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The multiple roles of erythropoietin

Abstract

The glycoprotein erythropoietin has long been known for its erythropoietic
function in the regulation of red blood cell production, which led to the
successful treatment of anemia related to different diseases. However, both
the expression of the hormone and that of its specific receptor were also
observed in non-hematopoietic tissues, thus leading, in recent years, to the
development of numerous in vitro and in vivo experiments demonstrating
protection of such tissues by erythropoietin. This review presents our lab-
oratory’s contribution to the knowledge of the mechanisms involved in the
cytoprotective effects of erythropoietin, such as the inhibition of apoptosis
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As multiplas facetas da eritropoietina

Resumo

A glicoproteina eritropoietina é conhecida ha muito tempo por sua agdo eritropoiética na regulagdo
da produgéo de eritrécitos, o que levou ao sucesso do tratamento da anemia associada a diferentes
doencas. Contudo, tanto a expressdo do horménio quanto a do seu receptor especifico foram obser-
vadas em tecidos ndo hematopoiéticos. Essa descoberta gerou, nos ultimos anos, o desenvolvimento
de inumeros experimentos in vitro e in vivo que demonstram a protegdo de diferentes tecidos nao
hematopoiéticos pela eritropoietina. Este trabalho apresenta uma revisdo da contribuigdo do nos-
so laboratdrio para o conhecimento dos mecanismos envolvidos na citoprotecdo pela eritropoietina,
como inibigdo da apoptose e estresse oxidativo, indugdo da angiogénese, bem como comportamentos
variaveis em um ambiente inflamatdrio. A importancia desses conhecimentos reside ndo apenas na
possibilidade de estabelecer novas estratégias terapéuticas voltadas para a protegdo de diferentes
tecidos, mas também em evitar efeitos indesejados do tratamento.
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Introduccién

Nuestro laboratorio surgié en el ambito de la Catedra
de Analisis Biologicos que fuera dirigida por el Profe-
sor Dr. Juan Miguel Castagnino hasta su retiro. En ese
marco, nuestros proyectos de investigacion bdsica se
han basado siempre en interrogantes planteados en el
area de la Bioquimica Clinica. En el Laboratorio de
Eritropoyetina de la Fisiologia Celular se han aunado
conceptos de Biologia y de Quimica, enfocando nues-
tras investigaciones al estudio del comportamiento de
la hormona eritropoyetina (Epo).

La Epo es un factor humoral plasmatico conocido
por su rol esencial en la producciéon de glébulos rojos.
Es una glicoproteina de 165 aminodcidos que presenta
ocho residuos de lisinas, dos puentes disulfuro y cua-
tro cadenas de hidratos de carbono con una masa mo-
lecular de 18 kDa correspondiente al esqueleto pro-
teico que alcanza aproximadamente los 30 kDa en la
molécula glicosilada (1) (2). Las células del intersticio
peritubular del rinén son las principales productoras
de Epo en el adulto, mientras que el higado se trans-
forma en un 6rgano secundario en esta etapa, después
de haber cumplido un rol como principal 6rgano pro-
ductor durante la vida fetal. E1 gen EPO es inducible
por hipoxia. Ante una disminuciéon en el aporte de
oxigeno, se detecta la disminucién en la tensiéon de
oxigeno tisular por lo que se activa el factor de trans-
cripcion HIF-1, que estimula la sintesis de Epo. Una
vez en circulacion, la proteina llega hasta la médula
Osea y activa a las células progenitoras eritroides tem-
pranas BFU-E (burst-forming units-erythroid) y tardias
CFU-E (colony-forming units-erythroid) a través del recep-
tor para Epo (EpoR), estimulando la proliferacion y la
maduracién hacia la formacion de eritrocitos.

El mecanismo de accién de Epo via el EpoR en el
desarrollo eritroide ha sido exhaustivamente estudiado
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a nivel fisiolégico, celular y molecular. Sin embargo,
numerosas investigaciones que demostraron la pre-
sencia del EpoR en otros tejidos, como el neuronal, el
cardiaco y el endotelial, entre otros, sugirieron la posi-
bilidad de roles adicionales de la Epo sobre tejidos no
hematopoyéticos. Como se expondra en esta revision,
las propiedades de la citoquina, que van mads alld de Ia
eritropoyesis, permiten augurar un importante poten-
cial farmacolégico.

La Epo fue inicialmente purificada a partir de orina
de pacientes con anemia aplasica (3) y a partir del clo-
nado del gen humano se obtuvo eritropoyetina recom-
binante humana (rhuEpo) (4) (5). La molécula desa-
rrollada imita perfectamente la accion fisiolégica de la
citoquina mediada por el EpoR homodimérico, por lo
que ha sido empleada con excelentes resultados para
evitar o revertir un estado anémico. Sin embargo, a la
luz de nuevos estudios experimentales se postula que
la Epo podria tener, en el futuro, efectos beneficio-
sos en diferentes situaciones fisiopatologicas, algunos
de los cuales podrian ser mediados por otros recepto-
res. Bajo esta hipoétesis, se propuso a la Epo como un
factor que podria ejercer diferentes funciones, como
proteccion en enfermedades neurodegenerativas y en
afecciones cardiacas, asi como participacion en angio-
génesis y regulacion del tono vascular (Fig. 1).

Distintas funciones de la eritropoyetina

Dentro del marco de la enfermedad renal terminal,
nuestros estudios para caracterizar la anemia debida al
déficit de la producciéon de Epo por el 6rgano afectado,
nos condujeron a investigar los mecanismos de accién
de la Epo sobre células eritroides. A medida que sur-
gian los resultados, se fueron ampliando nuestros obje-
tivos con la inclusién de otros modelos celulares.
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Figura 1. Funciones celulares de la eritropoyetina que pueden
prevenir o modificar alteraciones fisiopatoldgicas que afectan a los
tejidos eritropoyéticos y no eritropoyéticos.

Entre las distintas funciones que puede ejercer la
Epo sobre diversos tejidos, esta revision se centrara en
la inhibicién de la apoptosis, en la participaciéon de
Epo en procesos inflamatorios y de estrés oxidativo,
asi como en la caracterizacion de su actividad proan-
giogénica.

Accién antiapoptética de la eritropoyetina

La muerte celular programada o apoptosis consti-
tuye un proceso genéticamente programado y depen-
diente de energia, fundamental para el desarrollo fisio-
légico y el mantenimiento tisular. La célula posee los
componentes necesarios para la regulacion de la muer-
te celular programada vy, tanto la prevencién como la
induccién de apoptosis, son el resultado de un balance
entre senales anti y proapoptéticas intrinsecas de la cé-
lula, las cuales se encuentran controladas por factores
externos. LLa naturaleza de dichos factores es variada:
por un lado, se encuentran elementos que favorecen la
supervivencia celular, como los factores de crecimiento
y algunas hormonas, mientras que las citoquinas proin-
flamatorias, el estrés oxidativo, efectores citotoxicos y
danos irreversibles en el material genético constituyen
factores o eventos proapoptéticos. La induccion de este
tipo de muerte celular a raiz de un desbalance bioqui-
mico bajo condiciones patolégicas, tales como sindro-
me autoinmune, dano isquémico o enfermedades neu-
rodegenerativas, resulta en una disfuncion tisular.

Las células apoptoticas pueden ser reconocidas por
cambios morfolégicos tipicos que afectan el nucleo, el
citoplasma y la membrana plasmatica, tales como con-
traccion celular y condensacién y fragmentacion de la
cromatina, asi como translocacion de fosfolipidos de
la membrana plasmatica. Dichos cambios transforman
a las células en “cuerpos apoptoéticos”, lo que conduce
a su rapida captura y fagocitosis por parte de los ma-
crofagos, evitando asi una respuesta inflamatoria.

La induccion del proceso de muerte celular progra-
mada se puede desarrollar por dos vias, extrinseca e in-
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trinseca. La via extrinseca, mediada por receptores de
muerte, comienza con la activacion de caspasas inicia-
doras de la eventual muerte celular (6). La via mito-
condrial o intrinseca es mediada por danos a nivel de
la mitocondria, cuyas causas son de naturaleza variada;
entre ellas se destacan el estrés oxidativo, las radiacio-
nes ionizantes y la alteracion de la homeostasis del ion
calcio (Ca?*) (7). La muerte de la célula depende de la
localizacion subcelular de los miembros de la familia
Bcl-2 (B-cell leukaemia/lymphoma-2). Entre los factores
antiapoptoticos se encuentran Bcl-2, Bcl-X, Bel-X|, Bcl-
Xs» Bcly, y BAG, mientras que entre los agentes proa-
poptoticos se destacan Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim,
Bik y Blk.

Existe evidencia que apoya la hipoétesis de que la
Epo actda, fundamentalmente, en el mantenimiento
de la viabilidad celular mediada por la activacién del
EpoR, a partir de lo cual se desencadena la transduc-
cién de senales antiapoptoéticas. En diferentes mode-
los ha sido demostrada la actividad de la Epo en la
proteccion tisular involucrando la activacion de dis-
tintos caminos de senalizacion, a través de los cuales
y dependiendo del origen del dano, se produciria la
prevencion de la muerte celular mediada por inhibi-
dores de la apoptosis (8) (9) (10).

En ensayos in vitro realizados en este laboratorio,
mediante la determinacion de ntcleos apoptéticos
por tincién de Hoechst, translocacion de fosfatidilseri-
na por citometria de flujo y clivaje de la proteina PARP
por Western blotting, se demostraron efectos neuropro-
tectores de Epo sobre la linea celular de neuroblasto-
ma humano SH-SY5Y, ante la exposicion a estaurospo-
rina (inhibidor de proteina quinasa C) o a la citoquina
TNF-o (factor de necrosis tumoral alfa), efectos que
se correlacionaron con una regulacién positiva de los
factores antiapoptéticos Bcl-2 y Bel-X; (11) (12) (13)
(14) (15). El factor de transcripcion NF-«xB, involucra-
do en la inmunidad innata, la supervivencia celular y
la inflamacién, es un elemento clave de las vias de ac-
tivacion de distintos tipos celulares que, bajo la accién
de estimulos discretos, culminan con la transcripcién
de genes blanco. En nuestro modelo experimental de
apoptosis inducida por TNF-o en células neuronales,
se demostré la activaciéon y translocacion al nucleo
de NF-kB aunque, llamativamente, se observaron los
mismos efectos por la presencia de TNF-a y, mas aun,
ambos efectos se sumaron en el tratamiento conjunto
con ambos factores (12). Este hallazgo, aparentemen-
te inconsistente en cuanto a la actividad de TNF-a,
puede ser explicado en parte por la deteccion de ni-
veles aumentados del receptor TNFRI, el cual es ca-
paz de estimular vias de apoptosis y neuroproteccion
simultaneamente (16), asi como por la activacion del
factor NF-kB, postulado como nexo entre las senales
celulares activadas por TNFR1 y EpoR (17). Es asi que,
como resultado del cross-talk entre ambas vias de acti-
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vacion, se incrementa la sensibilidad celular al efecto
proapoptético de la citoquina inflamatoria y, a la vez,
la célula se hace mas sensible a la accién antiapopto-
tica de la Epo, aumentando su resistencia a la muerte
celular. En otro ensayo, el efecto antiapoptético de
Epo permiti6, por activacion de la via Epo/EpoR, la
inhibicién de apoptosis de la linea neuronal SH-SY5Y
inducida por el medio condicionado de células de la
microglia EOC-2 activadas (18). Por otra parte, célu-
las de la linea eritroleucémica K562, sensibles a la ac-
cién proapoptética de TNF-a, fueron protegidas por
pretratamiento con Epo. Un hallazgo novedoso en
el mecanismo de accién fue la participacion de Epo
previniendo la regulaciéon negativa de la proteina in-
hibitoria de caspasa 8 c-FLIP (FLICE-inhibitory protein),
impidiendo, de esta forma, la accién perjudicial de la
citoquina proinflamatoria sobre las células eritroides
durante su diferenciacion (19).

Recientemente, varias revisiones han aportado y
discutido informacion sobre resultados que sustentan
el papel antiapoptético de la Epo en distintos tejidos.
En ellas se destaca el interés por la investigacion de su
accion en el cerebro (20) (21) (22). Estos efectos pro-
tectores implican nuevos campos de investigacion y, en
consecuencia, la posibilidad de desarrollar novedosas
estrategias terapéuticas para el tratamiento precoz de
distintas patologias.

Accién de la eritropoyetina frente al proceso de
estrés oxidativo

El eritrocito maduro es incapaz de autorrepararse y
no tiene capacidad para sintetizar proteinas. Por lo tan-
to, su vida util es finita y se acorta ain mas cuando el
entorno de la célula se vuelve hostil o cuando la capa-
cidad del eritrocito para hacer frente a las influencias
extracelulares se ve afectada. La vida limitada de los
eritrocitos implica que, como en otras células, su vida y
su muerte estan bien reguladas (23).

Como fuera ya mencionado, la apoptosis es un
proceso controlado de autodestruccién celular al que
resultan susceptibles los precursores eritroides, entre
otros tipos celulares. Si bien se considera que los eritro-
citos humanos maduros no pueden sufrir muerte celu-
lar programada debido a la falta de mitocondrias, nu-
cleo y otras organelas, se ha descripto que, bajo ciertas
circunstancias, pueden sufrir un rapido proceso de au-
todestruccion. Este comparte varias caracteristicas con
la apoptosis, tales como encogimiento celular, cambios
de forma, alteraciones del citoesqueleto asociadas con
la degradacion de proteinas y pérdida de la asimetria
de los fosfolipidos de la membrana celular que con-
duce a la externalizacion de fosfatidilserina (PS) (23).
Para distinguir la muerte de los eritrocitos de la apop-
tosis de las células nucleadas, algunos autores sugirie-
ron el término “eriptosis” (24).
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No ha sido descripto ningtn rol fisiologico para la Epo
sobre los globulos rojos maduros. Sin embargo, se ha ob-
servado una asociacion entre el tratamiento con rHuEpo
y la susceptibilidad de los eritrocitos al shock hiperosmoti-
co en pacientes hemodializados crénicos (25).

Ante una condicion de estrés oxidativo se produ-
ce la alteracion del delicado equilibrio entre la pro-
duccion de eritrocitos y la destruccién celular. Como
consecuencia, puede ocurrir la captura prematura de
eritrocitos por parte de las células reticuloendotelia-
les, a menos que esté presente un factor que atente
la muerte celular. En un modelo de tratamiento cro-
nico de eritrocitos con sobrecarga de aluminio (Al) se
observaron signos de externalizacion de PS, aumento
del contenido de Ca®! intracelular y degradacion de la
proteina de membrana Banda 3, asi como un aumento
significativo de ROS (especies reactivas del oxigeno)
en paralelo con la disminucién del nivel de glutatién
reducido (GSH). La presencia de Epo durante la expo-
sicion a Al evit6 la produccion de ROS y se redujeron
los niveles de translocacién de PS y la internalizacion
de Ca?* (26). En coincidencia, signos semejantes fue-
ron detectados en eritrocitos de pacientes dializados,
signos que disminuyeron después de la dialisis s6lo
cuando los pacientes recibian Epo inmediatamente
antes del tratamiento (25). Estos autores demostraron
que la Epo inhibia el canal catiénico, e interferia asi
directamente en el proceso de eriptosis.

Teniendo en cuenta la accién antioxidante que ha-
bia mostrado el tratamiento con Epo, se centr¢ el in-
terés en el rol protector de esta citoquina frente a los
mecanismos de eriptosis desencadenados por estrés
oxidativo, dado que éste es un proceso que se presen-
ta con frecuencia en la anemia asociada a ambientes
inflamatorios. En virtud de su potente capacidad oxi-
dante y nitrante, el peroxinitrito ha sido propuesto
como un importante mediador de la lesion y disfun-
cion tisular inducida por la inflamacion, y se conside-
ra una especie nitrante muy eficiente de relevancia
biolégica (27). En experimentos de estos autores, la
incubacién de eritrocitos con nitrito y peroxido de
hidrégeno indujo un aumento significativo en la pro-
duccion de ROS, paralelo a la disminucién de GSH.
Se sabe que los glébulos rojos poseen una potente
actividad antioxidante consistente en vias enzimaticas
y no enzimaticas, las cuales, en conjunto, funcionan
de manera efectiva para transformar las ROS en es-
pecies intermedias, sustancialmente menos reactivas
(28). Los eritrocitos son importantes transportadores
biolégicos de GSH, factor que participa en reacciones
redox por oxidacion reversible de su tiol activo. Por
lo tanto, se eligié este compuesto como marcador de
perturbacién redox celular. Se demostré que durante
la eriptosis desencadenada por agentes oxidantes, las
proteinas de la membrana de los eritrocitos son sus-
ceptibles a peroxidacién lipidica (29). Para evaluar



una posible accion directa de la Epo, los eritrocitos
fueron incubados en presencia de la hormona pre-
viamente a la induccién de estrés oxidativo. La Epo
evité el desequilibrio oxidativo (produccion de ROS
y peroxidacion lipidica) ejercido por los agentes oxi-
dantes presentes, efecto que fue similar al observado
en presencia del compuesto antioxidante mas utiliza-
do in vitro, la N-acetilcisteina (NAC). Es un hallazgo
novedoso que la hormona no sélo inhibe la apoptosis
de células progenitoras eritroides, sino que también
inhibe la muerte suicida de eritrocitos maduros, lo
que tendria implicancias fisiopatolégicas (29). Este
efecto directo de la Epo sobre los eritrocitos maduros
puede explicarse por el hecho de que la hormona, al
igual que otras proteinas, protege a las membranas de
los glébulos rojos de la peroxidacion lipidica al eli-
minar los radicales libres generados bajo condiciones
prooxidantes.

Otro ambito de estrés oxidativo se puede presentar
en respuesta a una lesion en el sistema nervioso central
cuando la activacion de la microglia libera mediadores
inflamatorios como 6xido nitrico (NO), prostaglandi-
nas, citoquinas y ROS (30) (31) (32). En un dano ce-
rebral, como por ejemplo en isquemia cerebral, la hi-
poxia causa lesion de las células neuronales tanto por
accion directa como por un efecto indirecto de activa-
cion de la microglia (33). Se ha informado que, duran-
te la activacion de la microglia, se produce peroxinitri-
to (ONOO-) por interacciéon entre NO y ROS. Debido
a que los tratamientos actuales para las enfermedades
neurodegenerativas no son efectivos, varias moléculas
reguladoras que actian como factores de desactiva-
ci6n de la microglia han sido objeto de considerable
investigacion (34). Como ya se ha mencionado, en el
sistema nervioso se han encontrado receptores de Epo
en varios tipos celulares, como neuronas, microglia,
astrocitos y células endoteliales (35) (36). En estudios
realizados en laboratorio, Epo demostré su capacidad
antioxidante durante la activacion de la microglia, ya
que el pretratamiento de las células con Epo previno
la induccion de ROS por hipoxia quimica en cultivos
con cloruro de cobalto (18). Este efecto antioxidante
de la Epo también se ha encontrado en otros modelos,
como cultivos de cardiomiocitos, células endoteliales o
de la linea celular PC-12 (37). Se ha descripto que la
proliferaciéon de la microglia activada es mediada por
liberacion de peréxido de hidrégeno (38). Por eso, la
prevencion por Epo de la proliferacion de la microglia
inducida por hipoxia se explica por la accién antioxi-
dante de la citoquina. Los efectos daninos de las ROS
sobre las neuronas son bien conocidos y pueden supe-
rarse mediante el uso de farmacos antioxidantes. La ac-
ci6n antioxidante de la Epo durante la activacion de la
microglia puede producir un entorno menos favorable
para el desarrollo de radicales libres, mostrando, asi,
un efecto protector frente al dano neuronal.
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Accién promigratoria de la eritropoyetina

Diversos trabajos han demostrado la actividad de la
Epo sobre el tejido endotelial, en particular, su capa-
cidad de promover la proliferacién y la migracion de
células endoteliales maduras y de progenitores endo-
teliales circulantes (39) (40) (41) (42). Nuestro grupo
describi6 la induccién de un fenotipo migratorio por
Epo en cultivos de células endoteliales de vena um-
bilical humana (HUVEC), células endoteliales de mi-
crovasculatura (HMEC-1) y de la linea celular humana
EA.hy926 (43). El efecto promigratorio de la Epo en
células EA.hy926 mostr6 dependencia del EpoRy de la
activacion de una via de transduccién que involucra a
las quinasas JAK2 y PI3K, asi como a la fosfatasa PTP1B
como molécula de cierre de la senal, como lo indican
ensayos de migracion por cierre de la herida (wound
healing) en presencia de inhibidores especificos.

Recientemente, otro trabajo de este grupo mostro
que el establecimiento de un ambiente proinflamato-
rio sensibiliza a las células endoteliales al efecto de la
Epo (44). Cabe senalar que, en el adulto, las células en-
doteliales se encuentran en un estado de quiescencia
celular, definida como un estado no proliferativo y de
bajo metabolismo basal, en el cual, no obstante, conti-
nuan secretando factores endocrinos y paracrinos, ade-
mas de cumplir con su funcién de barrera. El endotelio
quiescente no presenta actividad migratoria ni expresa
moléculas de adhesion leucocitaria, pero determinados
estimulos, tales como la presencia de un agente patoge-
no, revierten el estado de quiescencia y desencadenan
la activacion endotelial, marcada por la adquisicion de
un fenotipo proangiogénico, proinflamatorio y pro-
trombatico.

En células EA.hy926 expuestas a TNF-a, la Epo mostré6
actividad promigratoria atin a concentraciones inefecti-
vas en ausencia de la citoquina proinflamatoria (44).
La sinergia entre la Epo y el TNF-a como estimulos
promigratorios en células endoteliales fue acompa-
nada por un aumento significativo de los niveles de
expresion de las moléculas de adhesion VCAM-1 e
ICAM-1, y el consiguiente incremento de la adhesion
de células monociticas de la linea THP-1 a cultivos de
las células endoteliales. La dependencia del efecto si-
nérgico del EpoR, asi como el aumento significativo
de los receptores de TNF-a (TNFR1 y TNFR2) en cul-
tivos expuestos al TNF-a.y ala Epo, ponen de manifies-
to la activaciéon de caminos compartidos entre ambas
citoquinas, los cuales aumentan la sensibilidad celular
a la acciéon de la Epo.

Efectores de la eritropoyetina en la migracién de
células endoteliales

Entre los diversos mecanismos que subyacen a la movi-
lidad celular, las ROS han sido implicadas en la respuesta a
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citoquinas proangiogénicas como el factor de crecimiento
del endotelio vascular VEGF (45). Ensayos de migracion
en presencia del antioxidante NAC permitieron sugerir la
posible participacion de ROS en el efecto promigratorio
de la Epo en células endoteliales, ya que el pretratamiento
con NAC impidi6 la induccién de la migracion celular por
Epo en los cultivos de células EA.hy926 (43).

La participacién de ROS como intermediarias del
efecto de la Epo parece ser inconsistente con lo ya men-
cionado en esta revision y con datos de la bibliografia
acerca de una accion antioxidante de esta citoquina en
diferentes tipos celulares (18) (46) (47). A partir de esto,
se realizaron ensayos a fin de determinar una posible ac-
cion dual de la Epo como molécula antioxidante y como
generadora de ROS. En células EA.hy926 expuestas a
peroxido de hidrégeno o privadas de suero fetal bovino
por un periodo prolongado (tiempo necesario de incu-
bacion de los ensayos de migracion por wound healing)
la Epo disminuy6 significativamente los niveles intrace-
lulares de ROS. Sin embargo, al inicio de la activacion
celular, la Epo condujo a un aumento transitorio en los
niveles de estas entidades quimicas que podria ser indis-
pensable para el establecimiento del fenotipo migratorio
en células endoteliales (43). Esto sugiere que las propie-
dades prooxidantes/antioxidantes de Epo dependen de
la duracion del tratamiento y posiblemente de la loca-
lizacion subcelular de las especies reactivas producidas.

Un ambiente prooxidante podria explicar el efec-
to sinérgico entre el TNF-a y la Epo sobre la actividad
migratoria de células endoteliales, ya que, de manera
consistente, la presencia de antioxidantes, como NACy
acido ascorbico, impidié6 la migracion endotelial indu-
cida por ambas citoquinas (44). La generacion de ROS
es capaz de activar NF«xB (48), factor de transcripcion
de la via de senalizacion de PISK/AKT/mTOR, efecto
observado también en el modelo de apoptosis/antia-
poptosis de células neuronales por acciéon de TNF-0./
Epo. Ademas, la presencia de inhibidores de PI3K,
mTOR y NF«B (LY294002, rapamicina y acido salici-
lico, respectivamente) impidi6 el efecto sinérgico de
Epo y TNF-o en la migracién de las células EA.hy926
(44). Tomados en conjunto, los resultados sustentan
un mecanismo de activacién comin a ambas citoqui-
nas, lo que explicaria su efecto sinérgico.

La generaciéon de ROS también puede afectar la ac-
tividad de otros factores involucrados en el camino de
senalizacion intracelular de la Epo para cumplir con su
efecto promigratorio. Datos de la bibliografia muestran
la inactivacion de la fosfatasa PTP1B, asociada al cie-
rre de la senal estimulada por Epo, debida a la oxida-
ciéon de un residuo Cys en el sitio catalitico (49). En
concordancia, en ensayos de coincubacion de células
EA.hy926 con Epo y TNF-a. observamos disminucién de
la actividad enzimatica de PTP1B, la cual fue parcial-
mente recuperada en cultivos pretratados con agentes
antioxidantes. Ademas, el incremento de los niveles de
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proteina PTP1B en células expuestas a Epo fue anulado
por la presencia simultanea de TNF-o. (44). Estos hallaz-
gos sustentan la hipétesis de que la generacion exacer-
bada de ROS en células expuestas a ambas citoquinas
inhibe la accién de PTP1B, lo cual impide el cierre de la
senal de Epo manteniendo su actividad promigratoria
por un periodo mas prolongado y produciendo, asi, el
efecto sinérgico de la Epo en presencia de TNF-a..

Por otra parte, la actividad de la enzima 6xido nitri-
co sintetasa también resulta esencial para el efecto pro-
migratorio de la Epo. En cultivos de células EA.hy926
se ha observado que la migracion inducida por Epo
es reducida en presencia de N®-monometil-Z-arginina
(L-NMMA), inhibidor de la produccién de 6xido nitri-
co (43), resultado concordante con el mecanismo de
otras citoquinas proangiogénicas.

El aumento transitorio de los niveles de Ca®" intra-
celular es otro de los mecanismos que han sido relacio-
nados con la respuesta celular a citoquinas proangio-
génicas (50). En progenitores eritroides tempranos, la
Epo estimula el aumento de Ca?* intracelular; no obs-
tante, pocos trabajos han asociado a este catiéon con los
efectos de la Epo en el endotelio. En cultivos primarios
de células endoteliales aérticas, la incubacion con Epo
estimul6 un aumento rapido y marcado de los niveles
de Ca?* intracelular, que no fue observado en medio
libre de Ca%" (51). Nuestro grupo publicé resultados
comparables en la linea celular EA.hy926, en la cual
los quelantes EDTA y EGTA no solamente inhibieron
el incremento de Ca?" intracelular, sino que también
impidieron la migracién celular en ensayos de wound
healing, mostrando la dependencia de este cation en el
establecimiento de un fenotipo migratorio (43).

Considerando que el ingreso de Ca?* extracelular re-
sulta esencial en el efecto de Epo sobre células endote-
liales, la administracion de antagonistas farmacolégicos
de este cation podria tener implicancias clinicas. Amlo-
dipina y diltiazem, dos antagonistas de canales de Ca%"
dependientes de voltaje, utilizados como antihiperten-
sivos, previnieron el influjo de Ca?* estimulado por Epo
en células EA.hy926; sin embargo, en ensayos de wound
healing'y de formacion de tabulos sobre Matrigel, sélo la
amlodipina fue capaz de impedir la actividad proangio-
génica de la Epo (52). Una posible explicacion del efec-
to diferencial de estos farmacos es que, a diferencia del
diltiazem, la amlodipina no sé6lo bloquea el ingreso de
Ca?* en células endoteliales, sino que también previene
la formacién de ROS, dos efectos que conjuntamente
pueden inhibir la migracion celular.

Diversos estudios describieron una compleja interac-
cién entre Ca*, movilidad celular y acuaporinas. Nues-
tra investigacion permitié reportar por primera vez la
capacidad de la Epo de inducir en células endoteliales la
expresion de acuaporina-1 (AQP-1), una proteina trans-
membrana relacionada con el ingreso de agua a favor
del gradiente osmético. En cultivos de células EA.hy926,



tanto la inhibicién con Hg2+, como la anulacién transito-
ria de AQP-1 mediante un siRNA especifico impidieron
el efecto promigratorio de la Epo en ensayos de wound
healing (53). Por otra parte, la Epo increment6 la expre-
sion de AQP-1 mediante un mecanismo dependiente del
influjo de Ca?* desde el medio extracelular a través de
canales inhibibles por amlodipina. El pretratamiento de
c€lulas endoteliales EA.hy926 con un siRNA especifico
para AQP-1 impidi6 el aumento transitorio de los niveles
de Ca?! intracelular tras la exposicién a Epo confirman-
do una estrecha relacién entre AQP-1, Ca* y Epo en la
motilidad celular. Estos resultados adquieren especial
importancia en los tratamientos terapéuticos con Epo
recombinante. La Epo que, como factor proangiogéni-
co, representa un beneficio potencial en enfermedades
cardiovasculares debido a la proliferaciéon de capilares
sanguineos puede, por otra parte, ser responsable de
efectos adversos debido a la progresion de tumores y me-
tastasis en los tratamientos de anemia en cancer (53).

Conclusiones

El hallazgo de la expresion de receptores para Epo en
tejidos no hematopoyéticos gener6, como consecuencia
inmediata, la hipoétesis que adjudicaba a la Epo funcio-
nes mas alla de la eritropoyética. Asi, se postul6 un efecto
citoprotector generalizado en base a la conocida accién
de la Epo sobre la viabilidad de las células progenitoras
eritroides para permitirles cumplir con su ciclo de dife-
renciacion y proliferacion. Este concepto abri6 la posibi-
lidad de encontrar nuevas aplicaciones farmacolégicas,
dado el éxito obtenido en la terapia con Epo humana
recombinante para contrarrestar la anemia asociada con
enfermedades cronicas. Los resultados de numerosas in-
vestigaciones fueron sustentando esa posibilidad a la vez
que despertaron alertas con respecto a efectos no desea-
dos del tratamiento con Epo.

La presente revision compila, en forma resumida, re-
sultados obtenidos en nuestro laboratorio que describen
efectos y mecanismos activados por Epo en distintos mo-
delos celulares (Fig. 2). Mas investigaciones son necesa-
rias para conocer los factores que participan en la acti-
vacion de los mecanismos celulares por Epo en distintos
tejidos. Afortunadamente, dia a dia se incrementan estos
estudios con la propuesta de que los efectos citoprotecto-
res de la Epo recombinante y de sus variantes moleculares
puedan constituir una alternativa para el tratamiento de
distintas patologias, en particular, las asociadas a desorde-
nes neurodegenerativos.
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Figura 2. Mecanismos activados por eritropoyetina y sus efectos
sobre distintos modelos celulares.
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