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Resumen

La caracteristica principal del Mal de Montafia Crénico (MMC) es la eritrocitosis excesiva
(EE) que se define como el exceso del nimero de glébulos rojos y una elevada
concentracién de hemoglobina (Hb; Hb>21g/dl en hombres y >19g/dl en mujeres). El
MMC es sindrome clinico altamente prevalente en regiones andinas ubicadas a mas de
2500msnm, y aquellos que la padecen son considerados mal adaptados a la vida en
hipoxia crénica. Se sabe que, en promedio, alrededor del 25% de varones residentes a
mas de 4000msnm en los Andes centrales son afectados por EE. La hipoxemia es el
principal estimulo para el desarrollo de EE, sin embargo, existe controversia acerca de
los mecanismos que subyacen la aparicion de esta condicidn. Es por ello por lo que surge
la necesidad de investigar el efecto de la hipoxia a nivel celular con el fin de identificar
potenciales vias de sefializacidn que podrian estar involucradas en el desarrollo de la EE.
Estudios realizados en células madre pluripotentes inducidas (iPSCs, por sus siglas en
inglés) derivadas de células de nativos de altura que padecen de MMC han permitido
identificar genes reguladores de la eritropoyesis, que podrian explicar la exagerada
respuesta eritropoyética. Sin embargo, aln se desconoce la respuesta fisiolégica de
células nativas de individuos con MMC ante el estimulo hipdxico. El objetivo principal
del presente estudio consistid en evaluar la respuesta proliferativa de células
progenitoras eritroides (BFU-E) de nativos de altura con MMC y nativos de altura sanos
y su sensibilidad hacia eritropoyetina (Epo) bajo condiciones de hipoxia y normoxia.
Adicionalmente, se buscé determinar los niveles de expresién de ARNm de EpoR, Epo,
SENP1 y GATAL. Las colonias BFU-E de individuos con MMC presentaron una mayor
respuesta proliferativa y una mayor sensibilidad hacia Epo en comparacién con las BFU-
E de los individuos que no padecen de MMC; asimismo, las células de individuos con
MMC mostraron mayor expresion de EpoR, SENP1 y GATALl. Nuestros resultados
sugieren que la EE se manifiesta en nativos de altura que padecen de MMC debido a que
las células progenitoras eritroides de estos sujetos presentan mayor sensibilidad a Epo
en condiciones hipdxicas, favoreciendo la proliferacion excesiva de células de linaje
eritroide; lo cual también estd relacionado a la mayor expresion de genes
eritropoyéticos en estas células. Palabras clave: Hipoxia, Mal de Montafia Crénico, BFU-

E, Eritrocitosis excesiva.



Abstract

The main sign of Chronic Mountain Sickness (CMS) is excessive erythrocytosis (EE),
which is defined as an excessive number of red blood cells and hemoglobin (Hb)
concentration (Hb; Hb>21g/dL in men and >19g/dL in women). CMS is a highly prevalent
clinical syndrome in Andean regions located at more than 2500 m, and those who suffer
from it are considered maladapted to life in chronic hypoxia. On average, about 25% of
males living above 4000m in the central Andes are affected by EE. Hypoxemia is the main
stimulus for the development of EE; however, the underlying mechanisms for the
progression of this condition are still controversial. Therefore, it becomes necessary to
investigate the effect of hypoxia at the cellular level to identify potential pathways that

could be involved in the development of EE.

Studies on erythroid progenitors derived from induced pluripotent stem cells (iPSCs)
obtained from CMS highlanders’ cells, have identified genes that regulate the
erythropoietic process that could explain the exaggerated erythropoietic response.
However, the physiological responses of native CMS cells to hypoxia are still unclear.
The aim of the present study is to evaluate the proliferative response and Epo-sensitivity
under hypoxic and normoxic conditions of erythroid progenitor cells (BFU-E) of CMS and
healthy highlanders. Additionally, mRNA expression levels of the erythropoietic-relevant
genes EpoR, SENP1 and GATA1 was investigated. CMS BFU-E colonies showed greater
proliferative response, increased Epo-sensitivity, and increased mRNA expression for
EpoR, SENP1 and GATA1, when compared to BFU-E cells from healthy subjects. Our
results suggest that CMS highlanders develop EE because their erythroid progenitor cells
are more sensitive to Epo under hypoxic conditions, promoting the excessive
proliferation of erythroid cells which could also be associated to the augmented
expression of erythropoietic genes in these cells. Keywords: Hypoxia, Chronic Mountain

Sickness, BFU-E, Excessive erythrositosis.



Introduccion

El ser humano ha poblado regiones de gran altura geogréfica por miles de anos (1,
2). Alrededor del mundo, mas de 140 millones de personas habitan a gran altitud (3),
y se encuentran distribuidas en grandes poblaciones, principalmente Quechuas y
Aymaras en los Andes sudamericanos, los habitantes de la meseta del Tibet en Asia

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

Estas poblaciones presentan diversos caracteres fisioldgicos que actuan para
contrarrestar los efectos adversos de la hipoxia hipobarica, consecuencia de la
menor presion barométrica debido a la altitud. Este conjunto de caracteristicas
fisiolégicas a nivel celular y sistémico comprende, entre otras, diferentes patrones

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

Desde la publicacion del primer articulo sobre adaptacion de poblaciones humanas
a la vida en altura en 1891 (89) y hasta 1970, la mayor parte de estudios
hematoldgicos se habian realizado en los Andes. Es asi que ciertas caracteristicas de
dicha poblacidn, tales como un hematocrito (Hct) y concentracién de hemoglobina
(Hb) elevados (10), se consideraron como patrones generales de adaptacion, lo cual
aumenta la capacidad de acarreo de O; de la sangre. Alrededor de 1980, estudios
realizados en la meseta del Tibet revelaron que los habitantes de esta region
presentaban una menor concentracion de Hb en comparaciéon a los habitantes
andinos (aproximadamente 16 vs 19 g/dl) a la misma altitud de residencia (11).
Posteriormente, se reportd también que la concentracién de Hb de los habitantes

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

Los cambios en el sistema respiratorio han sido también fundamentales en la
investigacién de los patrones de adaptacion a la vida en altura; ya que tanto estos
como los cambios hematolégicos son parte del sistema de transporte de oxigeno
hacia los tejidos. Una mayor ventilacién pulmonar favorece una mayor presion
inspirada y alveolar de O; (PiO2 y PaO;, respectivamente), ayudando a contrarrestar
el efecto de la baja PO, ambiental. Entre los parametros ventilatorios mas

estudiados se encuentran la ventilacién pulmonar (VE) en reposo, y el incremento



de la ventilacidn en respuesta a una exposicidén aguda a la hipoxia, también conocida

como respuesta ventilatoria aguda a la hipoxia (RVAH).

En comparacién a un nativo de nivel del mar aclimatado, o a un nativo del Tibet, se
ha demostrado que la VE en reposo del habitante andino se encuentra atenuada
(12). En promedio, un nativo del Tibet respira 1.5 veces mas volumen de aire por
minuto en comparacién con un andino (13); mientras que los etiopes exhiben un
patrén ventilatorio similar al de nativos del nivel del mar, con una S;0, superiora la
de andinos y tibetanos (Beall, 2006). Por otro lado, luego de una exposicidon aguda a
hipoxia, la RVAH de los andinos corresponde a la tercera parte de los niveles
alcanzados por residentes del nivel del mar (6); mientras que los valores de RVAH de

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

Se podria afirmar entonces, que, desde el punto de vista hematoldgico vy
respiratorio, las poblaciones de andinos, tibetanos y etiopes exhiben un patrén
distinto de adaptacion a la vida en altura. Los andinos favorecen la alta capacidad de
acarreo de O, debido a la mayor concentracion de Hb; mientras que los tibetanos
favorecen el incremento de la VE con el consecuente aumento de la PaO»,
requiriendo una menor concentraciéon de Hb (3, 16, 17). Por otro lado, los etiopes
exhiben patrones de adaptacién intermedios, con valores de Hb similares a los

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

Inicialmente el patrén clasico de adaptacién de la poblacién andina se consideré
ventajoso para la vida en altura. Se pensé que el incremento en la produccidn de
eritrocitos, con el consecuente aumento en la concentracion de Hb, facilitaria el
transporte de oxigeno hacia los tejidos (18). Sin embargo, si esto no es acompafiado
de un incremento en la PAO3, el aumento en la concentracidn de Hb, no garantiza un
transporte efectivo de oxigeno; ya que una produccidn excesiva de glébulos rojos
incrementaria la viscosidad de la sangre, dificultando el intercambio gaseoso a nivel
pulmonar y el aporte de oxigeno a los tejidos; contribuyendo asi a la aparicién de
patologias de altura tal como el Mal de Montafia Crénico (MMC), un sindrome clinico
altamente prevalente en pobladores que residen en altitudes mayores a 2500msnm

(4, 19).



El MMC se caracteriza principalmente por la presencia de eritrocitosis excesiva (EE),
hipoxemia severa, y frecuentemente hipertension pulmonar (20-22). Este sindrome
se puede manifestar desde la juventud, y su prevalencia aumenta con la edad y la
altitud de residencia (23-26). En mujeres, un factor de riesgo adicional para el
desarrollo de MMC es la llegada de la menopausia (27), ya que la disminucion de los
niveles de estradiol y progesterona contribuyen a disminuir la oxigenacion de la
sangre y a reducir el flujo respiratorio maximo y la VE, que se ve reflejada en la
disminucion de la saturacién arterial de oxigeno (Sa03) y al incremento de los valores

de Hb (24, 28).

La sintomatologia caracteristica del MMC incluye dolores de cabeza, mareos, fatiga,
cianosis, dilatacidén de venas, tinnitus, alteraciones de la memoria y dolor muscular
o de articulaciones (19, 29). Frecuentemente, en estadios avanzados de la
enfermedad y como consecuencia de la hipertension pulmonar, los pacientes

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

La prevalencia del MMC es variable en cada una de las distintas poblaciones de
altura, variabilidad que puede ser atribuida no solo a la diferencia temporal en que
estos grupos étnicos poblaron las montafias, sino también al componente genético.
Estudios realizados en la poblacién de habitantes de la meseta del Tibet han
contribuido para determinar la presencia de variantes genéticas arcaicas que
favorecen la vida en altura (30). Se ha sugerido que la baja tasa de mezcla genética
o admixture ha favorecido la fijacién de estas variantes en los nativos del Tibet (30-

32).

La presién de seleccion que la hipoxia ejerce sobre variantes favorables para la
supervivencia ha actuado por mas tiempo en las poblaciones mas antiguas (3), lo
que podria explicar que los nativos del Tibet presenten la prevalencia mas baja de
MMC (1.21%) (33), mientras que los niveles mas altos pertenecen a los pobladores
de los Andes centrales de Peru (Cerro de Pasco, 4340msnm); siendo del 15.4% en
varones de 30-39 afios de edad, y llegando a superar el 30% en varones sanos con

mas de 50 afios (25).



Las personas que padecen esta condicidn se consideran maladaptadas para la vida
en altura ya que, debido a la sintomatologia asociada a este sindrome, su calidad de
vida se ve afectada. Hasta el momento, no existe tratamiento farmacoldgico que
pueda ser administrado a largo plazo (34, 35), por lo que la reubicacion a zonas de
menor altitud es la Unica opcidon para aquellos que padecen de esta condicién. Sin
embargo, esta medida no es la mas acertada para la mayoria de estos individuos ya
gue compromete sus relaciones sociales y el bienestar y estabilidad econdmica de

sus familias.

La EE se ha definido como dos desviaciones estandar sobre el valor promedio de la
concentracion de Hb de habitantes sanos entre 20-29 afios para la altura de
residencia (25). Tomando como referencia estudios epidemioldgicos realizados en
Cerro de Pasco a 4340m, los puntos de corte para el diagndstico de EE se
determinaron como Hb>21g/dL en hombres y >19g/dL en mujeres; y se estima que
un 5-10% de la poblacion mundial que reside a una altitud elevada (>2500msnm)
desarrolla esta condicion (4). Los mecanismos fisiopatoldgicos que resultan en la
aparicion de EE son multifactoriales, pero aun debatibles; sin embargo, se sabe que
la hipoxemia es el principal contribuyente para su desarrollo, ya que la reubicacién

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

La produccién de glébulos rojos, y por ende la produccidon de Hb, depende de
manera importante de la hormona eritropoyetina (Epo) que constituye un factor de
crecimiento esencial para la eritropoyesis al ejercer su accién sobre las células

progenitoras eritroides en la médula dsea.

Durante el desarrollo embrionario la produccién de eritropoyetina ocurre en el
higado, sin embargo, a partir de la décimo octava semana de gestacion en humanos,
los rifiones también empiezan a producir Epo (37, 38). Al nacer, cuando la
eritropoyesis tiene lugar en la médula désea, las células intersticiales peritubulares de
la corteza renal se convierten en las principales productoras de Epo (39) (40). El
incremento en la expresion y produccién de Epo tanto a nivel embrionario como
adulto, ocurre cuando se percibe una caida en la PO; a nivel celular, es decir, cuando

se ha alcanzado el umbral hipdxico (41).
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Diversos estudios han sugerido que el rol de Epo en el desarrollo de EE es
controversial, ya que a pesar de la hipoxemia severa, la concentracion de Epo
circulante en nativos de altura que padecen de MMC es mayormente similar a la de
nativos de altura sanos (42-45). Esto indicaria que la EE no dependeria Unicamente
de la concentracién de Epo circulante, y solo aquellos individuos que padecen de
MMC y que poseen valores extremos de hematocrito, con frecuencia muestran

valores elevados de Epo (42, 44).

El proceso de diferenciacion de células hematopoyéticas se inicia con la unién de
Epo a su receptor (mEpoR), localizado en la membrana de los progenitores eritroides
tempranos BFU-E (46). En respuesta al estimulo de Epo y de factores de crecimiento
como interleuquina 3 (IL-3), factor de células madre (SCF) y el factor estimulante de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF); las BFU-E proliferan y se desarrollan formando
colonias que estan constituidas por cientos o miles de células que se agrupan en
cumulos o racimos. Estos pequefios grupos de células se caracterizan por presentar
una coloracion marron-rojiza producto de la hemoglobinizacion (47) (48). La
formacion del complejo Epo-mEpoR activa una cascada de sefializacién intracelular
qgue favorece y promueve la diferenciaciéon de BFU-E hacia progenitores eritroides
tardios, proeritroblastos y normoblastos; los cuales posteriormente se diferenciaran
en reticulocitos que seran liberados al torrente sanguineo para finalizar con su

maduracién en eritrocitos (49) (Figura 1).
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Figura 1. Regulacion de eritropoyesis. La hipoxia es el
principal estimulo para la produccidén de eritropoyetina
(Epo) en la corteza renal. La Epo es un factor de
proliferacién y diferenciacién de progenitores eritroides.
Tomado y modificado de W. Jelkmann, 2011.

El mEpoR es una proteina que pertenece a la familia de receptores de citoquinas que
esta presente en la membrana de células de linaje eritroide, y su expresiéon aumenta
durante el proceso de diferenciacion hematopoyético (39, 49). La unién de Epo con
su mEpoR resulta en el aumento de la expresién del mismo receptor y en la
autofosforilacion de Janus kinasa 2 (JAK2), y de otras 8 regiones con residuos de
tirosina fosforilables que se convertirdn en sitios de activacién de proteinas que
cuenten con dominios SH2 (Src homology 2) (50). De este modo, se activa la via de
Ras/MAPK, involucrada en la proliferacion celular (51); asi como la sefal de
transduccion y activacién de transcripcién 5 (STATS5) que controla la supervivencia,
proliferacién, diferenciaciéon y muerte de células hematopoyéticas (52). Ensu estado
inactivo, la fosfatasa de tirosina (SH-1) y la molécula supresora de sefializacion de
citoquina (SOCS) impiden la fosforilacién de JAK2; bloqueando la cascada de

sefializacidn (Figura 2).
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Figura 2. Cascada de seiializacion de EpoR. Activo: Epo se une a
EpoR y promueve la fosforilacion de JAK2, dando inicio a una
cascada de fosforilacidn que permitira la activacion de factores de
transcripcion que regulan la proliferaciéon y supervivencia de
progenitores eritroides. Inactivo: reclutamiento de SH-1 y SOCS
para impedir la fosforilacion de JAK2. Modificado de Aljabry
(2018).

Existe también una variante soluble del receptor de Epo (sEpoR), que esta presente
en el medio extracelular y torrente sanguineo, y que se origina por un
reordenamiento alternativo del ARNm de mEpoR. Esta variante soluble consta sélo
del dominio extracelular del mEpoR y se ha reportado que su peso molecular varia
entre 27 y 34 kDa (53, 54). Se sabe que los receptores solubles cumplen un rol
importante en el proceso de seiializacién; ya que pueden modificar la concentracion
de ligando y estabilizar o alterar la interaccidn receptor-ligando (55). La funcién
especifica del sEpoR aln no ha sido determinada, sin embargo, se ha mostrado que
el skpoR puede unirse a Epo, por lo que al ser secretado al torrente sanguineo, actuia

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

Recientemente se ha propuesto que el sEpoR puede comportarse como un
regulador extracelular de la eritropoyesis, ya que se ha demostrado que existe una

asociacion entre la baja concentracion plasmatica del sEpoR y la EE; por lo que una
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relacion Epo/sEpoR elevada favorece el incremento de la disponibilidad de Epo en el

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

Si bien es cierto que la relacion Epo/sEpoR modularia la intensidad del estimulo
eritopoyético extracelularmente, se desconoce la sensibilidad de la respuesta de
progenitores eritroides a la Epo en condiciones hipdxicas una vez que esta se ha
unido a su receptor de membrana. Por lo tanto, es posible que las células
progenitoras eritroides de los pacientes con MMC sean mas sensibles a Epo en
condiciones hipoxicas y favorezcan la expresion de genes anti-apoptodticos,

contribuyendo asi al desarrollo de EE.

Estudios realizados en la poblacién andina muestran que la elevada concentracion
de Hb es una caracteristica con una alta heredabilidad, indicando que este rasgo
podria verse afectado por seleccién natural (7, 8). El estudio de las bases genéticas
de la adaptacidon humana a la vida en altura se encuentra en auge, y se han sugerido
diversos genes que podrian estar bajo seleccién positiva en la poblacion andina (5,

61-64).

El secuenciamiento del genoma completo de nativos de altura andinos, permitio
identificar SNPs diferenciales en el gen SENP1 (65). El mismo estudio mostré que
dicho gen presentd una mayor respuesta transcripcional en sujetos con MMC bajo
condiciones hipdxicas. Ademas, se trabajé también con un modelo animal de
Drosophila melanogaster, y se demostré que al disminuir la expresién del gen
ortélogo de SENP1, se incrementaba la tasa de supervivencia en condiciones

hipdxicas.

SENP1 es una proteasa SUMO (pequefia modificadora relacionada a ubiquitina) cuya
participacidon es esencial en el proceso de desumoilacién de diversos factores de
transcripcién involucrados en el proceso eritropoyético, impidiendo su
ubiquitinacién y posterior degradacién. Se ha reportado que factores de
transcripcién como HIF (Factor Inducible por Hipoxia), cuya accién es primordial para
regular la respuesta celular a hipoxia; y GATA1 cuya funcidn principal es la regulacién

de la eritropoyesis, son blancos de desumoilacién de SENP1.

14



HIF es un factor de transcripcién que esta conformado por dos subunidades, HIF-a y
HIF-B (66), cuya accion es clave para mantener la homeostasis de oxigeno. En
normoxia, HIF-a es degradado, producto de la hidroxilacién de los residuos de
prolina catalizada por las prolil hidrodroxilasas (PHDs), enzimas dependientes de O,.
Dicha hidroxilacion sirve como senal para que HIF-a pueda ser reconocida por la
proteina von Hipel Lindau (pVHL) y se lleve a cabo la ubiquitinaciéon y posterior
degradacion en el proteosoma (67). En hipoxia, las PHDs disminuyen su actividad y
dejan residuos de prolina sin hidroxilar, favoreciendo la estabilizacién y traslocacién
de HIF-a hacia el nucleo, donde se dimeriza con HIF-B para activar la expresién de

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

Hipoxia s LN
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VEGF,
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Degradacion
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Figura 3. Regulacion de HIFa. En normoxia, las PHDs hidroxilan los
residuos de prolina de HIFa para que sea reconocida por la proteina
VHLYy se lleve a cabo la ubiquitinacidn y degradacion en el proteosoma.
En hipoxia, disminuye la actividad de las PHDs, permitiendo que HIFa
se transloque al nucleo donde serd desumoilada (SU) por SENP1.
Finalmente, HIFa se dimeriza con HIFB para activar la transcripcion de
genes de respuesta a la hipoxia. Modificado de Cheng et al. (2007).
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Otro de los potenciales blancos de desumoilacién de SENP1, GATA1, pertenece a la
familia GATA de factores de transcripcién y estd compuesto por tres dominios
funcionales: un dominio N-terminal de activacidn, y un N-terminal y C-terminal de
dedos de zinc; lo que le permite unirse al ADN en regiones conservadas
(A/T)GATA(A/G) (70). Diversos estudios han demostrado que GATA1 es esencial en
el proceso eritropoyético, ya que promueve la expresion de genes involucrados en
la proliferacién, supervivencia y diferenciacién de células eritroides; y la sintesis de
Hb, tales como EpoR y las a y B globinas (50, 71-73). Asimismo, GATA1 también
controla el proceso de apoptosis durante la eritropoyesis ya que promueve la
actividad de Bcl-xL, una proteina mitocondrial anti-apoptética cuya expresién

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

Cultivos celulares de progenitores diferenciados a partir de células madre
pluripotentes inducidas (iPSCs), obtenidas a partir de fibroblastos de individuos con
MMC, proliferaron mds y mostraron una mayor expresion de SENP1 al ser cultivados
en hipoxia (5% 03); favoreciendo un aumento en la expresién de GATA1 y sus genes
blanco, como el factor antiapoptético Bcl-xL (74). Si bien estos resultados muestran
la importancia del rol de SENP1 en la proliferacion de células eritropoyéticas, es
posible que debido al proceso de transformacidn para la obtenciéon de iPSCs, y
posteriormente de progenitores eritroides, estas células no reflejen las respuestas

fisioldgicas de las células nativas.
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Figura 4. Regulacion de apoptosis durante eritropoyesis. GATAL y
EpoR son necesarios para promover la expresion de ARNm de Bcl-x.
Los tres genes son esenciales para la supervivencia de progenitores
eritroides. Modificado de Gregory et al. (1999).

Es posible también que los progenitores eritroides sean mas sensibles a Epo bajo
condiciones hipdxicas, y que dicha sensibilidad esté relacionada con una mayor
expresion de los genes de Epo, EpoR, SENP1 y GATAL. Debido a ello, el presente
estudio busca determinar la respuesta proliferativa en normoxia e hipoxia de células
progenitoras eritroides BFU-E nativas, diferenciadas a partir del cultivo primario de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) obtenidas de nativos de altura.
Asimismo, busca evaluar el patron de expresion de ARNm de SENP1, GATAL, y EpoR,
tanto en hipoxia como en normoxia para determinar si el patron de expresion
mostrado por células derivadas de iPSCs refleja el patrén fisiolégico en células

nativas diferenciadas a partir de PBMCs.
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Il.  Hipotesis

Las células progenitoras eritroides BFU-E aisladas de individuos andinos con MMC
presentan una mayor respuesta proliferativa, y mayor expresion de ARNm de Epo,

EpoR, SENP1 y GATA1 en condiciones de hipoxia celular.

Ill.  Objetivos

A. General
Evaluar la respuesta proliferativa de progenitores eritroides BFU-E de andinos sanos
y con MMC, su sensibilidad hacia Epo, y el patrén de expresién de ARNm de Epo,

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

B. Especificos
- Obtener cultivos estables de BFU-E a partir de células mononucleares de sangre
periférica proveniente de andinos sanos y con MMC.
- Determinar el tamafo y niUmero de colonias BFU-E a los 7 y 14 dias de cultivo.
- Cuantificar los niveles de expresion de ARNm de Epo, EpoR, SENP1y GATA1 en las
colonias BFU-E a los 14 dias de cultivo.
- Comparar los resultados obtenidos al trabajar con células progenitoras eritroides

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

IV. Materiales y métodos

A. Area de estudio

El estudio se realizé con participantes de los distritos de Chaupimarca, Yanacancha
y Simon Bolivar, ubicados en la ciudad de Cerro de Pasco, departamento de Pasco,
en la vertiente oriental de los Andes y el centro del Perd, a una altitud maxima de

4380 msnm.

18



B. Disefio y tipo de estudio

La investigacidon corresponde a un estudio de tipo cuasi experimental, dirigido a
determinar si existe diferencia en la respuesta al estimulo eritropoyético en células

progenitoras eritroides de varones andinos sanos y con MMC.
C. Calculo del tamaifio muestral

En base al trabajo publicado por Lorenzo et al. (75), se calculd el tamafio muestral
empleando el tamario del efecto (effect size) para tasa de proliferacion celulary area

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

. . X1—X . s .
correspondiente, Ef fect size = d = \/l;l—Jl, se determind que eran necesarios 16
(of+03)/2

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

estadistico del 80% y un nivel de significacién de 0.05.
D. Reclutamiento de participantes de estudio

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

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

Los voluntarios recibieron informacién acerca del estudio y sus procedimientos, y se
les solicitd leyeran el consentimiento informado con la informacidn detallada. Si el
voluntario accedia a participar en el estudio, se le solicitaba firmar el consentimiento
antes de comenzar con la fase inicial, durante la cual los voluntarios respondieron
un cuestionario clinico para evaluar sus caracteristicas fisicas generales; asimismo,

se les solicitd su informacidon demografica (ANEXO 1Y ANEXO 2).

Se evalud el hematocrito y se determind la concentracién de Hb de cada uno de los
participantes a partir de una gota de sangre obtenida mediante micropuncién en la
yema del dedo. La funcién pulmonar se evalué por medio de una espirometria; se
determiné la saturacion arterial de O, y frecuencia cardiaca a través de pulso
oximetria (Covidien Nellcor™ OxiMax N-560 Pulse Oximeter, Boulder, CO),
colocando un sensor digital en el dedo por al menos un minuto, luego de haber
estado en reposo por 3-5 minutos. La presidon sistdlica y diastdlica se evalué

empleando un tensiémetro digital (A&D UA-767Plus, A&D, Japdn).
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Los participantes fueron evaluados considerando los criterios de inclusion vy

exclusion del estudio (Tabla 1). Se evalué también la presencia y severidad del MMC

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

a través de un cuestionario.

E. Compensaciones

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

el tiempo que dedicado al estudio.

Tabla 1. Criterios de Inclusion y Exclusion

Inclusion

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

. Rango de edad: 20-65 afos
. Hematocrito mayor a 63% para pacientes con MMC

. Hematocrito menor a 58.5% para controles

Exclusion

. Transfusién o donacidn de sangre y/o sangria en los Ultimos
6 meses.

. Haber viajado en los Ultimos 6 meses, por mas de 7 dias, a
alturas <3000 msnm

. Fumar mas de 3 cigarrillos al dia

. Trabajo en mina
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Tabla 2. Puntaje de Quinghai para MMC

Falta de aire 00 No presenta Parestesias 0 No presenta
palpitaciones
1 Leve 1 Leve
2 Moderado 2 Moderado
3 Severo 3 Severo
Dilatacion de venas [0 No presenta Cefalea 0 No presenta
1 Leve 1 Leve
2 Moderado 2 Moderado
3 Severo 3 Severo
Cianosis 0 No presenta Tinitus 0 No presenta
1 Leve 1 Leve
2 Moderado 2 Moderado
3 Severo 3 Severo
Dificultad para dormir [0 Duerme bien Concentracion deHombres:

Hemoglobina

1 Despierta raras veces >18 g/dl<21 g/dI 0

durante la noche.
>21 g/dl 3
2 Despierta constantemente
durante la noche, pocas
horas de suefio.

Mujeres:

>16 g/dl<19 g/dl 0

3 No puede conciliar el suefig
>19 g/dl 3

F. Muestras de sangre

Se tomaron tres muestras de sangre de la vena antecubital en tubos de 10ml
recubiertos en heparina de sodio por cada voluntario para el aislamiento de PBMCs.
Se obtuvieron ademas dos muestras adicionales en tubos de 6ml con separador de
suero. Para evitar variacién en la concentracién de Epo debido al ritmo circadiano,
las muestras fueron colectadas entre las 6 y las 7 de la mafiana. El suero fue separado
mediante centrifugaciéon por 20 minutos a 1100 g, para luego conservarlo en

nitrégeno liquido hasta su andlisis.
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G. Aislamiento y cultivo de PBMC

Se mezclé 5ml de sangre con 5ml de PBS en un tubo Falcon de 15ml y se agregaron
los 10ml de mezcla a otro tubo Falcon que contenia 3ml de Ficoll (Histopaque 1077,
Sigma), con el cuidado de no generar una mezcla de fases. Luego se procedid a

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

Luego del proceso de centrifugacién, se obtuvieron cuatro fases celulares y se
empled una micropipeta de 1000ul para extraer las células mononucleares (aprox.
2ml) de la interfase entre el plasmay el Ficoll (Figura 5B). La capa de células se colocé
en otro tubo Falcon de 15ml y se agregd PBS hasta completar 10ml; se mezclé el
contenido del tubo y se procedid a centrifugar por 10 minutos a 100 g, paso que se

realizé dos veces (Figura 5C).

Luego, se resuspendid el pellet en 1ml de IMDM (lscove’s Modified Dulbecco’s
Medium; Sigma); y se procedio con el conteo de células en cdmara de Neubauer para
determinar la cantidad de células por unidad de volumen. Finalmente, se procedid
con el cultivo de células MMC como las de individuos andinos sanos en placas de
cultivo de 35mm de diametro, en medio semisélido Methocult H-4534 (Stemcell
Technologies, Vancouver, BC), a una concentracion final de 2.5x10° células/ml en
presencia de 3000mU/ml de Epo recombinante humana (rhEpo; Stemcell
Technologies, Vancouver, BC) por 14 dias (Figura 5D). Las placas fueron incubadas
en condiciones de normoxia e hipoxia, proceso que se realizé por separado: primero

se realizé la incubacién en hipoxia y luego en normoxia.

Los cultivos celulares se mantuvieron en una cdmara de incubacién BioSpherix X3
(Biospherix, Parish, NY) a 37°C con 5% CO; y 10% O, para la condiciéon de normoxia
celular. El nivel de normoxia celular para las PBMCs se consideré como la fraccidn
equivalente a la media entre los valores promedio de la PO; arterial y venosa
(Pa02=95mmHg and PvO,=45mmHg, valores referenciales) a nivel del mar (Presién

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

(Pa,o2 + Pyoz) (95mmHg+ 45mmHg)
2 _ 2 _

(PyH20)=47mmHg a 37°; de este modo tenemos que: T Rk cremm—————
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0.099 o0 10% 0. Para la incubacidn en hipoxia, los niveles de CO; se mantuvieron a

5% CO,, mientras que los niveles de oxigeno se redujeron a 1%.

PR

Centrifugacion

4—Plasma
(400g por 20
: < Interfase (células
minutos) <
Sangre > Mononucleares)
4— Ficoll

Ficoll—»
. 4— Fritrocitos

D

Centrifugacion

(100g por 10 E 3
minutos) © ©

Cultivo

pBs —»

Células ———pp
mononucleares

Figura 5. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica.

H. lIdentificacidon y conteo de colonias BFU-E

De acuerdo a los protocolos establecidos para el cultivo de BFU-E derivadas de
PBMCs, al sétimo dia de incubacién es posible apreciar las primeras colonias BFU-E
(StemCell Technologies). Con el fin de no interrumpir el periodo de incubacién, se
realizo la identificacién y el conteo de colonias BFU-E dentro de la cdmara BioSpherix
X3 en el dia 7 empleando un microscopio invertido Lumascope LS560 (Etaluma,
Carlsbad, CA) a una magnificacidon de 20X. En el dia 14, los cultivos fueron retirados
de la cdmara de incubacion y se utilizé un AxioZoom Stereomicroscope (Carl Zeiss
Microscopy, Thornwood, NY) a una magnificacién de 10X para tomar fotografias
digitales de las colonias BFU-E. Las imagenes fueron analizadas con el programa ZEN
(Carl Zeiss Microscopy, Thornwood, NY) para el conteo de colonias y calcular el area

ocupada por cada una de ellas. Se determiné también el drea total ocupada por las
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colonias; dicho parametro se obtuvo luego de multiplicar el area ocupada por cada
colonia por el numero de colonias, y se utilizé como un indicador del nimero total
de células. Asimismo, se calculé la tasa de proliferacién del niumero de colonias del
dia 7 al dia 14, que se utilizd como indicador del crecimiento y diferenciacion de las

colonias.
I. Analisis de sensibilidad a hipoxia y Epo

Se cultivaron PBMCs de un subgrupo de andinos sanos y con MMC a concentraciones
crecientes de la hormona (0, 15, 30 y 3000 mU/ml) tanto en hipoxia (MMC, n=5;
andinos sanos, n=6) como en normoxia (MMC, n=5; andinos sanos, n=4). Se realizd
la cuenta del niUmero de colonias al dia 14, y también se determiné el drea en mm?
de las colonias. Con estos datos se calculé el area total de las colonias para cada una

de las concentraciones de Epo.
J. PCR en tiempo real

Se determiné la expresiéon de Epo, EpoR, SENP1y GATA1 mediante PCR cuantitativa
en tiempo real (qRT-PCR), y se utilizé el gen de 18s ARNr como gen de referencia. El
ARN total de EpoR y Epo fue extraido utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA), al cual se le aiadié cloroformo y se procedid a centrifugar la muestra

por 15 minutos a 4°Cy a 12,000g.

Al finalizar el proceso de centrifugado, se obtuvo tres fases: rojo fenol en el fondo
del tubo, una interfase y la fase acuosa, que contiene el ARN, en la parte superior.
Se colocé la fase acuosa en otro tubo, y se le agregd 0.5ml de isopropanol para luego
centrifugar por 10 minutos a 4°C y a 12,000g. Se descartd el sobrenadante y se
procedid a enjuagar el ARN; para lo cual se suspendié el precipitado en etanol al 75%
y se procedid a centrifugar por 5 minutos a 4°C y a 7500g. Finalmente, se descarté
el sobrenadante con una micropipeta y se dejé secar entre 5-10 minutos (Figura 6).
Para la generacidon del ADNc se utilizé 500ug del ARN total y se empled la enzima

polimerasa MultiScribe™ RT (Applied Biosystems, Bedford, MA).
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El ARNm total para la cuantificacidon de SENP1y GATA1 fue aislado utilizando RNeasy
Mini kit (QIAGEN, Germantown, MD). Las muestras fueron lisadas y homogenizadas,
y luego se afiadio etanol. Después, la mezcla del lisado+etanol fue filtrada a través
de una membrana de silice del RNeasy kit; finalmente, se obtiene el ARN puro que
serd posteriormente diluido (Figura 7). Para generar el ADNc fue se empled el

sistema SuperScript™ Il First Strand Synthesis (Invitrogen, Carlsbad, CA).

El gPCR fue realizado en reacciones de 10pl utilizando LightCycler 480 SYBR Green |
Master (Roche, Pleasanton, CA) y 100 pM de los primers disefiados para Epo, EpoR,
SENP1, GATA1 y 18s ARNr (IDT, Coralville, IA). Las reacciones del PCR fueron
realizadas en la plataforma Pikoreal 96 (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA). Se
utilizé el método de Livak (2"22CT) para cuantificar la expresiéon de Epo y EpoR con

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

Fase acuosa
> > wyt—  Interfase —_—
Centrifugar ' .'___
4°C/15 min Rojo-fenol
Anadir 12,000g
cloroformo
Extraer fase
acuosa
Descartar el sobrenadante Centrifugar / Centrifugar
y dejar secar 5-10 min 4 g;;:';nin Afiadir etanol & fllt?):)“m Anadi
{4 al75% ! g nadir
isopropanol
Células —» e ﬁ =§ %
ARN total Y77 ARN total
Lisado
.y Afadir Filtrado Enjuagar (x3)
homogenizado
etanol

Figura 6. (A) Extraccion de ARN mediante método de fenol cloroformo. Modificado de
Biologia molecular. Fundamentos y aplicaciones en las ciencias de la salud, 2da edicién.
McGraw-Hill Medical. (B) Extraccion de ARN mediante kit RNeasy. Modificado del manual
de uso del RNeasy kit para purificacién de ARN total de células y tejidos animales, bacteria
y levadura.
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K. Parametros hematolégicos de Epo y perfil de hierro

La concentracidn sérica de Epo, hierro, ferritina, y transferrina se cuantificé a partir
de las muestras de suero de cada voluntario. Los analisis fueron realizados en los

laboratorios clinicos MedLab (ISO 9001:2000), Lima, Peru.
L. Anadlisis estadisticos

Se determind la normalidad y la homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos,
mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y el Test de Fisher, respectivamente. Se
empled el el t-test de Student para analisis paramétricos y el t-test de Wilcoxon para
no paramétricos, para evaluar las diferencias en los cultivos celulares, asi como los
niveles de expresién de Epo y EpoR entre ambos grupos, MMC y controles. Para
evaluar las diferencias en los niveles de expresion de SENP1 y GATA1, se empled el
t-test de Student. Los valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos. El andlisis estadistico fue realizado utilizando el paquete estadistico

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

La tabla 3 muestra las caracteristicas de los grupos de estudio. La edad promedio del
grupo con MMC fue menor que la de los nativos sanos, y no hubo diferencias
significativas en IMC entre grupos. Los nativos de altura con MMC presentaron
mayor Hct, mayor puntaje de MMC, y menor SpO,. La concentracidn sérica de Epo y
los pardmetros hematoldgicos correspondientes al perfil de hierro fueron similares

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

Andinos sanos Andinos con MMC

(Media %SE) (Media SE)
Edad 51.9+2.2 44.8+2.7"
IMC, kg/m? 26.1+0.7 26.9+0.8
Hct, % 54.7+0.6 68.1+0.8"
Puntaje MMC 0.37+0.1 7.1+0.8"
Saturacién de Oz, % 87.4+0.8 83.8+0.6
Epo sérica, pg/dl 21.6+6.7 12.8+2.8
Hierro sérico, pg/dl 100.7 +£10.9 120.3+15.7
Ferritina sérica, ng/ml 162.9+24.2 124.6 £19.3
Saturacién de transferrina sérica, % 26.4+2.7 29.6+3.8

Andinos sanos (n=19), andinos con mal de montafia crénico (MMC) (n=17). IMC, indice
de masa corporal. Significacidn vs. participantes sanos: *p<0.05, **p<0.01, +p<0.001.

Con los datos obtenidos del nimero y area de las colonias, se calcularon los
parametros de tasa de proliferacion entre el dia 7 y el dia 14, y area total como
indicador del numero total de células presentes en las placas. Bajo condiciones
hipdxicas (1% 0O3), las colonias aisladas de individuos andinos con MMC proliferan
mas rapido en comparacion con las colonias de andinos sanos (Figura 8A). Asimismo,
exhiben un crecimiento mayor (Figura 8A) en comparacién con las BFU-E de los

controles, al ser incubadas en condiciones hipdxicas.
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Figura 8. Parametros de proliferacion de BFU-Es en normoxia e hipoxia. A. Tasa de
proliferacién de las colonias BFU-E del dia 7 al dia 14 de incubacidn en normoxia e hipoxia, MMC
(N=17) vs. Sanos (N=19) a 1% 05, **p<0.01 ; 1% O, vs. 10% O, en células MMC, **p<0.001. B.
Area total de colonias BFU-E en condiciones de normoxia e hipoxia al dia 14, MMC (N=13) vs.
Sanos (N=15) a 1% 0,, **p<0.01 ; 1% O, vs. 10% O, en células MMC, #p<0.01.

La sensibilidad hacia Epo por parte de las colonias BFU-E de nativos de altura con
MMC fue mayor bajo condiciones hipdxicas, lo cual se ve reflejado en el incremento
del 4rea total al incrementar la concentracion de Epo (Figura 9A). En condiciones de
normoxia celular, el area total de las colonias de andinos sanos y con MMC muestran

un patron similar de respuesta al estimulo de Epo (Figura 9B).
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_ w 10% - MMC
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Figura 9. Sensibilidad hacia Epo bajo condiciones de normoxia e hipoxia. Area total de
colonias BFU-E de individuos andinos con MMC (linea roja) e individuos andinos sanos
(linea azul) a los 14 dias de cultivo, incubadas bajo condiciones de hipoxia (A; MMC=5,
andinos sanos=6) y normoxia (B; MMC=5, andinos sanos=4), expuestas a concentraciones
crecientes de Epo (0, 15, 30 y 3000 mU/ml). **p<0.01, *p<0.05.
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Expresion diferencial de SENP1 (27446t

Expresion diferencial de Epo (24%°Y)

La expresién de ARNm de Epo fue similar entre grupos, tanto en hipoxia como en

normoxia celular (Figura 10A). Los niveles de expresion de ARNm de EpoR a 1% O,

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

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

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

condiciones hipdxicas, fue mayor que la expresién de ARNm de andinos con MMC

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

normoxia (Figura 10Cy D).
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Figura 10. Expresion de ARNm en las colonias BFU-E de andinos sanos y con MMC luego de 14 dias
de incubacidn bajo condiciones de normoxia e hipoxia. (A) Epo, (B) EpoR, (C) SENP1 vy (D) GATAL.
MMC-1% O, (N=17), MMC-10% O, (N=13), Sanos-1% O, (N=19), Sanos-10% O, (N= 15). Las barras
corresponden a la media + SE. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.
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VI.

Los resultados del presente estudio muestran que los progenitores eritroides de
nativos de altura con MMC muestran mayor proliferacién y generacién de colonias

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

10% O,

Figura 11. Colonias BFU-E cultivadas en hipoxia y normoxia. | y ll, colonias
de andinos sanos y con MMC, respectivamente, incubadas a 10% O. lll y
IV, colonias de andinos sanos y con MMC, respectivamente, incubadas a
1% 0O,. Magnificacion: 20x

Discusion

La presencia de EE en la poblacidn andina como respuesta al estimulo hipdxico
puede interpretarse como un signo de mal adaptacion a la vida en altura, contrario
alo que se observa en los habitantes de la meseta del Tibet. La variabilidad presente
en factores hormonales y cardio-respiratorios, no explica la exagerada respuesta

eritroide.

En el presente estudio, reportamos que la concentracién de Epo sérica no es
suficiente para explicar el desarrollo de EE, ya que tanto individuos andinos sanos
como aquellos que padecen de MMC poseen valores similares de la hormona; por
lo que es posible que alteraciones a nivel celular estén involucradas en el desarrollo

de EE.
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Nuestro trabajo muestra que las células BFU-E de nativos de altura con MMC son
mas sensibles a Epo al ser cultivadas en un ambiente hipdxico, exhibiendo una mayor
area total y mayor tasa de proliferacién en comparacion a los nativos sanos. Es mas,
se observo que el area total y la tasa de proliferacién de las BFU-E de individuos
andinos sanos no incrementan de modo significativo, lo que sugiere que su
respuesta eritropoyética al estimulo hipdxico se encontraria comparativamente

atenuada.

Un estudio en el que se compard la respuesta proliferativa de BFU-E de tibetanos y
de nativos del nivel del mar mostré que bajo condiciones hipdxicas, los progenitores
eritroides de los primeros proliferan menos que las células de individuos del nivel
del mar (75). Se determind que esta atenuacion en la respuesta eritropoyética estd
asociada a la presencia de variantes del gen EGLN1 que regula la expresion de la
prolil-hidroxilasa 2 (PHD 2), proteina involucrada en la degradaciéon de HIF en
condiciones de normoxia. Estas variantes del gen EGLN1 exhiben mutaciones de
cambio de sentido (c. 12C>G, c. 380G>C), las cuales se consideran como alelos
protectores contra el desarrollo de eritrocitosis de altura, ya que su presencia estaria

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

Por otro lado, en la poblacién andina de Cerro de Pasco, estas variantes del gen
EGLN1 se encuentran en una frecuencia casi nula (78), sugiriendo que la respuesta
proliferativa de las células BFU-E de individuos andinos sanos en condiciones
hipdxicas esté relacionada con la actividad de otros genes y refleje un mecanismo
diferente de adaptacién (63,79, 80), o esté asociada a una modificacién epigenética
relacionada a la exposicidn crénica a hipoxia (91). Mientras que diversos estudios
realizados en distintas poblaciones de Etiopia indican que la actividad de un conjunto
de genes, no reportados anteriormente en ninguna de las tres poblaciones, podria

estar asociada a la tolerancia ante el estimulo hipdxico (92, 93).

Un estudio reciente mostré que la expresion de ARNm de Epo en células
mononucleares de médula ésea de individuos con MMC, residentes de la meseta de

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

que ocurre lo contrario.

Es posible que esta discrepancia radique en que las células mononucleares y las BFU-
E requieren distintos niveles de Epo para desarrollarse, ya que pertenecen a
diferentes estadios celulares. Las células mononucleares se encuentran en una etapa
inicial de diferenciacién en la que necesitan de Epo para comprometerse al linaje
eritroide e iniciar el proceso de diferenciacién (47, 82, 83). Debido a ello, es posible
gue en este estadio basal ocurra un incremento en la expresion de Epo y de su efecto

paracrino, con una menor densidad de EpoR.

En nuestro estudio se midié la expresidn de EpoR en células BFU-E, estadio inicial de
progenitores eritroides, en el que las células cuentan con una mayor densidad de
EpoR, por lo que ya no requieren incrementar la expresion de Epo para continuar
con la diferenciacion y proliferacion celular (39, 84). Por lo tanto, es posible que bajo
condiciones hipoxicas, las células BFU-E de individuos andinos con MMC promuevan
el incremento en la expresidon de EpoR, lo cual estaria asociado a una mayor tasa de
proliferacién en las colonias BFU-E y un mayor hematocrito, como se reporta en este

trabajo.

Existen diversos genes que se encuentran involucrados en la regulacién de
mecanismos de respuesta a la hipoxia (62, 85), por lo que se ha sugerido que la
expresion alterada de otros genes, ademas de Epo y EpoR, podria estar asociada a la
caracteristica produccién exagerada de eritrocitos en el MMC; SENP1 es el que ha
cobrado mayor importancia en los ultimos afos (74, 86, 87). Se ha reportado que
existen diferentes frecuencias haplotipicas de SENP1 entre individuos andinos cony
sin MMC (65); lo que convirtié a SENP1 en un posible candidato para explicar las

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

Debido a la asociacion reportada de SENP1 con la respuesta eritropoyética excesiva,
se ha sugerido que GATAL, un factor de transcripcidn crucial para promover la

expresion de genes involucrados en el proceso eritropoyético, y cuya actividad estd
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relacionada con la proliferacién, diferenciacidon y supervivencia de progenitores

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

Nuestros resultados corroboran los hallazgos reportados recientemente en los que
la proliferaciéon de progenitores eritroides tardios derivados de iPSCs fue mayor al
ser incubadas en condiciones hipdxicas (74). En nuestro estudio, se resalta la elevada
expresion de ARNm de SENP1 y GATA1 en progenitores eritroides tempranos de
individuos andinos con MMC. Estas observaciones sugieren que la proliferacion
excesiva de eritrocitos en respuesta al estimulo eritropoyético podria iniciarse desde
estadios basales de diferenciacion, ya que el incremento en la expresidn de EpoR

podria estar asociado a una mayor expresién de SENP1y de GATAL.

A nivel funcional, ha sido reportado que la actividad transcripcional de SENP1 es
mayor en células de individuos andinos con MMC en comparacion con células de
individuos andinos sanos (65). Asimismo, en el estudio realizado con iPSCs, se
mostro que la expresion diferencial del gen anti-apoptético Bc/-xL en células de
andinos con y sin MMC estaria relacionada a la actividad de GATA1, luego de ser
activada por SENP1; sugiriendo un vinculo entre la actividad reguladora de SENP1y

los procesos de apoptosis celular (74).

Adicionalmente, diversos estudios han reportado que una de las funciones
principales de GATA1 consiste en promover la transcripcion y expresion del EpoR
(70, 71). Asimismo, existen diversos estudios respecto a la interaccidn y diversas
relaciones funcionales que existen entre GATA1 y EpoR (71, 72); lo que refuerza la

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

Es posible entonces que la exagerada produccién de eritrocitos en células de andinos
con MMC sea resultado de un incremento en el numero de receptores de Epo, el
cual podria estar vinculado a una mayor expresidn del gen de EpoR, producto de un
incremento en la expresion de ARNm de SENP1 y GATALl. De este modo, se
incrementaria el nimero de sitios de unién de EpoR disponibles, aumentando Ia

actividad de dicha via de sefializacion y la expresidn de factores antiapoptoticos.
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Nuestro estudio realizado en base a la extracciéon de PBMCs aisladas de individuos
andinos con y sin MMC, es el primero en mostrar el comportamiento de
progenitores eritroides de esta poblacién en respuesta al estimulo hipdxico, sin estar
influenciados por factores sistémicos confusores; lo que nos ha permitido demostrar
que el desarrollo de EE estd influenciado no solo por estimulos hormonales o cardio-
respiratorios. El presente trabajo muestra que existe también un patrdn distinto en
la expresion de genes entre los nativos de altura sanos y aquellos con MMC; y que
esta diferencia de expresion genética coincide con una elevada produccién de

eritrocitos.

Estos resultados nos permiten establecer una posible relacion entre la mayor
expresion de ARNm de EpoR, GATA1 y SENP1, y la exacerbada proliferacion celular
de progenitores eritroides aislados de individuos andinos con MMC. Sin embargo,
son necesarios estudios adicionales para determinar con mayor precisién las
posibles modificaciones e interacciones a nivel proteico, tanto de SENP1 como de
GATA1, y demostrar que ellas determinan el aumento en la expresion de EpoR, lo

gue conllevaria a la manifestacion del MMC en la poblacién andina.

Conclusiones

El presente estudio ha permitido determinar que las células BFU-E de andinos con
MMC son mas sensibles y proliferan mas bajo condiciones hipdxicas que aquellas de
andinos sanos. También se logré establecer una relacién entre la proliferacién
exacerbada de progenitores eritroides BFU-E de individuos andinos con MMC y la
sobre expresién de ARNm de EpoR. Asimismo, en condiciones hipdxicas, se mostrd
que las células diferenciadas de PBMCs de individuos andinos con MMC expresan
niveles mayores de ARNm de SENP1y GATA1 que las células de individuos andinos

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

Limitaciones

Una limitante durante el desarrollo del presente trabajo de investigacion fue la
contaminacion de parte de los cultivos en normoxia celular, lo que generd una
disminucion del ndmero inicial de participantes. Adicionalmente, para la toma de
muestras y la obtencion de las PMBCs, se planificaron un total de 8 viajes. Este
esquema se disefid teniendo en consideracion que los cultivos en normoxia e hipoxia
no pueden ser realizados en el mismo momento, y también teniendo en cuenta la
capacidad de procesamiento para la incubacidon de muestras en cada condicién. Esto
generd que el numero de muestras no alcanzara el valor minimo necesario para los
cultivos en normoxia, ya que, durante cada uno de los viajes, algunos voluntarios no
disponian de tiempo para realizar la toma de muestra. No obstante, el tamafo
muestral inicial se calculé para obtener una diferencia amplia entre grupos para cada
uno de los outcomes principales, por lo que fue posible obtener significacién aun

cuando se haya reducido el nimero de individuos.

Una limitante adicional de nuestro estudio radica en que debido a que el MMC se
agrava con la edad, podrian existir individuos asintomaticos que han sido clasificados
como participantes sanos cuando en realidad no lo son. Sin embargo, luego de
realizar un anadlisis de correlacidn simple entre edad, tasa de proliferacién y area
total, respectivamente, no se encontrd una asociacion significativa que indicara una

influencia de la edad sobre alguna de estas variables.

Otra limitante del proyecto radica en el disefio del primer para amplificar el ADNc de
EpoR, si bien este hecho no afecta la interpretacion de los resultados obtenidos. Para
este trabajo de investigacion se utilizé un primer que mide la expresidn primaria del
ARNm de EpoR, que no permite distinguir el ARNm del EpoR de membrana del de su

version soluble.

Finalmente, a pesar de que los resultados sugieren una relacidén entre la expresion
de ARNm de EpoR, SENP1 y GATA1, y una proliferacidn excesiva de progenitores
eritroides BFU-E; esta debe de ser confirmada también a nivel proteico que es donde

ocurre la interaccidn entre estos genes.
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IX.

Futuros pasos

Este estudio constituye una base para futuras investigaciones en donde se pueda
evaluar el efecto de la sobreexpresion de ARNm de progenitores eritroides BFU-E a
nivel proteico y funcional. Por otro lado, ya que las células derivadas de iPSCs
muestran un comportamiento similar al de células nativas en términos de
proliferacidn y expresién génica, el uso de esta novedosa técnica podria generar una

fuente ilimitada de recursos que permitan determinar el mecanismo fisiopatoldgico

de la EE.
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XIl.  Anexo lI: Historia Clinica

A
HISTORIA CLINICA
Nombre completo: Género:
Fecha de nac./edad: / Talla:__ Peso:
Lugar de nacimiento: Padres: /
Ocupacion: Teléfono: Ref.:
Hematologia Hepatico digestivo Dermatologia
Alergias Neurologia Psiquiatria
Infecciones Oseas Urinario/genital
Pulmonar Oftalmoldgicas Endocrino
Cardiopatias Otorrinolaringolog. Sangria
Otro GLUC e insulina anterior
Enfermedades

52




Score de Mal de Montafia

Falta de aire o
palpitaciones

Parestesias

Dificultad para dormir

Cefalea

Cianosis

Tinnitus

Dilatacion de venas

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

Ausente: 0 Leve: 1 Moderado: 2 Severo: 3
Hcto: / Hb: SCORE:
Fecha de primer diagndstico de EE/MMC

Fuma NO S

Toma mas de 2 vasos de bebidas alcohdlicas NO S|

al dia

Nacid en altura (3000 msnm o mas) NO Sl

Padres nacidos en altura (3000 msnm o mas) NO Sl

Viajes por mas de 7 dias a alturas menores de NO Sl

3000 en los ultimos 6 meses

Medicamentos NO S Dosis:

SpO02 (%)
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FC (Ipm)

Perimetro abdominal

PA (mmHg)

PA sistdlica

PA diastodlica
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XIll.  Anexolll: Metodologia para PCR en tiempo real

El gPCR fue realizado en reacciones de 10 pl utilizando LightCycler 480 SYBR Green |
Master (Roche, Pleasanton, CA) y 100 pM de los primers disefiados para Epo, EpoR,
SENP1, GATA1 y 18s ARNr. Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado para cada
una de las muestras. Se realizaron 40 ciclos de 2 minutos a una temperatura de 95°C, y
de 1 minuto a 60°C en la plataforma Pikoreal 96 (Thermo Fisher Scientific), segun lo

indicado por el fabricante.

Las secuencias de los primers utilizados fueron las siguientes:

Epo-L: 5-TCATCTGTGACAGCCGAGTC-3'

Epo-R: 5'-TTTGGTGTCTGGGACAGT GA-3’

EpoR-L: 5’-AC CTTGTGGTATCTGACTCTGG-3’

EpoR-R: 5'-GAGTAGGGGCCATCGG ATAAG-3’

SENP1-L: 5’-AAGCCCAGACTGAAAAGGGT-3’

SENP1-R: 5’-CAGAGTTAAGGACCAGTGGGG-3’

GATA1-L: 5'-CCTGCTTTGTTGCCAATG-3’

GATA1-R: 5'-CTGCTCCACTGTTACGGATAC-3'

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

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