidad celular.

1.2.3.B. Efecto de la eritropoyetina carbamilada sobre células TF-1 en

ensayos de apoptosis

Evaluacion de niicleos apoptoéticos

En primer lugar se evaluaron los cambios de morfologia nuclear utilizando el
colorante de Hoechst para la visualizacibn de los nucleos apoptéticos por

microscopia de fluorescencia (Figura 10).
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Figura 10: Accion de Epo, GM-CSF y cEpo sobre la muerte celular programada
de células TF-1. Los cultivos fueron privados de su factor de crecimiento por 18 h y
luego incubados con Epo (20 ng/mlL), GM-CSF (4 ng/mlL), cEpo (20 ng/mlL), o sin
factor de crecimiento (S/FC) durante 48 h. A continuacion, se realiz6 la tinciéon de
Hoechst y el recuento diferencial de nticleos apoptéticos. Diferencias significativas:
Epo o GM-CSF vs. S/FC, ***P<0,001; cEpo vs. S/FC, NS (n=6).

La evaluacion de apoptosis por microscopia de fluorescencia (Figura 10) mostré
que las células que fueron cultivadas en ausencia de ambos factores de
crecimiento o en presencia de cEpo presentaban un aumento significativo de los
nucleos apoptoéticos, a diferencia de los cultivos en presencia de Epo o de GM-CSF

que evidenciaron la habilidad antiapoptotica de estos factores.
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Clivaje de la proteina PARP
Como en la linea celular UT-7, también estudiamos la apoptosis mediante el

clivaje de la proteina PARP por electroforesis y posterior electrotransferencia en las

células TF-1 (Figura 11).
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Figura 11: Clivaje de PARP en cultivos de células TF-1 estimulados por
distintos factores. Las células TF-1, fueron privadas de factores de crecimiento
por 18 h y luego expuestas a Epo (20 ng/ml), GM-CSF (4 ng/mL) o cEpo (20
ng/mL) por 48 h. Los lisados celulares fueron analizados por SDS-PAGE e
immunoblotting. Se realizd la deteccion por reaccion con anticuerpo monoclonal
anti PARP y con anticuerpo anti IgG de ratéon conjugado con peroxidasa, revelando
por quimioluminiscencia. La deteccion de la proteina B-actina se utiliz6 como
control de carga proteica. Diferencias significativas: Epo (b) o GM-CSF (b) vs. S/FC
(b), *P<0,05 (n=3).

Los resultados obtenidos por Western blotting avalan lo observado por la
técnica de Hoechst. Las células en presencia de factores de crecimiento
presentaron una banda de clivaje de intensidad similar mientras que la presencia

de cEpo produjo una banda de clivaje de PARP (85 kDa) claramente mas intensa,
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similar a la observado en ausencia de factores de crecimiento, y contrariamente a

lo observado con GM-CSF y Epo.

Translocacion de fosfatidilserina

Mediante la técnica de citometria de flujo se analiz6 la translocacion de PS

como marcador de apoptosis.
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Figura 12: Translocacion de fosfatidilserina en cultivos de células TF-1
estimulados por distintos factores. Las células TF-1 fueron privadas de factores
de crecimiento por 18 h y posteriormente cultivadas durante 48 h a 37 °C en
ausencia de factor de crecimiento o en presencia de Epo (20 ng/mlL), GM-CSF (4
ng/mL) o cEpo (20 ng/ml). Luego, fueron incubadas con anexina V-FITC y
analizadas por citometria de flujo. Diferencias significativas: Epo o GM-CSF vs.
S/FC, **P<0,01 (n=4).

A diferencia de los cultivos desarrollados en presencia de Epo o de GM-CSF,
factores que muestran una acciéon antiapoptoética, se puede observar un aumento
del porcentaje de células anexina V positivas en los cultivos tratados con cEpo,
resultado similar al de los cultivos realizados en ausencia de factores de

crecimiento.
Asi como en las células UT-7, en las células TF-1 pudimos observar que la cEpo

no tiene ningun efecto sobre las mismas, ya sea a nivel de la viabilidad o de

proliferacion celular. La cEpo no estimul6 el crecimiento de las células, asi como
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tampoco mostré accion antiapoptotica. Por el contrario, los factores de
crecimiento, ya sea GM-CSF o Epo, efectuaron sus dos funciones conocidas,

eritropoyética y antiapoptética.

1.2.4. EFECTO DE ERITROPOYETINA CARBAMILADA SOBRE LA LINEA
CELULAR K562

1.2.4.A. Efecto de la eritropoyetina carbamilada sobre la viabilidad y

proliferacion de las células K562

En otros estudios desarrollados en nuestro laboratorio, se demostro el efecto
protector de Epo frente a la accién proapoptética del factor de necrosis tumoral
TNF-a en células de la linea de origen eritroleucémico K562 cuando se encuentran
en estadio de diferenciacion eritroide (Vittori et al, 2010). Sin embargo, se
desconoce si la cEpo puede ejercer una accion similar.

Células K562 fueron inducidas a diferenciacion eritroide con hemina y luego se
las incub6é con TNF-a. Se analizé la proliferacién y viabilidad celular por la técnica

de MTT.
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Figura 13: Comparacion de la accion de Epo y cEpo sobre células K562
inducidas a apoptosis por TNF-a. Las células K562 (control) fueron diferenciadas
con hemina 30 puM en presencia de 30 ng/mL TNF-a por 48 h. Algunos cultivos
diferenciados, fueron pretratados con Epo o cEpo (25 ng/mlL) durante 18 h antes
de la exposicion a TNF-a. Posteriormente, se evalué la viabilidad celular mediante
el ensayo de MTT. Diferencias significativas: Hemina+Epo+TNF-a vs. Hemina+TNF-
a, *P<0,05; Hemina+cEpo+TNF-a vs. Hemina+TNF-a, NS (n=4).
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El pretratamiento con cEpo no produjo el mismo efecto que Epo frente a la
accion proapoptotica de TNF-o (Figura 13). Se puede observar que cEpo, a
diferencia de Epo, no genera proteccion en las células K562, cuando son

diferenciadas y expuestas a la citoquina proinflamatoria TNF-a.

1.2.4.B. Efecto de la eritropoyetina carbamilada sobre células K562 en

ensayos de apoptosis

Evaluacion de niicleos apoptoéticos

La muerte celular programada también fue estudiada mediante microscopia de

fluorescencia, por tincion de los nuicleos apoptéticos con el colorante de Hoechst.
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Figura 14: Evaluacion de la apoptosis inducida por TNF-a en cultivos de
células K562 pretratadas con Epo o cEpo. Las células K562 fueron diferenciadas
con hemina 30 uM, y luego incubadas en presencia de 30 ng/ml TNF-«a por 48 h.
Algunos cultivos diferenciados fueron pretratados con Epo o con cEpo (25 ng/ml)
18 h antes de la exposicion a TNF-a. A continuacion, se realizdé la tincion de
Hoechst y el recuento diferencial de nucleos apoptéticos por microscopia de
fluorescencia sobre un total de 600 células (400x). Diferencias significativas:
Hemina+Epo+TNF-a vs. Hemina+TNF-a, *P<0,05; Hemina+cEpo+TNF-a vs.
Hemina+TNF-a, NS (n=4).

La Figura 14 muestra que la presencia de cEpo no previene la apoptosis celular
inducida por TNF-a en los cultivos de células K562 diferenciadas con hemina,

como si lo hace Epo.
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La diferenciacién eritroide incrementé la sensibilidad de las células K562 frente
a la accion proapoptética de TNF-a. Epo, pero no cEpo, protegié a estas células

frente a la apoptosis inducida por la citoquina.

1.3. EFECTO DE LA ERITROPOYETINA CARBAMILADA SOBRE CELULAS
DE ORIGEN NEURONAL

En trabajos previos del laboratorio, se demostré que Epo actila como agente
protector frente a acciones proapoptoéticas tanto de staurosporina (STP) como de
TNF-a en células de neuroblastoma humano (Pregi et al, 2006).

Para investigar si cEpo presenta el mismo efecto protector que Epo sobre la
linea SH-SYSY, cultivos celulares fueron tratados con Epo y con cEpo previo a la

induccion de apoptosis por staurosporina o TNF-a.

I.3.1. Accion de la eritropoyetina carbamilada en células expuestas al

agente proapoptético staurosporina

Células SH-SY5Y fueron tratadas con STP. Se analiz6 si el pretratamiento con
Epo o cEpo prevenia la accion perjudicial de STP. Se estudio la proliferaciéon y

viabilidad celular mediante el ensayo de MTT (Figura 15).
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Figura 15: Proteccion de células SH-SYSY pretratadas con Epo o cEpo.
Cultivos de células SH-SYSY fueron incubados con Epo o cEpo (250 ng/mlL)
durante 24 h y luego expuestos a STP (50 nM) durante las siguientes 24 h.
Finalizado el cultivo, se analizé la viabilidad/proliferacién mediante el ensayo de
MTT. El producto coloreado solubilizado en isopropanol/HCI, fue cuantificado por
su absorbancia a 570 nm con referencia a 655 nm. Diferencias significativas:
Epo+STP o cEpo+STP vs. STP, *P<0,05 (n=6).
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También se analiz6 la induccion de apoptosis de las células de origen neuronal
SH-SYSY y los efectos de Epo y cEpo sobre las mismas. Los resultados del
recuento diferencial de células apoptoticas obtenidos mediante tinciéon con

Hoechst y microscopia de fluorescencia se resumen en la Figura 16.
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Figura 16: Accion antiapoptética de Epo y cEpo sobre células SH-SY5Y.
Cultivos de células SH-SYSY fueron incubados con Epo o cEpo (250 ng/ml)
durante 24 h y luego expuestos STP (50 nM) durante las 24 h siguientes. A
continuacion, se realizé el recuento diferencial de nucleos apoptéticos sobre un
total de 600 células mediante microscopia de fluorescencia (Hoechst). Diferencias
significativas: Epo+STP o cEpo+STP vs. STP, *P<0,05; Epo+STP vs. cEpo+STP, NS
(n=4).

El analisis del recuento diferencial de nucleos apoptoticos muestra el efecto
antiapoptético, tanto de Epo como de cEpo, frente al agente proapoptotico STP.
La apoptosis en este modelo también fue evaluada mediante el clivaje de la

proteina PARP (Figura 17).
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Figura 17: Clivaje de PARP en cultivos de células SH-SY5Y inducidas a
apoptosis. Después de los tratamientos celulares similares a los descriptos en la
figura anterior, los lisados celulares fueron analizados por SDS-PAGE e
immunoblotting. Se realiz6 la deteccion por reaccién con anticuerpo monoclonal
anti PARP y segundo anticuerpo anti IgG de ratéon conjugado con peroxidasa,
revelando por quimioluminiscencia. La deteccion de la proteina actina se utilizé
como control de carga proteica.

Los resultados obtenidos por Western blotting avalan lo observado por la
técnica de microscopia de fluorescencia (Figura 16). Las células incubadas con
Epo o cEpo previo al agregado de STP, presentaron una banda de clivaje de
intensidad muy tenue mientras que solamente en presencia de STP, sin la adiciéon
de factores antiapoptoéticos, se observé una banda de clivaje de PARP (85 kDa)

claramente mas intensa.

Para complementar y confirmar los resultados observados por las técnicas

anteriores, investigamos la translocacién de PS por citometria de flujo.
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Figura 18: Translocacion de fosfatidilserina en ensayos con células SH-SYSY
inducidas a apoptosis. Las células SH-SYSY, expuestas a Epo o cEpo (250
ng/mL) y posteriormente incubadas en presencia de STP (50 nM), fueron
marcadas con anexina V-FITC y analizadas por citometria de flujo. Diferencias
significativas: Epo+STP o cEpo+STP vs. STP, **P<0,01 (n=4).

1.3.2. Accion de la eritropoyetina carbamilada en células expuestas a la

citoquina proinflamatoria TNF-o

Para evaluar la protecciéon neuronal de Epo y cEpo, se utilizé también otro
agente proapoptético, la citoquina proinflamatoria TNF-a. Se evalué la viabilidad y
proliferacion celular (Figura 19) y la presencia de células apoptéticas (Figura 20)

después de someter a las células SH-SY5Y a los distintos tratamientos.
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Figura 19: Proteccion de células SH-SYS5Y por Epo y cEpo frente a la
induccion de apoptosis. Células SH-SYSY fueron incubadas durante 24 h en
presencia de Epo o cEpo (250 ng/mlL) y luego con TNF-a (20 ng/mL) durante las
24 h posteriores. La viabilidad/proliferaciéon celular fue evaluada por MTT y la
lectura del formazan generado fue realizada en lector de placas. Diferencias
significativas: Epo+TNF o cEpo+TNF vs. TNF, * P<0,05 (n=4).

La presencia tanto de Epo como cEpo, generé proteccion de las células
neuronales frente a TNF-a, manteniendo intacta la viabilidad celular.

Los efectos de Epo y cEpo frente a la apoptosis celular fueron evaluados por
microscopia de fluorescencia después de la tinciéon con Hoechst en las células SH-

SYS5Y sometidas a los mismos tratamientos que en la Figura 19.
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Figura 20: Accion antiapoptética de Epo y cEpo frente a la accion de TNF-a
sobre células SH-SYS5Y. Cultivos de células SH-SYS5Y fueron incubados con Epo o
cEpo (250 ng/mL) por 24 h y luego expuestos TNF-a (20 ng/mL) durante las
siguientes 24 h. A continuacién, se realizd la tincion de Hoechst y el recuento
diferencial de nucleos apoptéticos por microscopia de fluorescencia sobre un total
de 600 células (400x). Diferencias significativas: Epo+TNF-o o cEpo+TNF-a vs.
TNF-o, *P<0,05 (n=6).
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En la Figura 20 se puede observar que la presencia de TNF-a en los cultivos
induce la muerte programada de las células neuronales SH-SY5Y, la cual es
prevenida por la presencia de Epo y de cEpo.

Los resultados que muestran las Figuras 15-20 demuestran que la
eritropoyetina carbamilada (cEpo) muestra un efecto protector sobre células

neuronales (SH-SYS5Y) semejante al de la Epo.

CONCLUSIONES

» La eritropoyetina modificada estructuralmente por carbamilacién no
genera efecto sobre las lineas celulares con capacidad de diferenciacion
eritroide, ni como factor de crecimiento (CFU-E, UT-7 y TF-1) ni como factor
antiapoptético (K562).

» En las células de origen neuronal SH-SYS5Y, al igual que Epo, cEpo
genera proteccion celular frente a los agentes propoptodticos staurosporina y

la citoquina proinflamatoria TNF-a.
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DISCUSION

Los efectos neuroprotectores bien documentados de la eritropoyetina
recombinante humana (rhEpo) han sido asociados a una estimulacién indeseada
de la eritropoyesis (policitemia), con el riesgo subsecuente de complicaciones
tromboembdlicas. La forma modificada de la Epo que ha despertado mas interés,
por su potencial aplicacion farmacolégica es el derivado carbamilado (cEpo). Como
ha sido mencionado en la Introduccién de este trabajo, existe evidencia, por
ensayos in vitro e in vivo, de una accion diferencial de esta proteina modificada
con respecto a su efecto sobre distintos tejidos. Sin embargo, poco se conoce
acerca de las causas de esta accion diferencial entre cEpo y Epo.

Con el objeto de profundizar el conocimiento sobre las diferencias observadas
en la funciéon de Epo, debido al proceso de carbamilacion que sufre esta molécula,
en el presente trabajo utilizamos distintos tipos celulares eritroides y una linea de
origen neuronal, para evaluar en conjunto los efectos de cEpo y compararlos con
los de Epo realizando ensayos paralelos. Se emplearon células de la linea UT-7,
con capacidad de diferenciacion eritroide, dependiente de Epo para su
supervivencia; células TF-1 que pueden diferenciarse hacia el linaje eritroide,
dependientes de GM-CSF pero que también pueden proliferar durante periodos
cortos por estimulo con Epo; la linea celular eritroleucemica K562 independiente
de Epo; y progenitores eritroides de médula ésea de ratén. Con respecto a la linea
de origen neuronal, la estudiada fue la de neuroblastoma humano SH-SYS5Y.

El primer paso consistié en realizar la carbamilaciéon de la rhuEpo, utilizando
cianato de potasio, una sal que en medio soluble se descompone generando un
anién que le permite unirse a los residuos lisina de la proteina. La metodologia fue
previamente estandarizada por carbamilacién de albuimina. La obtencién de cEpo
fue demostrada empleando técnicas de electroforesis, electrotransferencia e
inmunodeteccion, a través de las cuales pudo demostrarse la disminucién de la
carga positiva de la cEpo debido al bloqueo de los grupos lisina y, en consecuencia
el aumento de su carga neta negativa con respecto a la de Epo (Figura 1).

En el producto de carbamilacién (cEpo), un residuo carbamilo va acoplado a
cada monoémero de lisina de la molécula de Epo, modificando, de esta forma, la
estructura de la proteina, lo que podria causar alteraciones funcionales.

Como fue descripto anteriormente, las CFU-E son células fisiolégicas que
poseen receptores para Epo y, por lo tanto, responden al estimulo de esta
hormona para proliferar y diferenciarse. Por este motivo, analizamos, en primer

lugar, el efecto de la hormona modificada a nivel eritroide, utilizando cultivos de
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progenitores eritroides de médula o6sea. cEpo no estimulé el desarrollo de
unidades formadoras de colonia (CFU-E) (Figura 2). En cultivos de la linea celular
UT-7, cEpo, a diferencia de Epo, no actio como factor de crecimiento,
observandose disminucién de la viabilidad celular (Figuras 3-5), justificada,
probablemente, por el aumento de células apoptéticas (Figuras 6-8). Esta falta de
actividad eritropoyética es coincidente con resultados de estudios experimentales
en los que se demostr6 que el aumento de hematocrito producido por la
administracion de Epo en ratas no fue observado cuando los animales fueron
tratados con cEpo (Coleman et al, 2006). En otros estudios en los que se
emplearon modelos de infarto del miocardio (Fiordaliso et al, 2004) o dafo
traumatico cerebral en ratas (Mahmood et al, 2007), el postratamiento con cEpo
genero proteccion sin incremento de la masa eritroide.

Otra de las lineas celulares con caracteristicas similares a las UT-7 estudiada
en este trabajo fue la TF-1. Los tratamientos realizados para el estudio de la cEpo
en estas células fueron los mismos que los utilizados en cultivos de las UT-7 y
también fueron similares las conclusiones. La presencia de cEpo no permitio el
crecimiento de los cultivos como si lo hicieron los factores de crecimiento —-GM-
CSF y Epo— necesarios para el desarrollo de estas células (Figura 9).

En los ensayos de apoptosis, en los que se evalud la aparicion de ntucleos
apoptoticos (Figura 10), el clivaje de la proteina PARP (Figura 11) y la
translocaciéon de PS (Figura 12), se observo que la cEpo gener6 apoptosis celular.

En un estudio anterior (Vittori et al, 2010), se habia demostrado el efecto
protector de Epo frente a la accién proapoptotica de la citoquina proinflamatoria
TNF-a en células de la linea de origen eritroleucémico K562 cuando se encuentran
en estadio de diferenciacion eritroide. En este trabjo, la viabilidad celular no fue
mantenida por la presencia de cEpo frente a la accion de TNF-a en células K562
sensibilizadas (Figura 13), y tampoco actué la cEpo como agente antiapoptético
(Figura 14).

Para estudiar el efecto de cEpo sobre la linea de origen neuronal SH-SYSY, se
indujo apoptosis por la citoquina proinflamatoria TNF-a y por STP, un eficiente
agente proapoptoético e inductor de diferenciaciéon de células de neuroblastoma
humano (Yuste et al, 2002). El pretratamiento de las células neuronales, tanto con
Epo como con cEpo, previno la muerte celular y por lo tanto permitié la
supervivencia celular frente a ambos inductores de apoptosis estudiados (Figuras
15-20).

La eficiencia de cEpo para la proteccion cerebral general ha sido demostrada

por Mahmood y colaboradores (2007) en un trabajo en el que describieron que
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Epo y cEpo son igualmente eficaces para promover la recuperacion de la
transmision nerviosa luego de generar un dano traumatico en el cerebro de ratas.
La apoptosis inducida por STP en cardiomiocitos in vitro fue atenuada por cEpo
con un efecto similar al de Epo (Fiordaliso et al, 2004; Moon et al, 2005). La
administracion subcutanea de cEpo en ratas demostré la reduccion de estrés
metabodlico causado por hipoxia cronica, mejorando la supervivencia celular
(Fantacci et al, 2006). La proteccién tanto por Epo como por cEpo fue observada
luego de eventos neurodegenerativos tempranos inducidos por hemiseccion de la
médula espinal (King et al, 2007).

En conclusién, los resultados hallados demuestran que las modificaciones
moleculares que sufre la Epo debido al proceso de carbamilaciéon, genera la
pérdida de su habilidad para inducir el crecimiento y supervivencia de las células
capaces de diferenciarse hacia el linaje eritroide, UT-7, TF-1 y CFU-E, asi como
para proteger de apoptosis a las células K562. Sin embargo, cEpo demostré accion
neuroprotectora frente a la exposicion de las células SH-SYSY a agentes
proapoptoticos con una potencia y eficacia similar a la que posee la Epo no
carbamilada.

Es interesante destacar que la incapacidad de la cEpo esta vinculada a su
relacion con células con capacidad de diferenciarse al linaje eritroide ya que no
s6lo pierde la accion proliferativa de Epo sino también su propiedad
antiapoptoética sobre las células K562, propiedad que si mantiene en los cultivos
de células neuronales inducidas a apoptosis.

Este hallazgo es novedoso y pudo demostrase al utilizar un modelo combinado
que involucra ensayos simultaneos con distintos tipos celulares, a diferencia de
publicaciones anteriores, con las que, igualmente, nuestros resultados son
coincidentes.

A partir de estos resultados, el desafio implica el disefio de ensayos que
permitan dilucidar mecanismos de accion de cEpo y compararlos con los

involucrados en la actividad celular por Epo.
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CAPITULO II

RECEPTORES INVOLUCRADOS EN LA ACCION DE
ERITROPOYETINA Y ERITROPOYETINA CARBAMILADA EN LINEAS
CELULARES ERITROIDES Y NEURONALES

La accion diferencial entre Epo y cEpo en los tejidos neuronales y eritroides,
demostrada en el capitulo I, podria ser explicada por diferentes formas de
contacto de Epo y cEpo con sus células blanco.

Aun existe controversia con respecto a la interacciéon de Epo con nuevos
receptores. La sugerencia de que la acciéon eritropoyética de la Epo depende del
receptor homodimérico (REpo)2, mientras que la accién antiapoptoética en tejidos
no hematopoyéticos es mediada por el receptor heterodimérico (REpo/Rpc) (Brines
et al, 2004) no coincide con resultados de Um y colaborados (2007). Estos ultimos
demostraron que la Epo ejerce su accion protectora en lineas neuronales por
mecanismos que involucran al complejo de senalizacion "clasico" a través del
(REpo)2. En otros estudios se demostré que el RBc constitutivo activa al REpo en
lineas celulares hematopoyéticas (Blake et al, 2002). De acuerdo con lo expresado
por Arcasoy (2008) en una revision sobre el tema, consideramos que se necesita
mayor investigacion para dilucidar la potencial funcionalidad biologica de estas
interacciones entre REpo y RBc, asi como la union de Epo y cEpo con estos
receptores. En base a ello y al hallazgo de la accién diferencial entre Epo y cEpo
(Capitulo I) es que abordamos el estudio de los receptores con los cuales

interaccionarian Epo y cEpo en las distintas lineas celulares.

II.1. EXPRESION DEL REpo Y DEL RB common EN CELULAS ERITROIDES
Y NEURONALES

En primer lugar se determiné la expresion del receptor de Epo y de la
subunidad f common en las distintas lineas celulares en estudio en diferentes

estadios de diferenciacion (Figura 21).

79



RESULTADOS Y DISCUSION CAPITULO II

A) UT-7 TF-1 SH-SYSY
C H C H C AR
REpo e e AN ” - o
g : A, | £3iN:
il
REC e S —— — - - v ‘ 130 kDa
B-actina M A 42 kDa

B)
= 69 Océlulas indiferenciadas 6= Océlulas indiferenciadas
o [l células diferenciadas Y B células diferenciadas
(5] .z 5- -ﬂ 5-
gSE < =
%3 g &
© 2 44 B Y 49
i T
& § 3 & " 3
A s L 9 -
¥ g 2 ?‘-3 2
§ 14 *% ‘g 14 *%
- =
0 ﬁ— == 0
UT-7  TF-1 SH-SY5Y UT-7  TF-1 SH-SY5Y

Figura 21: Expresion de receptores REpo y Rfc. Las células UT-7 y TF-1 fueron
diferenciadas con 30 uM de hemina (H) durante 48 h mientras que las células SH-
SYS5Y fueron diferenciadas durante 4 dias por tratamiento con 10 uM de acido
retinoico (AR). Transcurridos los periodos correspondientes de diferenciaciéon, los
cultivos celulares indiferenciados (C) y diferenciados (H o AR) fueron lisados y los
extractos proteicos resueltos por SDS-PAGE y electrotransferencia. (A) Los geles
fueron revelados por inmunodeteccion con anticuerpos especificos, utilizando B-
actina como control de carga proteica. (B) La densidad de cada banda fue
relativizada con respecto a la de B-actina. Diferencias significativas entre las
células diferenciadas e indiferenciadas de la linea SH-SYS5Y, **P<0,01 (n=3 ensayos
independientes).

Tanto REpo como la subunidad RBc se encontraron expresados en las células
indiferenciadas de todas las lineas estudiadas. En células diferenciadas, la
expresion de ambos receptores fue facilmente detectada en las lineas UT-7 y TF-1,
mientras que en las células neuronales SH-SYS5Y diferenciadas la expresion del

REpo fue similar a la del RBc y muy débil.
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RESULTADOS Y DISCUSION CAPITULO II

I1.2. MODULACION DEL REpo-REpo y DEL REpo-Rf common EN CELULAS
ERITROIDES Y NEURONALES

Para avanzar en el conocimiento de la relacion de Epo y cEpo con los receptores
homo y heterodimérico, investigamos su modulacién a través de ARNm en las

distintas lineas celulares.

I1.2.1. Modulacion del REpo-REpo v REpo-Rf3 common en células UT-7

En la Figura 22 se pueden observar los resultados del analisis por RT-PCR
semicuantitativa de los niveles de ARNm del receptor de Epo y de la subunidad pc
en las células UT-7 expuestas a Epo o cEpo por 24 h, luego de ser privadas de su

factor de crecimiento.
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Figura 22: Modulacion de receptores REpo y Rfc en células UT-7. Las células
fueron cultivadas sin factor de crecimiento por 18 h (t=0) y luego tratadas con Epo o
cEpo (200 ng/mlL) por 24 h para estudiar su modulacién a nivel de ARNm. Las
células control (Epo) fueron mantenidas durante el mismo tiempo con 20 ng/mL de
Epo. Se realizo la extraccion de ARN, la transcripcion a ADNc y posterior analisis por
RT-PCR semicuantitativa. Los niveles de intensidad de las bandas del REpo (A) y
RBc (B) fueron normalizados con respecto a los valores correspondientes al estandar
interno GAPDH y analizados por el programa GelPro. Diferencias significativas: (A):
Epo(24h) vs. S/FC, *P<0,05; cEpo(24h) vs. S/FC, NS. (B): Epo(24h) vs. S/FC,
*P<0,05; cEpo(24h) vs. S/FC, **P<0,01 (n=3).
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A diferencia de Epo, cEpo no regula la expresion del REpo en células UT-7.
Contrariamente, se pudo observar, en esta linea celular, una regulaciéon positiva
de la cEpo sobre el ARNm de la subunidad Rfc.

En la figura 22 se observa el aumento de la expresion del REpo durante la
privacion del factor de crecimiento Epo, lo que, probablemente, se deba a la
necesidad de aumentar el acceso a la baja cantidad del ligando, mientras que al
agregar al cultivo la hormona, la célula no requiere una elevada disponibilidad del
receptor. Una regulacion similar del RBc por Epo no fue observada, debido a que
las células son dependientes de Epo a través del camino de senalizacion

Epo/REpo.

I1.2.2. Modulacion del REpo-REpo v REpo-R3 common en células TF-1

Como describimos anteriormente, las células TF-1 utilizan Epo y/o GM-CSF
como factores de crecimiento. GM-CSF acttia a través de su uniéon al
heteroreceptor formado por la subunidad o-especifica para GM-CSF y la
subunidad  common. Esta ultima subunidad junto con una subunidad del REpo,
formarian el posible heteroreceptor involucrado en los efectos de ambas
eritropoyetinas.

En estas células, analizamos también la modulacion de ambos receptores por

Epo, GM-CSF o cEpo, luego de haber sido privadas de factores de crecimiento.
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Figura 23: Modulacién de receptores REpo y Rfc en células TF-1. Las células TF-1
fueron de privadas de su factor de crecimiento GM-CSF por 18 h (t=0), y luego
fueron estimuladas con 200 ng/mL de Epo o cEpo, o con 40 ng/mL de GM-CSF
por 24 h. Controles: cultivos celulares mantenidos con GM-CSF, Epo o cEpo (24
h). El ARN total fue extraido y la expresion de los receptores cuantificada por RT-
PCR. Diferencias significativas: (A) Epo (24 h) o cEpo (24 h) vs. S/FC, *P<0,05
(n=3). (B) GM-CSF (24 h) vs. S/FC, Epo (24 h) vs. Epo, *P<0,05 (n=3).
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Los resultados sugieren que tanto Epo como cEpo regulan la expresion del
REpo en las células TF-1. A diferencia de las células UT-7, los cultivos de la linea
TF-1 no alcanzan el nivel basal del ARNm de REpo en el periodo de estimulacion
por Epo estudiado en este ensayo (24 h).

Se observo la regulacion del Rfc por GM-CSF, luego de un periodo de privacion
de este factor de crecimiento, dado que es una subunidad de su receptor
especifico (Ra/Rpc). Tanto GM-CSF como Epo regulan la expresion del ARNm del

Rpc en estas células.

I1.2.3. Modulacion del REpo-REpo v REpo-Rc en células SH-SYS5Y

Como en las células neuronales ya habiamos observado una accién protectora
tanto de Epo como de cEpo (Capitulo I), resulté interesante comparar los efectos
de ambas eritropoyetinas en la modulacién de los receptores homo y
heterodimérico en la linea SH-SYSY. Por lo tanto analizamos la expresiéon del

ARNm del REpo y RBc cuando esta linea celular fue tratada con Epo o con cEpo

durante 24 h. Los resultados pueden observarse en la siguiente figura:
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Figura 24: Modulacion de los receptores REpo y Rfc por Epo y cEpo en células
SH-SYSY. Cultivos celulares de SH-SYSY fueron tratados con 100 ng/mL de Epo o
cEpo por 24 h. Se realiz6 la extraccion de ARN, la transcripcion a ADNc y el analisis
por RT-PCR. Los niveles de intensidad de las bandas fueron normalizados con
respecto a los valores correspondientes al estandar interno GAPDH y analizados por
el programa GelPro. Diferencias significativas: Epo o cEpo vs. C, *P<0,05 (n=3).
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En las células SH-SYSY se pudo apreciar una modulaciéon positiva de ambos
receptores, tanto por cEpo como por Epo, por lo que no se descarta la posibilidad
de que una o ambas eritropoyetinas estén actuando a través de los posibles

receptores postulados para sus acciones, (REpo)2 y REpo/Rfc.

I1.3. INTERFERENCIA DE cEpo CON LOS FACTORES DE CRECIMIENTO
Epo Y GM-CSF EN CELULAS ERITROIDES Y NEURONALES

Dado que distintos autores concuerdan en atribuir el efecto diferencial entre
Epo y cEpo a su accién mediada por diferentes receptores, decidimos realizar
ensayos de interferencia empleando los modelos de células eritroides y
neuronales. Para avanzar en el conocimiento de la participaciéon de los dos
receptores en su interacciébn con Epo y con cEpo, se realizaron cultivos en
presencia de altas concentraciones de cEpo para probar la posible competencia
con respecto a Epo en células progenitoras eritroides de ratén y en la linea celular
UT-7, asi como la posible interferencia de cEpo con respecto a Epo y GM-CSF en
las células TF-1. Ademas, se investigd la posible interferencia de GM-CSF en la

accion protectora de cEpo sobre células neuronales SH-SY5Y.

I1.3.1. Interferencia de cEpo en el desarrollo de unidades formadoras de

colonias (CFU-E) en progenitores eritroides

Para investigar la posible interferencia de cEpo en la accién proliferativa de
Epo, se estudi6 el desarrollo de unidades formadoras de colonias, a partir de
cultivos de progenitores eritroides fisiologicos, estimulados con Epo en presencia

de cEpo en exceso (Figura 25).
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Figura 25: Efecto de la interferencia de cEpo en la accion de Epo sobre el
desarrollo de colonias eritroides. Células de médula 6sea de ratones Balb/c
(5x105/mlL) fueron cultivadas en a-MEM, 0,8% de metilcelulosa y 5% de SFB por
48 h en ausencia o en presencia de 20 ng/mL de Epo o cEpo. Otros cultivos fueron
expuestos a Epo y cEpo en iguales (Epo+cEpo) o distintas concentraciones (cEpo
10x) y tiempos (Epo 60 min+cEpo 10x). El desarrollo de CFU-E fue evaluado por el
recuento de colonias formadas por 8 o mas células hemoglobinizadas, utilizando
microscopio invertido (aumento 400x) después de la tincion con DAF y HO,.
Diferencias significativas: Epo vs. S/FC o cEpo y Epo+cEpo(10x) vs. Epo,
***P<0,001. Epo(60 min)+cEpo(10x) vs. Epo y Epo+cEpo(10x) vs. cEpo o S/FC, NS
(n=10).

En forma similar a lo demostrado en el capitulo I, Epo, pero no cEpo, indujo un
crecimiento significativo de CFU-E. En este ensayo, cEpo, agregada al cultivo en
elevada concentracion con respecto a Epo interfirié sobre el efecto de ésta. Cuando
se encuentra presente en concentraciones elevadas (10x con respecto a Epo), cEpo
produce una significativa interferencia en el desarrollo de unidades formadoras de
colonias estimuladas por Epo. Este ensayo sugiere que, en alguna etapa de la
activacion celular por Epo, la proteina carbamilada interfiere en su via de
activacion. Sin embargo, este efecto competitivo de cEpo no se observé cuando los
cultivos fueron estimulados con Epo durante 60 min previo al agregado de cEpo.
Esto se podria explicar porque al estimular las células con Epo, ésta genera la
activacion celular antes de que la cEpo compita por la utilizacion del o de los

receptores involucrados.
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I1.3.2. Interferencia de cEpo en la accion de Epo en células UT-7

Las células UT-7 cultivadas con Epo, fueron sometidas al mismo tiempo a altas
concentraciones de cEpo para estudiar la posible interferencia de ésta sobre la
proliferacion y viabilidad celular inducida por Epo, y de esta forma, evaluar si

ambas pueden ser ligandos del mismo receptor en esta linea celular (Figura 26).
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Figura 26: Interferencia de cEpo con Epo en la viabilidad/proliferacion de
células UT-7. Las células fueron cultivadas por 48 h en presencia de Epo o cEpo
(20 ng/mL), de Epo + cEpo (20 ng/mL), o en presencia de Epo (20 ng/mlL) + cEpo
200 ng/mL (10x). Las células fueron incubadas con MTT y el precipitado azul de
formazan producido fue solubilizado y analizado midiendo la absorbancia del
producto coloreado a 570 nm con referencia a 655 nm. Los resultados se expresan
como D.O.. Diferencias significativas: Epo vs. S/FC, **P<0,01; cEpo vs. S/FC, NS;
Epo+cEpo(10x) vs. Epo, *P<0,05 (n=4).

Similar a lo mostrado en el capitulo I, Epo pero no cEpo mostré un efecto
proliferativo sobre la linea celular UT-7. La accién de Epo, en presencia de una
elevada concentracion de cEpo fue parcial.

Para determinar si los resultados observados en los ensayos de viabilidad se
correlacionan con la aparicion de células apoptéticas, la muerte celular fue
evaluada mediante la tincién con el colorante Hoechst en los mismos tratamientos

sometidos al ensayo de MTT (Figura 27).

87



RESULTADOS Y DISCUSION CAPITULO II

90 4
80
70 1
60
50
40 4 ®
30 -
20 - -I-

.

(0)
Epo - g B + +

cEpo = = + + 5
cEpo 10x

Apoptosis celular
(%)

]
1
L}
|
+

Figura 27: Interferencia de cEpo en la accion antiapoptética de Epo en
células UT-7. Cultivos de células UT-7 fueron incubados con Epo o cEpo 20
ng/mL, Epo + cEpo (20 ng/mL) o con Epo (20 ng/mlL) + cEpo (200 ng/mlL) (10x)
durante 48 h. A continuacién, se realizé la tincién de Hoechst y el recuento
diferencial de nucleos apoptoticos por microscopia de fluorescencia sobre un total
de 600 células. Diferencias significativas: Epo+cEpo(10x) vs. Epo, *P<0,05 (n=4
ensayos independientes).

A pesar de la presencia de Epo, la apoptosis celular aumenté por la elevada
concentracion de cEpo en el cultivo, sin embargo este aumento no alcanzé los
niveles de apoptosis observados en las células cultivadas sin factor de crecimiento
o cultivadas en presencia de cEpo.

En conjunto, los resultados mostrados en las Figuras 26 y 27 sugieren que la
cEpo interfiere, al menos parcialmente, en la accibn de la Epo sobre la
supervivencia, proliferacién y apoptosis celular de la linea con capacidad de

diferenciacion eritroide UT-7.

I11.3.3. Interferencia de cEpo en la accion de Epo v de GM-CSF en células
TF-1

En forma similar a los ensayos realizados con células UT-7, se desarrollaron
experiencias de interferencia entre factores de crecimiento en cultivos de células
TF-1. Utilizando el ensayo de MTT para evaluar la proliferacion y viabilidad
celular, los cultivos fueron expuestos a los dos factores de crecimiento a los cuales
responde esta linea celular (GM-CSF y Epo) en presencia de altas concentraciones

de cEpo.
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Figura 28: Interferencia de cEpo en la accion de GM-CSF y de Epo en células
TF-1. Células, privadas de factores de crecimiento (GM-CSF o Epo) por 18 h,
fueron expuestas a Epo 20 ng/mL o GM-CSF (4 ng/mL) en presencia de 20 o de
200 ng/mL de cEpo durante 24 h. Se estudi6 la viabilidad celular mediante el
ensayo de MTT, expresandose los resultados como D.O. a 570 nm con referencia a
655 nm. Diferencias significativas: Epo+cEpo(10x) vs. Epo,*P<0,05; GM-
CSF+cEpo(10x) vs. GM-CSF, **P<0,01; GM-CSF+cEpo(10x) vs. cEpo, NS (n=4).

La presencia de cEpo en altas concentraciones interfiri6 completamente la
accion de GM-CSF como factor de crecimiento, mientras que en los cultivos
estimulados con Epo s6lo generd una disminucion parcial de la viabilidad celular.

La interferencia de cEpo en la accion antipoptotica de GM-CSF y de Epo sobre
las células TF-1 también fue determinada, mediante la aparicion de células
apoptoticas analizando como marcador el nimero de nucleos apoptoticos por
microscopia de fluorescencia después de la tincién con reactivo de Hoechst y por
la deteccion de la translocacion de PS mediante citometria de flujo. Las células
TF-1 fueron expuestas a los mismos tratamientos ensayados anteriormente, es
decir, cultivos estimulados con GM-CSF o Epo en presencia de elevada

concentraciéon de cEpo (Figura 29).
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Figura 29: Interferencia de cEpo en los efectos antiapoptéticos de GM-CSF y
Epo sobre células TF-1. Células TF-1 fueron privadas de factores de crecimiento
por 18 h y luego expuestas por 24 h a Epo (20 ng/mL), GM-CSF (4 ng/mL), cEpo
(20 ng/mL) y combinaciones de ésta en baja (20 ng/mlL) y alta concentracioén (200
ng/mlL) junto a los 2 factores de crecimiento. (A) Se utiliz6 la tincién de Hoechst
para analizar los nucleos apoptéticos por microscopia de fluorescencia,
expresandose los resultados como porcentaje de células apoptéticas con respecto
al total de células analizadas (600). (B) Los cultivos celulares fueron marcados con
anexina-V-FITC y analizados por citometria de flujo. Los resultados se expresan
como porcentaje de células anexina positivas. Diferencias significativas: (A)
Epo+cEpo(10x) vs. Epo, **P<0,01; GM-CSF+cEpo(10x) vs. GM-CSF, ***P<0,001
(n=3). (B) Epo+cEpo(10x) vs. Epo, *P<0,05; GM-CSF+cEpo(10x) vs. GM-CSF,
**P<0,01 (n=3).
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Los nucleos apoptoticos aumentaron significativamente en los cultivos de
células a los que se habian adicionado altas concentraciones de cEpo, aunque se
encontraran presentes, simultaneamente, los factores de crecimiento GM-CSF o
Epo.

Los resultados de apoptosis, analizados por exposicion de PS, son coincidentes
con los de microscopia de fluorescencia. La presencia de cEpo en elevada
concentracion gener6é un aumento de la exposicion de PS a pesar de la presencia
de GM-CSF o de Epo en los cultivos.

Estos resultados demuestran que cEpo ejerce una interferencia con Epo
parcial, aunque significativa, mientras que la interferencia de cEpo con GM-CSF
es total, impidiendo que se manifieste el efecto protector del factor de crecimiento

esencial para esta linea celular.

I1.3.4. Interferencia de GM-CSF con respecto a la funcién de Epo y cEpo
en células SH-SYS5Y

Los resultados de la seccion I1.3.3 permiten suponer que la interferencia de la
proteina carbamilada en la accién del factor de crecimiento GM-CSF sobre las
células TF-1 podria ser un indicio de la interaccién de cEpo con la subunidad
B common, la cual, como describimos anteriormente, forma parte del
heteroreceptor de GM-CSF. A partir de estos resultados surge la hipétesis de la
interferencia de GM-CSF sobre la accion protectora de Epo y principalmente de
cEpo, frente al agente proapoptético staurosporina en las células neuronales. Para
demostrarlo, decidimos realizar ensayos de competencia entre los distintos
factores, Epo, cEpo y GM-CSF, utilizando las mismas técnicas de analisis que las
empleadas en los ensayos con células eritroides, en cultivos de células de origen
neuronal SH-SYS5Y indiferenciados, que es el estadio en que se detecté la

expresion de la subunidad Rfc.
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Figura 30: Interferencia de GM-CSF en la accion de Epo y cEpo en cultivos de
células SH-SYS5Y en presencia de staurosporina. Los cultivos celulares de SH-
SYS5Y fueron pretratados con Epo (100 ng/mL) o cEpo (100 ng/mL) 24 h antes de
la exposicién con el agente proapoptotico STP (50nM). Algunos cultivos fueron
tratados con GM-CSF en elevadas concentraciones (40 ng/ml) al mismo tiempo
que Epo o cEpo previos a la exposicion a STP. Se estudi6 la viabilidad y
proliferacién celular por el ensayo de MTT. Diferencias significativas: cEpo+GM-
CSF(10x)+STP vs. cEpo+STP, **P<0,01; Epo+GM-CSF(10x)+STP vs. Epo+STP,
*P<0,05; GM-CSF(10x)+cEpo+STP vs. STP, NS (n=3).

La viabilidad celular disminuyé significativamente en presencia de altos niveles
de GM-CSF, en los cultivos pretratados con cEpo frente a STP, impidiendo de esta
manera, que cEpo genere su accién protectora. En los cultivos en presencia de
Epo, GM-CSF interfiri6 parcialmente en el efecto protector de Epo frente a STP.

En el mismo modelo celular se analizé la prevencion, por parte de Epo o cEpo,
de la apoptosis inducida por STP, mediante la tincion de nucleos apoptoéticos por
Hoechst y recuento por microscopia de fluorescencia, asi como por la deteccion de

la translocaciéon de PS por citometria de flujo.
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Figura 31: Interferencia de GM-CSF en la apoptosis de las células SH-SYS5Y
mediante Hoechst y translocacion de fosfatidil serina. Células SH-SYS5Y fueron
pretratadas con Epo (100 ng/mlL), cEpo (100 ng/mL) durante 24 h antes de la
exposicion con el agente proapoptotico STP (S0nM). Algunos cultivos fueron
tratados con GM-CSF en elevadas concentraciones (40 ng/mlL) al mismo tiempo
que Epo o cEpo previos a la exposicion a STP. Se evalu6 el numero de células
apoptoéticas por tincion con Hoechst (A) y translocacion de fosfatidil serina (B).
Diferencias significativas: Epo+GM-CSF(10x)+STP vs. Epo+STP, *P<0,05; cEpo+GM-
CSF(10x)+STP vs. cEpo+STP **P<0,01; GM-CSF(10x)+STP vs. STP, NS (n=4).
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El factor GM-CSF no tiene efecto antiapoptotico en cultivos de las células de
origen neuronal SH-SYSY frente a la induccion de apoptosis por staurosporina
pero tampoco ejerce un efecto toxico directo sobre las células.

La presencia de GM-CSF en altas concentraciones impidié la proteccion celular
por parte de cEpo frente a la apoptosis inducida por STP, mientras que en los

cultivos estimulados por Epo, la interferencia de GM-CSF fue parcial.

I1.4. INHIBICION DE LOS EFECTOS PROTECTORES DE Epo Y cEpo
UTILIZANDO ANTICUERPOS DE LOS RECEPTORES INVOLUCRADOS

Para estudiar si la interferencia observada entre GM-CSF y cEpo se debia al
hecho de que ambos factores estuvieran utilizando el mismo receptor, Rfc, se
realizaron ensayos con anticuerpos anti REpo y anti Rfc en experimentos
disefiados para evaluar la accién protectora de Epo o cEpo en cultivos de células
SH-SYSY inducidas a apoptosis por STP. Después de realizar la estandarizacion
del ensayo con curvas de concentraciéon de anticuerpos, se efectuaron los

tratamientos que se muestran en la Figura 32.
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Figura 32: Inhibicion de la accion antiapoptotica de Epo y cEpo en células SH-
SY5Y. Se realizaron cultivos celulares en presencia de anticuerpos anti REpo
(AbREpo) (400 ng/mL) y anti RBc (AbRBc) (400 ng/mL), 2 h antes del tratamiento
con Epo (100 ng/mL) o cEpo (100 ng/mlL) por 24 h y luego exposicion a STP (50
nM). Posteriormente se realizo el recuento de los ntucleos apoptoticos por
microscopia de fluorescencia (Hoechst). Diferencias significativas:
AbREpo+Epo+STP vs. Epo+STP y AbREpo+cEpo+STP vs. cEpo+STP, **P<0,01;
AbRBc+Epo+STP vs. Epo+STP, *P<0,05; AbRBc+cEpo+STP vs. cEpo+STP, **P<0,01
(n=4).
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La presencia del anti REpo en cultivos de células neuronales SH-SYSY anulo
los efectos protectores tanto de Epo como de cEpo frente a la apoptosis inducida
por STP. Por otra parte, la presencia del anticuerpo contra la subunidad Bc anulo

completamente la accién protectora de cEpo pero sélo parcialmente la de Epo.

CONCLUSIONES

» En células SH-SY5Y, Epo estaria actuando, principalmente, a través de
su receptor REpo-REpo, ya que en ensayos de interferencia, GM-CSF no
interfirio totalmente en su accion antiapoptética, y en los de inhibicién con
anticuerpos, el anti Rfc no anulé completamente su funcién protectora sobre
las células SH-SY5Y.

» No se descarta la posibilidad de que Epo actiie también a través del
REpo-Rfc, ya que su acciéon antiapoptética en células SH-SYSY disminuyé
levemente, tanto en presencia de elevadas cantidades de GM-CSF en los
ensayos de interferencia, como por la accion del anticuerpo anti Rfc en los
ensayos de inhibicidn.

» El receptor para cEpo pareceria ser el REpo-Rfc, mediante el cual
ejerceria su accion antiapoptética sobre la linea SH-SY5Y y con el cual
interaccionaria en las células TF-1. Este concepto se basa en que la
concentracion elevada de GM-CSF anul6 completamente la accion protectora
de cEpo en las células neuronales SH-SY5Y, mientras que en células
eritroides TF-1, elevadas cantidades de cEpo interfirieron significativamente

en la accion de GM-CSF como factor de crecimiento.
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DISCUSION

La accion diferencial entre Epo y cEpo relacionada con el estimulo
eritropoyético y con la proteccion de tejidos fuera de la médula 6sea sugirio la
participacion de distintos receptores de membrana. Se ha demostrado la
asociacion entre el REpo y la subunidad B common (RBc), también conocido como
CD131 (Sautina et al, 2010), componente comun de los receptores de las
citoquinas IL-3 e IL-5 y del factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF), este ultimo también factor de crecimiento de las células
TF-1 (Jubinsky et al, 1997). Basado en diferentes observaciones, se cree que el
receptor heterodimérico formado por las subunidades REpo y Rfc juega un rol en
la accion antiapoptética de la Epo (Jubinsky et al, 1995; Hanazono et al, 1997,
Brines et al, 2004). La expresion del RBc en células del sistema nervioso y de
otros 6rganos, asi como el comportamiento de ratones knockout para Rfc, apoyan
la hipétesis de que la proteccion tisular por Epo seria mediada por un complejo
heterodimérico (Brines et al, 2004; Swartjes et al, 2013). En células del sistema
nervioso central, incluyendo la microglia, se ha detectado la expresion de Rfc y
demostrado la capacidad de respuesta a IL-3, IL-5, y GM-CSF in vivo e in vitro, lo
que indicaria que este receptor esta funcionalmente presente en células del
cerebro. Recientemente, Bennis y colaboradores (2012) establecieron que la Epo
aumenta el potencial angiogénico de progenitores endoteliales y que esta accion
es mediada por la subunidad Bc. Se demostré que los ratones knockout para Rfc
exhiben hematopoyesis normal. Estos hallazgos son coherentes con la propuesta
del grupo de Brines y colaboradores (2004), quienes sugirieron que la accién
eritropoyética de la Epo depende del receptor homodimérico (REpo)., mientras
que la accién antiapoptética en distintos tejidos estaria mediada por el receptor
heterodimérico.

Sin embargo, la discusion no esta cerrada. Los datos de un experimento in vivo
sugieren que la mayoria de las neuronas en el cerebro de rata son propensas a
expresar altos niveles de REpo pero bajos niveles del Rfc (Sanchez et al, 2009).
Um y colaboradores (2007) demostraron que la Epo ejerce su acciéon
antiapoptética en las lineas neuronal SH-SYS5Y y PC-12 por un mecanismo de
estequiometria estandar por el cual una molécula de Epo se une a dos
subunidades de REpo, componiendo el complejo de sefializacion "clasico" del
(REpo)2. Estos autores también reportaron que las células SH-SYS5Y diferenciadas

con acido retinoico no expresan un nivel detectable de receptor fc, siendo la Epo
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capaz de unirse especificamente con alta afinidad a los sitios de unién del REpo
para ejercer su actividad neuroprotectora.

Estos hallazgos muestran que la informacion acerca de los receptores
involucrados en la actividad citoprotectora de la Epo en células neuronales es, al
menos, controversial.

Las células UT-7 y TF-1 han sido incluidas entre los modelos experimentales de
este trabajo porque ambas lineas responden a Epo para proliferar pero tienen
distinta dependencia de este factor de crecimiento. La diferencia podria ser
explicada por el tipo de REpo expresado en ambas lineas celulares. Chrétien y
coloboradores (1996) observaron que las células TF-1, las cuales sobreexpresan
un REpo truncado, muestran una activacion alterada del factor de transcripcion
STATS cuando son activadas por Epo. Células de médula 6sea humana expresan
formas truncadas y full-length del REpo, con predominio de la primera en
progenitores inmaduros y la ultima en estadios mas maduros (Nakamura et al,
1992). En un trabajo anterior de nuestro laboratorio se evaluaron diferentes
transcriptos de REpo en las dos lineas celulares, UT-7 y TF-1, observandose
patrones semejantes entre ellas (Callero M, Tesis de Doctorado, 2010). La
estructura del REpo en diferentes células todavia se encuentra bajo estudio y falta
determinar si la presencia de isoformas del REpo puede o no tener relaciéon con la
diferente estimulacién por Epo que muestran algunas células. Sin embargo, este
punto no parece relevante para explicar los diferentes efectos de Epo y cEpo sobre
células con capacidad de diferenciacion eritroide, ya que, como hemos presentado,
los resultados muestran un comportamiento de cEpo similar en células UT-7 y en
células TF-1.

En este capitulo enfocamos nuestra investigacion al estudio de los receptores
involucrados en la accion diferencial de Epo y cEpo en células con capacidad de
diferenciacion eritroide y células neuronales. Ambos receptores, REpo y Rfc, se
encontraron expresados en las células UT-7 y TF-1, tanto diferenciadas como
indiferenciadas, asi como en las células neuronales SH-SY5Y indiferenciadas
(Figura 21). En cambio, en estas ultimas, después del proceso de diferenciacion,
se detecté muy baja expresion de ambos receptores, REpo y RBc. Los resultados
obtenidos en cultivos de células neuronales coinciden con las observaciones de
otros autores (Um et al, 2007; Sanchez et al, 2009) y con un trabajo previo de
nuestro laboratorio en el que se reporto la disminucién de la expresion de REpo
cuando las células SH-SYS5Y fueron diferenciadas con acido retinoico (Wenker et
al, 2010). Debido a la ausencia de Rfc en células neuronales diferenciadas, Um y

colaboradores concluyeron que la accién protectora de Epo en esta linea celular
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seria mediada por el homodimero (REpo)2. Sin embargo, en nuestro trabajo, el
hallazgo de una elevada expresion de Rfc en las células indiferenciadas no nos
permite descartar la posibilidad de que Epo pueda actuar en las células
neuronales a través del heterodimero REpo/Rfc.

Los estudios realizados sobre la modulaciéon de los receptores mencionados en
células UT-7 permitieron determinar la existencia de una modulaciéon positiva del
REpo por parte de Epo, pero no de cEpo, mientras que el Rfc, sbélo fue
positivamente modulado por cEpo (Figura 22). La expresion del REpo en células
TF-1 se vio regulada tanto por Epo, como por cEpo, mientras que el Rfc fue
regulado, principalmente, por GM-CSF (Figura 23). En las células SH-SYSY, tanto
Epo como cEpo indujeron una modulaciéon positiva de ambos receptores, REpo y
RBc (Figura 24).

En ensayos de interferencia, Coleman y colaboradores (2006) no observaron
aumento ni disminucién de la capacidad de estimulo de Epo para formar colonias
eritroides a partir de células de médula 6sea humana en presencia de elevadas
concentraciones de cEpo (100 ng/mL) en los cultivos. A diferencia de esos
resultados, nosotros observamos que concentraciones de cEpo de 200 ng/mL
interfieren el desarrollo de CFU-E bajo el estimulo de Epo en cultivos de
progenitores eritroides de médula 6sea de raton (Figura 25). Sin embargo, el
pretratamiento con Epo 60 min antes del agregado de la cEpo, anul6 la
interferencia de ésta sobre el estimulo de Epo en el desarrollo de CFU-E (Figura
25). Estos resultados concuerdan con un trabajo previo del laboratorio en el que
se demostré que la incubacién con Epo durante 60 min antes del agregado de
sales de aluminio también anulé la accion inhibitoria del metal sobre los
progenitores eritroides de ratéon (Garbossa et al, 1994). Esto indicaria que si se le
permite a la célula un periodo apropiado de activacién puede responder al
estimulo, independientemente de la presencia a posteriori de factores adversos.
Ademas, se puede sugerir que la interferencia de cEpo con Epo ocurre a nivel de
la interaccién Epo con la célula.

Estos hallazgos se podrian explicar por el hecho de que la activacion del REpo
después de la union de Epo es transitoria. El REpo es ubiquitinado en el
citoplasma y rapidamente degradado por dos sistemas proteoliticos que proceden
simultaneamente: los proteasomas remueven parte del dominio intracelular del
receptor a nivel de la superficie celular y los lisosomas degradan el remanente del
complejo hormona-receptor (Walrafen et al, 2005).

El hallazgo de la expresion de REpo y RfBc en todas las lineas celulares

utilizadas en este estudio nos permitiéo diseflar experimentos de inhibicién con
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anticuerpos neutralizantes y ensayos de competicion entre cEpo y los factores de
crecimiento especificos para las lineas eritroides. En ensayos de interferencia en
células UT-7, los resultados sugieren que la cEpo interfiere parcialmente la accion
de la Epo sobre la supervivencia, proliferaciéon y apoptosis celular (Figuras 26 y
27).

Como describimos en los resultados, teniendo en cuenta que Bc es también una
subunidad involucrada en el receptor de GM-CSF, y que éste es un factor de
crecimiento esencial para las células TF-1, se eligi6 este modelo para los ensayos
de competiciéon. El estimulo de GM-CSF para el desarrollo de esta linea celular se
vio alterado por la presencia de altas concentraciones de cEpo (Figuras 28-30). En
un experimento inverso con células SH-SYSY, el co-cultivo en presencia de exceso
de GM-CSF impidié la prevencion por cEpo de la apoptosis inducida por STP
(Figuras 31 y 32). Por otro lado, en ensayos de inhibicidbn con anticuerpos, en
células SH-SYSY, la accién protectora de cEpo fue anulada tanto en presencia del
anti REpo, como del anti Rfc (Figura 33).

De acuerdo con nuestros resultados, cEpo interacciona con REpo y Rfc, lo que,
en consecuencia, sugiere su uniéon al receptor heterodimérico REpo/Rpc. Estos
resultados concuerdan con los de Xu y colaboradores (2009), quienes, en un
ensayo de proteccion del miocardio por cEpo frente a un dafio por isquemia en
ratones Balb/c, observaron co-inmunoprecipitacion de Rfc con REpo.

La interaccion de cEpo y el receptor heterodimérico fue demostrada en las
lineas celulares SH-SY5Y y TF-1, y probablemente podria ocurrir también en la
linea UT-7. Sin embargo, si la cEpo actua via el heteroreceptor en todas estas
lineas, resulta insélito que la accion de cEpo sea tan diferente en las células
neuronales y en las eritroides.

Por otro lado, Epo estaria actuando a través de su receptor REpo-REpo, ya que
en ensayos de interferencia, GM-CSF no interfiere en su accién, aunque no se
descarta la posibilidad de que también lo pueda hacer a través del REpo-Rfc, ya
que la accion protectora disminuye levemente en presencia de GM-CSF o de anti
RBc. Este hallazgo no es inesperado ya que hay antecedentes de que Epo induce la
fosforilacion de tirosina en la subunidad Rfc de células UT-7 (Hanazono et al,
1995). La capacidad dual de la Epo probablemente depende de la densidad de
subunidades de los receptores. Asi, la subunidad REpo se asociaria con otra igual
para formar el dimero (REpo)2 o, segiin la disponibilidad, podria asociarse con una

subunidad RBc para formar el complejo heterodimérico.
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Se puede concluir que, en los modelos celulares empleados, Epo actuaria a
travées de ambos receptores, el homodimero (REpo/REpo) y el heterodimero
(REpo/Rpc), en coincidencia con Sautina y colaboradores (2010), y Brines y
colaboradores (2004), y cEpo a través del heterodimero.

Si bien los resultados de este capitulo aportan informacién novedosa con
respecto a la interaccion de ambas eritropoyetinas con los receptores en estudio,
ni la modulaciéon de la expresion de los receptores ni la interferencia de los
distintos factores en la unién del ligando a su receptor permite explicar
completamente el comportamiento diferente entre Epo y cEpo demostrado en el

capitulo 1.
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CAPITULO III

VIAS DE SENALIZACION ACTIVADAS POR ERITROPOYETINA Y
ERITROPOYETINA CARBAMILADA EN LINEAS CELULARES
ERITROIDES Y NEURONALES

En los capitulos anteriores hemos demostrado la acciéon de la eritropoyetina y
su variante modificada, la eritropoyetina carbamilada, en distintos modelos
celulares, asi como también los receptores involucrados en los efectos de ambas
eritropoyetinas sobre célula eritroides y neuronales. Una de las preguntas que
surgi6 al interpretar los datos obtenidos en los ensayos de los Capitulos I y II fue
la siguiente: Si la cEpo interacciona con receptores en las células TF-1, y
probablemente también en las UT-7, ¢por qué no manifiesta una acciéon similar a
la de Epo o del factor de crecimiento GM-CSF?

Para lograr explicar la accion diferencial observada entre Epo y cEpo, decidimos
enfocarnos en el estudio de distintos intermediarios de la via de proliferacion
celular, ya que segiin nuestra hipétesis, esta via seria la clave por la cual la cEpo

no estimula la eritropoyesis.

III.1. FOSFORILACION DE JAK2 EN CELULAS SH-SY5Y, TF-1 Y UT-7

Como ya describimos, cuando la Epo se une a su receptor, se genera la
activacion de la tirosina kinasa Jak?2. Dicha activacion, lleva a la fosforilacién de
distintas moléculas target, las cuales forman parte de diversas vias de
sefializacion. Como ya mencionamos, una de estas vias es la de la proliferacién
celular. Comenzamos evaluando si cEpo, como Epo, es capaz de generar la
activacion de Jak?2, analizando la fosforilacion de este factor, tanto en las células
eritroides UT-7 y TF-1, como en las células neuronales SH-SY5Y. Los resultados

obtenidos pueden observarse en la figura 33.
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Figura 33: Activacion por cEpo y Epo de Jak2 en distintas lineas celulares. Las
células UT-7 (A) o TF-1 (B) fueron privadas de factores de crecimiento por 18 h y
luego incubadas con Epo o cEpo (20 ng/ml), mientras que las células SH-SY5Y
fueron incubadas con Epo o cEpo (250 ng/mlL) (C). El periodo de tratamiento fue de
10 min. Los cultivos celulares fueron expuestos durante 20 min a un anticuerpo
anti pJak2 y luego, 30 min, a un segundo anticuerpo acoplado a Alexa Fluor 488.
La fosforilacion de Jak2 fue analizada por citometria de flujo. Diferencias
significativas: (A y B) cEpo o Epo vs. S/FC, **P<0,01 6 *P<0,05; cEpo vs. Epo, NS.
(C) cEpo o Epo vs. Control, *P<0,05 (n=3).

Como se esperaba debido a su accion similar, ambas eritropoyetinas activan a
Jak2 en células neuronales SH-SYS5Y. Sin embrago, inesperadamente, se encontré
que tanto cEpo como Epo, inducen la fosforilacién de Jak2 en las células UT-7 y
TF-1, a pesar de que la cEpo no permite la supervivencia celular y proliferacion

celular. Este hallazgo da indicio y confirmaria la interaccion de ambas
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eritropoyetinas con receptores de las células eritroides, detectada en el Capitulo
anterior.

II1.2. VIA DE SENALIZACION PI3K/Akt/FOXO3a/p27kirl, RELACIONADA
CON LA SUPERVIVENCIA Y PROLIFERACION CELULAR

II1.2.1. FOSFORILACION DE Akt

Continuando con la via de senalizacion de proliferaciéon celular, estudiamos la
proteina Akt, activada por Jak2 en esta via de senalizacién. Analizamos su
fosforilacion en cultivos de células UT-7 incubados con Epo o cEpo, durante

distintos periodos (Figura 34).
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Figura 34: Evaluacion de la fosforilacion de Akt por Epo y cEpo en células UT-
7. Células UT-7 fueron privadas de su factor de crecimiento por 18 h (t=0), y luego
expuestas a Epo (20 ng/mL) o cEpo (20 ng/mL) durante 15 min (15) o 60 min
(60). Los lisados celulares fueron analizados por SDS-PAGE e immunoblotting,
realizando la deteccion por quimioluminiscencia después de reaccion con
anticuerpo anti pAkt y anti Akt, y posteriormente con un segundo anticuerpo anti
IgG conjugado con peroxidasa. La deteccion de la proteina Akt se utilizé como
control de carga proteica. Los resultados que se muestran son representativos de 3
ensayos independientes Diferencias significativas: cEpo 60’ vs. Epo 60’y cEpo 15’
vs. Epo 15, *P<0,05.

Los resultados obtenidos por Western blotting, indican que cEpo genero
fosforilacion de Akt a los 15 min, mientras que a los 60 min la intensidad de la
carga proteica es inapreciable. En tanto, Epo indujo la fosforilacion de Akt a los
15 min con mayor intensidad que con cEpo, y esta expresiéon se mantuvo en el

tiempo, por lo menos hasta los 60 min.
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II1.2.2. FOSFORILACION DE FOXO3a

El siguiente paso fue determinar la fosforilacion del factor de transcripcion

FOXO3a en las células UT-7 y TF-1 estimuladas con Epo, GM-CSF o cEpo.

II1.2.2.1. Fosforilacion de FOX03a en células UT-7

Los resultados obtenidos de fosforilacion de FOXO3a en células UT-7, a
distintos tiempos, tanto en presencia de Epo o cEpo pueden observarse en la

siguiente figura.
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Figura 35: Induccion de la fosforilacion de FOXO3a en células UT-7, por Epo o
cEpo. Células UT-7 fueron privadas del factor de crecimiento por 18 h (t=0) y luego
expuestas a Epo (20 ng/mL) o cEpo (20 ng/mlL) durante 24 h (A). Otros cultivos
fueron expuestos por 15 min, 30 min o 60 min a Epo (20 ng/mL) (B) o cEpo (20
ng/mlL) (C). Se determiné la fosforilacion de FOXO3a por SDS-PAGE y Western
blotting. Se realizd la deteccion por reaccion con anticuerpo monoclonal anti
pFOX0O3a y anti FOXO3a, y un segundo anticuerpo anti IgG conjugado con
peroxidasa, revelando por quimioluminiscencia. Los resultados que se muestran son
representativos de 3 ensayos con resultados similares. Diferencias significativas: (A)
Epo vs. cEpo o S/FC, **P<0,01. (By C) Epo 60’ vs. Epo 15’y cEpo 60’ vs. cEpo 15,
**P<0,01.
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Después de observar, en un primer ensayo, la accion significativamente
diferente de Epo y cEpo con respecto a la activacion de FOXO3a después de 24 h
de cultivo (Figura 35.A), se decidio realizar un estudio cinético para explicar mejor
la accién diferencial de las eritropoyetinas. En la figura se puede apreciar que en
la linea celular UT-7, cEpo induce la forforilacion de FOXO3a sélo a los 15 min,
efecto que luego decae hasta desaparecer antes de los 60 min (Figura 35.C).
Mientras tanto, la Epo induce forforilacion de FOXO3a ya a los 15 min,
observandose un aumento paulatino de la intensidad de fluorescencia a los 30

min y ailn mayor a los 60 min (Figura 35.B).

I11.2.2.2. Fosforilacion de FOX03a en células TF-1

Debido a que el hallazgo mostrado en la Figura 35 constituye la primera
diferencia entre las vias de sefializacion inducidas por Epo o por cEpo, se decidi6
analizar la fosforilacion de FOX0O3a también en las células TF-1. Los resultados

pueden observarse en la figura 36.
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Figura 36: Fosforilacion de FOXO3a en TF-1, expuestas a distintos factores de
crecimiento. Células TF-1 fueron privadas de sus factores de crecimiento por 18
hs (t=0) y luego expuestas a Epo (20 ng/mL), GM-CSF (4 ng/mlL) o cEpo (20
ng/mlL) durante un periodo de 30 min. Los lisados celulares fueron analizados por
SDS-PAGE e immunoblotting. Se realizd la deteccion por quimioluminiscencia
después de reaccién con anticuerpo anti pFOXO3a y anti FOX0O3a, y un segundo
anticuerpo anti IgG conjugado con peroxidasa. La deteccion de la proteina FOXO3a
se utilizé como control de carga proteica. Diferencias significativas: Epo o GM-CSF
vs. cEpo o S/FC, **P<0,01 (n=4).
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El analisis de la expresion de pFOXO3a en células TF-1, determina que tanto
Epo, como cEpo inducen la activacién del factor de transcripciéon a los 30 min,
mientras que en presencia de cEpo, al igual que en ausencia de factores de

crecimiento, no se observé la fosforilacion de dicho factor.

II1.2.3. EXPRESION DE LA PROTEINA REGULATORIA DEL CICLO CELULAR

p27kipl
En la terminaciéon del camino de sefalizacion, p27kirl es la proteina involucrada
en la continuacién del ciclo celular y, por lo tanto de la proliferacién celular.
Estudiamos su expresion en las lineas celulares UT-7, TF-1 y SH-SY5Y (Figura
37). A) B)
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Figura 37: Expresion de la proteina regulatoria de la proliferacion celular
p27krl en células eritroides. Las células UT-7 (A) o TF-1 (B) fueron privadas de
factores de crecimiento por 18 h y luego incubadas con Epo (20 ng/mL), GM-CSF (4
ng/mlL) o cEpo (20 ng/mlL) durante 24 h adicionales. Cultivos de células SH-SYSY
fueron incubados con Epo o cEpo (20 ng/mlL) durante 24 h (C). Los lisados celulares
fueron analizados por SDS-PAGE e immunoblotting, siendo expuestos al anticuerpo
anti p27Krl y posteriormente a anti IgG conjugado con peroxidasa, para ser revelado
por quimioluminiscencia. La deteccion de B-actina se utilizé como control de carga
proteica. Diferencias significativas: (A) Epo vs. cEpo o S/FC, *P<0,05. (B) Epo o GM-
CSF vs. cEpo o S/FC, **P<0,01 (n=4).

107



RESULTADOS Y DISCUSION CAPITULO III

La presencia de cEpo en los cultivos mantuvo los niveles de la expresion de
p27kirl - al igual que en los cultivos en ausencia del factor de crecimiento en
ambas lineas celulares. Al contrario, la presencia de Epo en los cultivos de células
UT-7 o la de Epo o GM-CSF, en los cultivos de células TF-1, impidi6 la expresion

de la proteina regulatoria p27kirl,

Result6 interesante comparar estos datos con los de la expresion de p27kirl en
las células neuronales SH-SYSY, ya que éstas no dependen de Epo o cEpo para
proliferar. En esta linea celular se encontr6, aunque débil, la expresion de p27kirl

en presencia de ambas eritropoyetinas (Figura 37.C).

II1.2.4. DETERMINACION DEL CICLO CELULAR

Mayores detalles de la evaluacion de la proliferacion celular fueron obtenidos
mediante la determinacion del ciclo celular por citometria de flujo. Luego de
realizados los tratamientos, los cultivos celulares fueron incubados con ioduro de
propidio, para la tinciéon nuclear. Los resultados obtenidos se pueden apreciar en

la siguiente figura.
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Figura 38: Determinacion del ciclo celular en células UT-7. Los cultivos
celulares fueron privados de Epo y luego de la incubacién con Epo (20 ng/mlL) o
cEpo (20 ng/mL) por 24 h, se determiné el contenido de ADN por tincién con IP y
citometria de flujo. Los histogramas indican el porcentaje de células con respecto
a la intensidad de fluorescencia (contenido de ADN), representativos de 4 ensayos
independientes. Cada barra corresponde a células positivas en cada fase del ciclo
celular. **P<0,01; NS: no significativo.

En cultivos de células UT-7, Epo gener6 un aumento de la fase S y G2/M
mientras que en presencia de cEpo se observé un arresto celular en la fase G1,
sin permitir la progresion hacia S. Estos resultados concuerdan con lo observado
en los ensayos de fosforilacion de FOXO3a por parte de Epo y no de cEpo, asi
como la coincidente disminucién de la transcripcion de la proteina regulatoria del

ciclo celular p27kirl por parte de Epo y no de cEpo.
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III.3. VIA Ras/ERK1/ERK2 DE PROLIFERACION Y DIFERENCIACION
CELULAR. FOSFORILACION DE LA PROTEINA ERK1/2

Ademas de la ya mencionada via de senalizacion de Akt/FOXO3a/p27krl, otra
de las vias también involucradas en la proliferacion celular es la de Ras/ERK1 y
ERK?2, activada también por Jak2. Hemos estudiado la fosforilacion de ERK1/2,
para determinar si existe una correlacion con los resultados obtenidos en la

seccion II1.2. (Figura 39).
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Figura 39: Evaluacion de la fosforilacion de ERK por Epo y cEpo en células
UT-7. Cultivos celulares fueron privados de su factor de crecimiento por 18 h (t=0),
y luego expuestos a Epo (20 ng/mL) o cEpo (20 ng/mL) durante 15 min (15’) o 60
min (60’). Los lisados celulares fueron analizados por SDS-PAGE e immunoblotting,
realizando la detecciébn por quimioluminiscencia después de reaccion con
anticuerpo anti pERK y anti ERK, y posteriormente un segundo anticuerpo anti IgG
conjugado con peroxidasa. La deteccion de la proteina ERK se utilizé como control
de carga proteica.

El estudio de la proliferacion celular por otras de las vias de senalizacion
involucradas, demostré que, nuevamente, la presencia de cEpo solo permitié la
fosforilacion de ERK1/2 a los 15 min, mientras que la presencia de Epo mantuvo

la fosforilaciéon tanto a los 15 min, como a los 60 min.
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III.4. EXPRESION DE FACTORES ANTIAPOPTOTICOS

En la via de senalizacion por Epo, también se activan factores antiapoptoéticos
para la supervivencia celular, como Bcl2 y BclXL. La induccién de ambos agentes
por Epo y por cEpo fue analizada mediante su expresion proteica en la linea
eritroide UT-7.
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Figura 40: Expresion de las proteinas antiapoptéticas Bcl2 y BclX|; en células
UT-7. Las células UT-7 fueron privadas de Epo por 18 h y luego incubadas con
Epo (20 ng/mL) o cEpo (20 ng/mlL) por 24 h. Los lisados celulares fueron
analizados por SDS-PAGE e immunoblotting, siendo expuestos al anticuerpo anti
Bcl2 (A) o anti BelXy (B), y posteriormente a anti IgG conjugado con peroxidasa,
para su revelado por quimioluminiscencia. La deteccion de B-actina se utilizé como
control de carga proteica. Diferencias significativas: Epo vs. cEpo o S/FC, *P<0,05;
NS, no significativo (n=3).

En células UT-7 no se observaron diferencias significativas en la expresion del
agente antipoptotico Bcl2 con respecto a las células control. La intensidad de
BclXy, se vio disminuida en los cultivos que no presentaban factor de crecimiento,
al igual que en presencia de cEpo, a diferencia de aquéllos estimulados por Epo
donde si se puede observar un aumento la expresion del agente antiapoptoético

BClXL.
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II1.5. ACTIVACION DE JAK2 Y PI3K POR Epo Y POR cEpo EN CELULAS SH-
SYSY

No se ha observado una accion proliferativa de la Epo sobre células neuronales,
por eso, tampoco se espera una accidon similar por cEpo. En cambio, la accion
antiapoptoética de Epo en células SH-SYSY, asi como su activacion mediada por
las vias de Jak2 y PI3K, ya es bien conocida y ha sido estudiada anteriormente en
el laboratorio. Por eso, se comparé la activacion de esta via por cEpo.

Hemos analizado la participacion de PI3K, utilizando el inhibidor Ly294002, y
para corroborar lo observado en la seccién III.1.C., también utilizamos el inhibidor
de Jak2 (AG490). Se realizaron ensayos para determinar la participacion de los
factores de senalizacion mencionados en los efectos protectores de Epo y cEpo en
cultivos de células neuronales SH-SYSY frente a dos agentes proapoptoticos, STP

y TNF-a.
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Figura 41: Inhibicion de las vias de sefalizacion de PI3K y Jak2 en células SH-
SYS5Y frente al agente proapoptotico STP. Células SH-SYSY fueron cultivadas en
presencia de 250 ng/mL de Epo o cEpo durante 24 h y luego, expuestas a 50 nM de
STP por 24 h adicionales. Diferentes cultivos fueron preincubados con 25 pM
Ly294002 (inhibidor de la v a PI3K) o 25 ptM AG490 (inhibidor de la v a Jak2), 2 h
antes del agregado de las variantes eritropoyéticas. Los cambios de la morfologia
nuclear fueron detectados por microscopia de fluorescencia luego de la tincién con
Hoechst. Diferencias significativas: Epo+STP o cEpo+STP vs. STP; Ly+Epo+STP o
Ly+cEpo+STP vs. Epo+STP o cEpo+STP; y AG+Epo+STP o AG+cEpo+STP vs.
Epo+STP o cEpo+STP, **P<0,01; Epo+STP vs. cEpo+STP, NS; Ly+Epo+STP vs.
Ly+cEpo+STP, NS; AG+Epo+STP vs. AG+cEpo+STP, NS (n=3).
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Las acciones antiapoptoticas de cEpo y Epo en células SH-SY5Y muestran
mecanismos mediados por las vias de senalizacion PI3K y Jak2, ya que en
presencia de los inhibidores de PI3K y de Jak2, fue anulado el efecto
antiapoptético de ambas eritropoyetinas en las células neuronales, frente al

agente proapoptotico STP.
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Figura 42: Inhibicion de las vias de sefalizacion de PISK y Jak2 en células SH-
SYSY frente al agente proapoptético TNF-a. Células SH-SYSY fueron cultivadas en
presencia de 250 ng/mL de Epo o cEpo durante 24 h y luego, expuestas 24 h mas a
25 ng/mL TNF-a. Se realizaron ensayos con LY294002 o AG490 adicionados a los
cultivos 2 h antes de la adicién de las eritropoyetinas: Diferencias significativas:
Epo+TNF-a o cEpo+TNF-a vs. TNF-a; Ly+Epo+TNF-o o Ly+cEpo+TNF-a vs. Epo+TNF-
o 0 cEpo+TNF-a; AG+Epo+TNF-a o AG+cEpo+TNF-a vs. Epo+TNF-a o cEpo+TNF-q,
**P<0,01; Epo+TNF-a vs. cEpo+TNF-a, NS; Ly+Epo+TNF-a vs. Ly+cEpo+TNF-a, NS;
AG+Epo+TNF-a vs. AG+cEpo+TNF-a, NS (n=3).

La presencia de cualquiera de los inhibidores, Ly294002 o AG490, impidi6 las
acciones antiapoptoticas de cEpo y de Epo, frente a la citoquina proinflamatoria
TNF-a. Por lo tanto, confirmando lo observado en los resultados anteriores, las
vias de sefializaciéon mediadas por Jak2 y por PI3K estan involucradas en los

efectos neuroprotectores tanto de Epo como de cEpo.
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CONCLUSIONES

» cEpo, al unirse a “su receptor”, genera la fosforilacion de Jak2, tanto
en células eritroides como neuronales. Dicha activacion es mediada por

PI3K, como en la via de sefalizacion ya conocida de la Epo.

» La activacion de Akt y FOXO3a sélo es observada a los 15 minutos por
cEpo, mientras que con Epo perdura mas en el tiempo, ya que no sélo se

observa a los 15 minutos, sino también a los 60 minutos.

> En la activaciéon por cEpo, al disminuir la fosforilacion de FOXO3a,
este factor se transloca al niicleo donde promueve la transcripcion de
p27kipl,

» Aumenta la expresion de p227kirl en presencia de cEpo, mientras que

no ocurre lo mismo en cultivos estimulados por Epo.

» La modulaciéon positiva del factor regulatorio de la proliferacion
celular es coincidente con el arresto del ciclo celular en la fase G1, observado
en presencia de cEpo, a diferencia de los cultivos estimulados por Epo en los

que continua el ciclo a la fase de division celular, S.

» En la via de Ras, cEpo sdlo indujo una fosforilacion transitoria de
ERK, observada a los 15 min. En cambio, en presencia de Epo la fosforilacion

se mantiene ain a los 60 min, algo similar a lo observado en la via de PI3K.

» El efecto final en presencia de cEpo es la disminuciéon o anulacion de
la proliferacion de células eritroides, motivo por el cual la cEpo no presenta
el efecto eritropoyético de la Epo. A ello se suma que cEpo, no logra activar

uno de los factores antiapoptoticos, el bclX,.

» En células SH-SYS5Y, la proteccion tanto por Epo como de cEpo seria a

través de las mismas vias de senalizacion, Jak2/PI3K.
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DISCUSION

En el capitulo II, concluimos que la cEpo estaria actuando a través del
heteroreceptor REpo-Rfc y Epo a través de REpo-REpo, aunque no descartamos la
posibilidad de que también lo haga a través del REpo-Rpc. Sin embargo esta
informacion es incompleta para explicar el objetivo principal de este trabajo de
tesis, con respecto a la accién diferencial de ambas eritropoyetinas. Por este
motivo, en este capitulo III, enfocamos la investigacion al camino de sefializacion
intracelular, mas especificamente a la via de proliferacién, que es la diferencia
principal encontrada entre ambas en el capitulo I.

El dominio citoplasmico del receptor de Epo, perteneciente a la superfamilia de
receptores de citoquina, se puede dividir en dos regiones principales. La parte mas
cercana a la membrana plasmatica es requerida para la generacion de las sefnales
de proliferacion y diferenciacion (Ohashi et al, 1994). El dominio restante no se
requiere para esta sefalizaciéon, y por el contrario, actiia en la amortiguacion de
las senales. Se sabe que la quinasa de tirosina Jak2 esta asociada a la region
cercana a la membrana plasmatica, y sufre autofosforilacion, al mismo tiempo que
fosforila al receptor de Epo, y a otros factores de transcripcion (Witthuhn et al,
1993).

Inesperadamente, observamos que, en forma similar a su efecto sobre células
neuronales, la cEpo indujo la fosforilacion de Jak2 en las células UT-7 y TF-1
(Figura 33) a pesar de su incapacidad para actuar como factor de crecimiento en
estas lineas celulares. Este hallazgo indica que la interaccién de cEpo involucra
un receptor que pertenece a la superfamilia de las citoquinas. La posibilidad de
interaccién de cEpo con el RBc en las células TF-1 y la activacion de las células
UT-7 y TF-1 por cEpo, detectada por la fosforilacion de Jak2, nos motivo a
investigar la via relacionada con la accion de la eritropoyetina que se altera
después de la carbamilacion de la molécula.

Jak2 es generalmente importante en la transmision de sefales desde la
superficie celular al nucleo. Como cEpo parece retener la capacidad antiapototica
de Epo, se enfoco el analisis hacia factores que se encuentran involucrados en la
proliferacion celular, tales como Akt, FOXO3a y p27kirl.

La activacion de Akt, detectada por la expresion de la proteina fosforilada, fue
observada a los 15 minutos de ser expuestas las células eritroides a cEpo pero la
expresion fue practicamente indetectable a los 60 minutos. En cambio, la
incubacion con Epo generé la forforilacion de Akt y se vio sélo levemente

disminuida en el mismo periodo (Figura 34).

115



RESULTADOS Y DISCUSION CAPITULO III

El hecho de que un mayor nivel de expresion de pFOXO3a se correlacione en
forma directamente proporcional con la supervivencia refleja el hecho de que el
factor de transcripcion FOXO3a, al ser activado por Akt, via PI3K, se fosforila, lo
que provoca su salida del nucleo impidiendo la transcripcion de genes
fundamentales para apoptosis y regulaciéon del ciclo celular (Medema et al, 2000;
Accili et al, 2004).

En las células UT-7, cEpo soélo indujo la fosforilacion de FOXO3a a los 15
minutos, activacion que fue luego decayendo rapidamente, mientras que, en
presencia de Epo, los niveles de expresion de pFOXO3a fueron aumentando
progresivamente desde los 15 hasta los 60 minutos, mantiendose atin a las 24 h
(Figura 35). En las células TF-1, a los 30 minutos sélo se observo fosforilacion de
FOXO03a en presencia de Epo y GM-CSF (Figura 36).

Uno de los genes clave que regula FOXO3a, es TP27, cuya producto de
expresion es la proteina p27kirl o inhibidor de kinasa dependiente de la ciclina 1B.
Es un importante regulador del ciclo celular dado que inhibe las ciclinas E y A,
provocando el arresto del ciclo celular en G1 (Shin et al, 2005; Grimmler et al,
2007). Tal como se esperaba, los mayores niveles de pFOX0O3a se asociaron con
disminuida expresion de p27kirl (Figuras 35-37). Se conoce que Epo controla la
fosforilacion de FOXO3a por la via de senalizacion PI3K/Akt, asi como su
retencion en el citoplasma a través de la uniéon a proteinas 14-3-3 (Maiese et al,
2008). De esta forma, FOXO3a fosforilado no se transloca al nucleo, y por
consiguiente, genera la disminucion de la transcripciéon de los genes diana, entre
los cuales se encuentra, p27k%irl, conocido por ser una molécula clave en la
modulacion del ciclo celular (Nakao et al, 2008).

Como vimos anteriormente, al disminuir el periodo de fosforilaciéon de FOXO3a
en presencia de cEpo, este factor se transloca rapidamente al nucleo y promueve
la transcripcién de p27kirl, el inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina
(Figura 37). Por ello, resulté interesante estudiar el ciclo celular en cultivos
estimulados con Epo y con cEpo. Bajo el estimulo de Epo, se incremento el
numero de células en fase S, mostrando que el estimulo podia promover la
transicion G1-S, mientras que la presencia de cEpo generd arresto celular en las
fases GO-G1 (Figura 38), frenando asi la proliferacién celular. Este resultado
coincide con la induccion de la fosforilacion de FOXO3a y la concomitante
regulacion negativa de p27kirl por accion de Epo y la rapida desaparicion de
pFOXO03a que permite la induccion del factor inhibidor del ciclo celular en cultivos

estimulados por cEpo.
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Los resultados observados en la via de Jak2/PI3K/Akt (Figura 34), se
correlacionan con los hallados en el estudio de otra de las vias de proliferacion,
como la de Jak2/Ras, ERK1 y ERK2, donde s6lo se observo fosforilacion de cEpo a
los 15 minutos, a diferencia de lo ocurrido en presencia de Epo, factor que indujo
una fosforilacion mas prolongada (al menos 60 min) (Figura 39).

Estos resultados podrian explicar los reportados por Ramirez y colaboradores
(2009), quienes observaron fosforilacion de la senal Jak2/Akt en células UT-7
inducidas por darbepoetina carbamilada, observando poco efecto en las sefiales de
proliferacion celular (ERK1/2, NF-kB y STAT-5) en células progenitoras
endoteliales. Sin embargo, los resultados de nuestro trabajo permiten interpretar
vias de senalizacion mas avanzadas que confirman que la cEpo tiene disminuida
su capacidad para activar caminos de senalizacién de proliferacion celular.

Con respecto a la comparacion con la via antiapoptética de Epo, cEpo fue
incapaz de activar el factor antiapoptético BclX: en las células eritroides UT-7,
mientras que no se observéo modulacion del factor antiapoptotico Bcl2 por
ninguna de las eritropoyetinas estudiadas (Figura 40).

Con respecto a la comparacion entre las acciones de Epo y cEpo sobre células
neuronales, se realizaron ensayos con inhibidores de la via Jak2/PI3K, evaluando
la apoptosis de las células neuronales SH-SY5Y. Se pudo observar un
comportamiento similar de Epo y cEpo sugiriendo que ambas actuarian por
mecanismos iguales a pesar de estar, posiblemente, mediados por distintos
receptores (Figuras 41,42). Estos resultados estan en concordancia con los de Xu
y colaboradores (2009), quienes observaron que el tratamiento de ratones con
eritropoyetina  carbamilada  protegia la lesibn del miocardio por
isquemia/reperfusion aguda a través de un mecanismo dependiente de PI3K/Akt.

La actividad similar de Epo y cEpo sobre las células SH-SYSY asi como el
hallazgo de p27kirl después de la activacion de estas células por Epo o cEpo no
resulta inesperada, dado que cEpo mantiene su habilidad antiapoptética ya que la
linea neuronal de células SH-SYSY no depende de estos factores de crecimiento

para proliferar.
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CAPITULO IV

ACCION DE LA FOSFATASA PTP1B EN EL EFECTO DE LA
ERITROPOYETINA Y LA ERITROPOYETINA CARBAMILADA EN
CELULAS ERITROIDES

Si bien en el capitulo III se demuestra que la cEpo, al igual que la Epo, activa la
senalizacion Jak2/PI3K, surgi6 la pregunta de cual seria el posible hecho por el
cual observamos que los intermediarios de dicha via (Akt/FOXO3a), en presencia
de cEpo, se encuentran fosforilados durante tiempos mucho mas cortos que con
Epo, llevando a la interrupcion de la proliferaciéon celular eritroide. Nuestra
hipotesis fue que la diferencia de accion entre Epo y cEpo se podia deber a
distinta activacion de fosfatasas involucradas en la finalizacion de las senales.

Trabajos previos han probado que la PTP1B participa en la regulacion negativa
de la cascada de traduccién de senales mediada por Epo. Esto sucede via
defosforilacion del receptor de Epo, previamente activado por Epo (Cohen et al,
2004). En trabajos de nuestro laboratorio se ha visto una regulaciéon reciproca de
la PTP1B por Epo dependiendo de cada linea celular y su estadio de
diferenciacion. Ademas de la participacion de diferentes mediadores de la via de
sefializacion como Jak2 y PI3K, asi como de la respuesta de mensajeros
secundarios como el calcio (Callero et al, 2007, Callero et al, 2011). Dado que esta
fosfatasa ya ha sido bien estudiada en nuestro laboratorio en cultivos de células
UT-7 y TF-1, los mismos modelos utilizados en este trabajo, postulamos que la
PTP1B podria estar involucrada en la accion diferencial entre Epo y cEpo en

células eritroides.

IV.1. EXPRESION DE LA PROTEINA PTP1B FRENTE A LA ACCION DE
ERITROPOYETINA Y ERITROPOYETINA CARBAMILADA

Para investigar nuestra hipoétesis, analizamos las posibles variaciones en los
niveles de expresion de PTP1B en células UT-7 estimuladas con Epo o cEpo, luego
de la privacion del factor de crecimiento. Los resultados obtenidos pueden

observarse en las siguientes figuras.
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IV.1.1. Analisis por Western blotting
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Figura 43: Expresion de la proteina fosfatasa PTP1B por Epo y cEpo en células
UT-7. Las células fueron privadas de su factor de crecimiento por 18 h (t=0) y luego
incubadas sin factor de crecimiento, con Epo (20 ng/mL) o cEpo (20 ng/ml)
durante 60 min o 24 h. Los lisados celulares fueron analizados por SDS-PAGE e
immunoblotting, siendo expuestos a un anticuerpo anti PTP1B y posteriormente a
anti IgG conjugado con peroxidasa, para ser revelado por quimioluminiscencia. La
deteccién de f-actina se utilizo6 como control de carga proteica. Diferencias
significativas: cEpo vs. S/FC, **P<0,01; Epo vs. S/FC, *P<0,05, cEpo vs. Epo,
#P<0,05 (n=4).

La expresiéon de la proteina fosfatasa 1B, aumenté bajo el estimulo celular por
Epo, tanto a los 60 min como a las 24 horas. Esto es razonable ya que al unirse la
Epo a su receptor se activa la sefhalizacion intracelular, asi como también se
activa la defosforilacion de la sefial por fosfatasas. De gran interés resulto el
hallazgo de la generacion de niveles significativamente mayores de la expresiéon de
PTP1B en presencia de cEpo en comparaciéon con Epo, en ambos tiempos

analizados.

IV.1.2. Analisis por microscopia de fluorescencia

La variacion de la expresion PTP1B también fue analizada por

inmunofluorescencia, los resultados obtenidos se pueden observar en la figura 44.

119



RESULTADOS Y DISCUSION CAPITULO 1V

Hoechst anti PTP1B

Figura 44: Expresion por fluorescencia de la fosfatasa PTP1B en células UT-7.
Las células fueron privadas de su factor de crecimiento por 18 h y luego incubadas
sin factor de crecimiento, con Epo (20 ng/mL) o cEpo (20 ng/mL) durante 60 min.
Los cultivos celulares fueron incubados con el anticuerpo anti PTP1B, y luego, con
un segundo anticuerpo acoplado a Alexa Fluor 488. Después de exposicion al
colorante Hoechst, una alicuota de la suspension celular, fue analizada por
microscopia de fluorescencia (1000x). Se observan los nucleos marcados con
Hoechst en azul y la presencia de PTP1B con coloracién verde, correspondientes a
un mismo campo. Las fotografias son representativas de 3 ensayos independientes.
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Al analizar este ensayo, se puede observar que la intensidad de fluorescencia de

PTP1B en los tratamientos con cEpo fue mayor que en los tratamientos con Epo y

mas aun que en los cultivos no tratados. Estos resultados se correlacionan con la

expresion proteica de PTP1B por Western blotting.

IV.1.3. Analisis mediante citometria de flujo

Otro de los métodos utilizados para determinar la expresiéon de PTP1B, fue el

analisis por citometria de flujo (Figura 45).
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Figura 45: Modulacion de la expresion de PTP1B por cEpo y Epo en células
UT-7. Las células, privadas de su factor de crecimiento por 18 h y luego incubadas
con Epo (20 ng/mL) o cEpo (20 ng/mL), fueron expuestas al anticuerpo anti PTP1B
y luego, a un segundo anticuerpo acoplado a Alexa Fluor 488. La expresion de
PTP1B fue analizada por citometria de flujo. Se observan los histogramas
pertenecientes a un ensayo y las barras representan los resultados de 3 ensayos
independientes. Diferencias significativas: cEpo vs. S/FC, **P<0,01; Epo vs. S/FC,
*P<0,05; cEpo vs. Epo, #P<0,05.
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En concordancia con lo observado por las técnicas de Western blotting y
microscopia de flurescencia, encontramos, también por citometria de flujo, que la
expresion de PTP1B aumenta en células estimuladas por cEpo. Si bien la Epo,
como era de esperar, indujo la expresion de PTP1B con respecto a los cultivos sin
factor de crecimiento, la induccién de la fosfatasa por cEpo fue significativamente

mayor.

IV.2. ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA PTP1B FRENTE A LA ESTIMULACION
CELULAR CON ERITROPOYETINA Y ERITROPOYETINA CARBAMILADA

Ha sido reportado que tanto el factor de crecimiento epidérmico como la
insulina estimulan la fosforilaciéon de residuos tirosina de la PTP1B, lo que
conlleva a un aumento de su actividad enzimatica (Liu y Chernoff, 1997; Dadke et
al, 2001). Dado este resultado observado en ensayos con otros factores, se decidi6
investigar la actividad fosfatasa de PTP1B en cultivos de células UT-7 realizados

en presencia de cEpo. Los resultados se observan en la figura 46.
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Figura 46: Modulacion de la actividad de PTP1B por Epo y cEpo en células UT-
7. Las células fueron tratadas con Epo (20 ng/mlL) o cEpo (20 ng/mL) por 2 h luego
de ser privadas de Epo por 18 h. Los lisados celulares fueron inmunoprecipitados
con anticuerpo anti PTP1B. La actividad de fosfatasas fue cuantificada en el pellet
resultante por medicion de absorbancia a 405 nm del producto de la hidrélisis de
paranitrofenil fosfato (pNPP) y expresada como densidad optica del producto a 405
nm. Diferencias significativas: cEpo vs. S/FC, **P<0,01; Epo VS. S/FC, *P<0,05,
cEpo vs. Epo, #P<0,05 (n=4).

Se corrobor6 la actividad de fosfatasa en ensayos de inhibicién con o-vanadato

de sodio, en los cuales no se pudo detectar el producto de hidrélisis del pNPP.
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La actividad de fosfatasa de la PTP1B, medida por la velocidad de hidrolisis de
pNPP, aumenté significativamente por la estimulacion con cEpo con respecto a
Epo, aunque la actividad de la fosfatasa en presencia de Epo fue mayor que en
ausencia de su factor de crecimiento. Estos resultados presentan un patréon

similar a los obtenidos al analizar la expresion proteica de la PTP1B (seccion IV.1).

IV.3. PROLIFERACION DE CELULAS UT-7 EN ENSAYOS DE INHIBICION DE
PTP1B

En este capitulo se emplearon ensayos de inhibicion de PTP1B. Se sabe que
algunos inhibidores son inespecificos debido a su tamafio y a la naturaleza de su
interaccion con las fosfatasas. El vanadio, en el estado de oxidacién apropiado, es muy
similar al fosfato (Rehder, 1991) y puede unirse covalentemente al sitio catalitico de la
fosfatasa inhibiendo de este modo su actividad enzimatica (Denu et al, 1996; Zhang et
al, 1997). Se han descubierto potentes inhibidores especificos de la PTP1B, entre los
que se encuentran Cinngel 2Me, que inhibe competitivamente la PTP1B. Este es un
éter que al ser hidrolizado por esterasas intracelulares libera acido cinamico, el
cual inhibe selectivamente a la PTP1B.

El resultado novedoso que mostro que la presencia de cEpo genera un aumento
significativo tanto de la expresion como de la actividad de PTP1B, sugirié que este
seria el motivo por el cual la fosforilaciéon de los intermediarios de la via de
seflalizacion proliferativa en células eritroides inducidas por cEpo desaparece
rapidamente. Nos preguntamos cual seria la respuesta celular a la cEpo al inhibir

esta fosfatasa con Cinngel 2Me en cultivos de células UT-7 (Figura 47).
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Figura 47: Efecto de cEpo y Epo sobre la proliferacion de células UT-7, en
presencia del inhibidor de fosfatasa PTP1B. Células UT-7, fueron privadas de
Epo por 18 h y luego expuestas o no a Cinngel 2Me (1 nM) durante 2 h.
Posteriormente, los cultivos celulares fueron incubados con Epo (20 ng/mlL) o
cEpo (20 ng/mL) durante 48 h. Finalmente, se analizé la viabilidad /proliferacion
celular mediante el ensayo de MTT. El producto coloreado fue cuantificado por su
absorbancia a 570 nm (referencia 655 nm). Diferencias significativas: Epo+Cinngel
2Me vs. Epo; cEpo+Cinngel 2Me vs. cEpo, *P<0,05, (n=3).

En presencia del inhibidor de PTP1B, Cinngel 2Me, Epo aumenté la
proliferacion celular, en comparacion a las células cultivadas con Epo y sin el
inhibidor de la fosfatasa. En la misma proporcién, el inhibidor permitié que cEpo
aumentara la proliferacion celular respecto a los cultivos con cEpo, que no se
diferencian de los cultivos en ausencia de factores de crecimiento. Este aumento,
sin embargo, no alcanzé los mismos niveles que los inducidos por Epo, y resulté
todavia mas bajo con respecto a la proliferaciéon celular inducida por Epo en
presencia del inhibidor de PTP1B. Los resultados sugieren que, al menos en parte,
se podria explicar la inactividad de la cEpo sobre la proliferacién de las células

UT-7 por el aumento de la actividad de PTP1B.
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IV.4. MODULACION DEL CALCIO INTRACELULAR MEDIADO POR
ERITROPOYETINA Y ERITROPOYETINA CARBAMILADA

El calcio es uno de los mensajeros intracelulares secundarios que influyen en
varias funciones celulares de los eritrocitos y sus progenitores eritroides a través
del REpo. Este i6n cumple un papel fundamental en el crecimiento de las colonias
eritroides y en los estadios de diferenciacién (Misiti y Spivak, 1979; Hesold et al,
1991; Gillo et al, 1993; Berridge et al, 2000). Se sabe que la Epo induce un rapido
aumento del influjo de calcio intracelular como evento inicial del estimulo de
células eritroides. Por otra parte, ha sido sugerido que el aumento intracelular de
calcio induce la activaciéon de calpaina, una tiol-proteasa calcio-dependiente,
regulando el clivaje de PTP1B y resultando en un aumento de su actividad
enzimatica. De acuerdo a esto, decidimos evaluar si cEpo modulaba el calcio

intracelular (Figura 48).
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Figura 48: Cuantificacion del Ca2+ intracelular en presencia de Epo y cEpo. Las
células UT-7 fueron privadas de su factor de crecimiento por 18 h y luego
incubadas con Epo (20 ng/mL) o cEpo (20 ng/mL) durante 15 min. Los cultivos
celulares fueron marcados con FLUO-4AM 2 mM durante 20 min y luego
analizados por citometria de flujo. Diferencias significativas: cEpo vs. S/FC,
**P<0,01; Epo vs. S/FC, *P<0,05; Epo vs. cEpo, #P< 0,05 (n=3).

Los resultados muestran un aumento del calcio intracelular por ambas
eritropoyetinas, respecto de las células sin factor de crecimiento. La presencia de
cEpo, en comparacion con Epo, generé un aumento mayor del influjo celular de

calcio.
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IV.5. RELACION DE LA PROTEINA PTP1B CON EL RECEPTOR 3 COMMON

Los resultados de este capitulo muestran la accion inductora de cEpo sobre la
expresion y la activacion de la PTP1B. En el capitulo II se mostr6 la modulacion de
la subunidad Bc del heteroreceptor por cEpo. Por otra parte, en el capitulo III se
observé una disminucién significativa de los tiempos de fosforilacion de factores
involucrados en caminos de sefalizaciéon de la proliferacién celular debido a la
presencia de cEpo con respecto a la de Epo. En base a ello, se decidi6 investigar si
la proteina PTP1B colocaliza con el Rfc, para evaluar su posible asociacion que
permitiria explicar el aumento de la velocidad de defosforilacion del receptor por la
fosfatasa en presencia de cEpo. Los resultados del estudio por microscopia

confocal se muestran en la figura 49.
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anti PTP1B anti Rfic merge
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Figura 49: Imagenes de microscopia confocal de la colocalizacion de PTP1B y
Rpc. los cultivos de UT-7 fueron privados de su factor de crecimiento por 18 h y
luego incubados sin o con Epo (20 ng/mlL) o cEpo (20 ng/mlL) durante 10 min. Las
células fueron expuestas al anticuerpo anti PTP1B de conejo y anti Rfc de ratén,
durante 20 min. Luego de los lavados fueron expuestas a un segundo anticuerpo
acoplado a Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 590, durante 20 min. Una alicuota de la
suspension celular, fue analizada por microscopia confocal (1500x). Se observa en
verde la localizacion de la proteina PTP1B, la presencia del RBc en color rojo, y el
merge de ambos, correspondiente a un mismo campo.
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En las imagenes de fluorescencia del merge, se puede observar que la induccion
de los cultivos de células UT-7 con cEpo, a diferencia de los inducidos por Epo,
permitio la colocalizacion de la proteina PTP1B y el Rfc con gran intensidad. En
cambio, en ausencia del factor de crecimiento no se observa tal colocalizaciéon.

Por otro lado, el analisis de este ensayo permite corroborar datos aportados en
capitulos anteriores. En ausencia del factor de crecimiento, se observa una
intensidad muy tenue de ambas marcaciones por separado y la intensidad de
fluorescencia para PTP1B y Rfc fue mayor con cEpo que con Epo. Estos
resultados coinciden con los mostrados en las figuras 22.B (Capitulo II) y 43, 44 y

45 de este capitulo.

CONCLUSIONES

» Tanto Epo como cEpo inducen el aumento de la proteina PTP1B, asi
como su actividad, en comparacion con cultivos de células UT-7
desarrollados en ausencia de factor de crecimiento.

» Los aumentos de la expresion y actividad de PTP1B se correlacionan
con el influjo de calcio intracelular.

» El incremento de 1la expresion y actividlad de PTP1B es
significativamente mayor en presencia de cEpo con respecto al efecto
mostrado por la Epo.

> PTPI1B y la subunidad Rfpc del heteroreceptor colocalizan en cultivos

inducidos por cEpo.
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DISCUSION

La fosforilacion de proteinas en sus residuos tirosina es un elemento clave en
los caminos de senalizacion inducidos por diferentes estimulos que regulan
respuestas celulares tales como crecimiento, diferenciacion, proliferacion y
metabolismo. Dado que se trata de procesos estrictamente controlados, debe
existir un completo balance entre proteinas kinasas y fosfatasas.

Como la fosforilaciéon es un evento que participa en los distintos pasos de
activacion celular por Epo, la defosforilacion es necesaria para regular su
actividad. Este proceso involucra varias fosfatasas. La PTP1B, prototipo de la
familia de las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs), se relaciona con la regulacion
de vias de senalizaciéon que involucran la fosforilacién de tirosina inducida por
factores de crecimiento, citoquinas y hormonas, y ya se ha demostrado que
interviene en el silenciamiento de la sefializacion inducida por Epo. Por lo tanto,
es altamente probable que la expresiéon de esta enzima, o bien su funciéon, sea
diferente en situaciones de desregulaciéon de la activacion celular. Por otro lado, la
resistencia al tratamiento con eritropoyetina recombinante, encontrada con
frecuencia en pacientes con anemia de enfermedades cronicas podria estar
vinculada a un funcionamiento distinto de la PTP1B.

También se ha reportado que PTP1B también participa en los mecanismos
descriptos para modular negativamente la activacion de los receptores de GM-
CSF, IL-3 e IL-5, en los que esta involucrada la subunidad B common. Puede
modular negativamente la via Jak/STAT por defosforilacion ya sea del receptor
asociado a Jak o bien a factores localizados en estadios mas avanzados del
camino de sefalizacion. En este contexto, se ha propuesto que PTP1B tiene un rol
importante en el “ajuste fino” de estas vas de se alizaci n intracelulares
(Feldhammer et al, 2013). Este conocimiento y nuestra previa experiencia en la
funciéon de PTP1B en la activacién celular por Epo justifican su seleccion para este
trabajo.

Los resultados del estudio de la proteina PTP1B en el modelo de células con
capacidad de diferenciacion eritroide estimuladas por cEpo fue disefiado para
explicar por qué cEpo es incapaz de estimular la proliferacion celular. En
nuestros resultados se observd la desregulacion de la activacién -celular,
hallandose el aumento significativo de la expresion (Figura 43-45) y actividad
(Figura 46) de la PTP1B en cultivos desarrollados en presencia de cEpo. Esto
significa que PTP1B, al estar mas aumentada, desactivaria la senalizacién por

cEpo mas rapidamente que en los cultivos estimulados por Epo, y podria
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justificar por qué cEpo no logra mantener la activacién (fosforilacion) de los
factores de proliferacion celular, como Akt/FOXO3a, y consecuentemente la
inhibicion de p27Kirl, generando asi el arresto del ciclo celular.

En ensayos de inhibicion de la PTP1B, la presencia de cEpo generé un
incremento de la proliferacion celular, que no alcanzé los niveles inducidos por
Epo (Figura 47), sugiriendo que la acciéon de esta fosfatasa no es la unica
involucrada en la desactivacion del heterorector activado por cEpo.

Los resultados muestran un incremento del calcio intracelular en cultivos
estimulados con cEpo con respecto no sé6lo a los cultivos realizados en ausencia
de factor de crecimiento sino también con respecto a los estimulados por Epo, lo
que permite sugerir que el significativo aumento de la actividad de PTP1B podria
ser mediado por calpaina. Esta proteasa, dependiente de calcio para su
activacion, produce un clivaje proteolitico que resulta en una isoforma de PTP1B
de 46 kDa, asociada a mayor actividad enzimatica de la fosfatasa. Los resultados
que se presentan concuerdan con los de Frangioni et al (1993) quienes
observaron que el clivaje de PTP1B catalizado por calpaina estaba asociado a un
aumento de la actividad enzimatica en plaquetas. En el mismo sentido, Callero y
colaboradores (2011) reportaron la participacion de calpaina en la apariciéon de la
isoforma de PTP1B 46kDa con mayor actividad enzimatica asociada al incremento
del influjo de calcio inducido por Epo en células UT-7 y TF-1. Algunos autores
han sugerido que la regulacion de los niveles de calcio intracelular mediada por
Epo es uno de los mecanismos de sefalizacion que controlan la proliferacion y
diferenciacion de las células eritroides (Cheung et al, 1997; Akimoto et al, 2001).
En nuestros ensayos se observd el incremento de calcio intracelular por Epo
aunque el aumento inducido por cEpo fue significativamente mayor (Figura 48).

La asociacion de PTP1B y Rfc es un resultado que sustenta la hipotesis de que
la cEpo, actuando a través del heteroreceptor REpo-Rfpc, induce la expresiéon y
actividad de PTP1B, lo cual desactiva rapidamente y con gran eficiencia la accion

del receptor, llevando a la interrupcion de la sefial de proliferacion (Figura 49).
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En este trabajo se ha cumplido el objetivo de avanzar en el conocimiento de los
efectos diferenciales entre cEpo y Epo sobre células hematopoyéticas y no
hematopoyéticas, ya que por primera vez se informa acerca de la incapacidad de la
eritropoyetina carbamilada para activar completamente las vias de senalizacion
enfocadas a la proliferacion celular. El silenciamiento rapido de las senales
relacionadas con la proliferacion de las células con capacidad de diferenciacion
eritroide UT-7 estimuladas por cEpo se deberia, al menos en parte, al aumento en
la inducciéon de la actividad fosfatasa de la proteina PTP1B. El aumento de la
actividad de esta fosfatasa por cEpo podria no sélo ser debido a un aumento de la
expresion de la proteina sino también a la activacion de la PTP1B por protedlisis
via calpaina debido al incremento del flujo de calcio.

Al comenzar el trabajo, ya existia evidencia de la actividad diferencial entre Epo
y cEpo sobre tejidos hematopoyético y no hematopoyéticos. Dado que, como
primer paso, carbamilamos la eritropoyetina en el laboratorio, fue necesario
corroborar sus caracteristicas, con los resultados que constituyen el capitulo I. La
diferencia de este trabajo con otros de distintos autores es la utilizacién de varios
modelos celulares simultaneamente. Como modelo de tejido hematopoyético
fueron incluidas no sé6lo células progenitoras eritroides provenientes de médula
O0sea de raton sino también lineas celulares con capacidad de diferenciacion
eritroide y distinta dependencia del factor de crecimiento: UT-7, dependiente de
Epo para proliferar, TF-1, dependiente de GM-CSF pero que responde a la Epo
durante periodos cortos y K562, independiente de Epo para su desarrollo pero
sensible a la accién antiapoptética de Epo frente a una injuria celular. Como
modelo de tejido no hematopoyético se empled la linea de origen neuronal SH-
SYS5Y para estudiar el efecto neuroprotector de las eritropoyetinas, el mas
caracteristico luego de la accion de la Epo sobre la eritropoyesis.

Los resultados también permiten sugerir que la Epo puede utilizar ambos
receptores, el homodimero y el heterodimero —(REpo)2 y REpo-Rfic- en la
activacion de células neuronales y, probablemente también en células eritroides,
dependiendo de la disponibilidad de las subunidades. En cambio, cEpo soélo
utilizaria el heterodimero, por lo que sélo las células que expresan REpo y Rfic
serian potenciales targets para que la actividad antiapoptética de la cEpo
conduzca a la reduccion del dafo tisular.

Si bien el hallazgo del aumento de expresion y actividad de PTP1B puede
explicar la incapacidad de cEpo para permitir el crecimiento de las células de
origen eritroide, deben considerarse otros factores para explicar completamente la

accion diferencial entre Epo y cEpo. Esto es debido a que en los ensayos de
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inhibicion de la PTP1B en los cultivos con cEpo se observé un incremento parcial
de la proliferacion celular.

Habria que considerar, por ejemplo, el incremento de otras fosfatasas que,
ademas de PTP1B, también estan involucradas en la finalizacién de las senales de
activacion celular por factores de crecimiento.

Otro mecanismo involucrado en la finalizacion de las senales de transducciéon
de IL-3, IL-5 y GM-CSF es la endocitosis y degradaciéon. La subunidad B common
es regulada negativamente por ubiquitinacion y degradacion de su dominio
citoplasmatico en el proteasoma, resultando en la generacion de productos de
proteolisis de Bc truncados. Dada la importancia de esta via de finalizacién de la
activacion de las sefales inducidas por la uniéon cEpo/Receptor, no se puede
descartar un aumento en la degradacion del receptor debido a la presencia de
cEpo en los cultivos.

En el marco de la implementacion de estrategias terapéuticas resultara
importante, en el futuro, considerar los diferentes mecanismos de acciéon entre
Epo y cEpo, identificando los factores criticos involucrados en los efectos
diferenciales entre ambas eritropoyetinas. Esto es importante porque se ha
demostrado, en este trabajo, que la Epo carbamilada no parece totalmente incapaz
de activar la célula eritroide, sino que modula negativamente las vias de
proliferacion. De acuerdo con los resultados presentados y con el fin de
discriminar entre riesgos y beneficios de futuros tratamientos también deberan
evaluarse posibles interferencias que podrian producirse en presencia de elevadas
concentraciones de cEpo, en las funciones de Epo, de GM-CSF y de otras

citoquinas.

En la figura que se muestra a continuacién se resumen los principales
resultados obtenidos en este trabajo en respuesta a los objetivos planteados y, a
partir de los mismos, se sugieren modificaciones en las vias de sefializacion de la

eritropoyetina originadas por la carbamilacién de la molécula proteica.
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