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sobre las células endoteliales: papel
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RESUMEN

La eritropoyetina humana recombinante posee efectos en otros tipos celulares
ademds de los precursores eritroides. En el presente estudio hemos encontrado
que la eritropoyetina humana recombinante favorece la proliferacion de células
endoteliales de aorta bovina pero solamente a altas concentraciones (> 5 U/ml).
Contrariamente a lo sugerido por otros autores, nuestros hallazgos indican que el
efecto de la eritropoyetina sobre las CEAB no depende de la endotelina-1. Estos
hallazgos son de utilidad potencial para definir en qué circunstancias puede apa-
recer un efecto angiogénico relevante de la eritropoyetina.
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MECHANISMS OF PROLIFERATIVE EFFECT OF HUMAN RECOMBINANT
ERYTHROPOIETIN ON ENDOTHELIAL CELLS: ROLE OF ENDOTHELIN-1

SUMMARY

Human recombinant erythropoietin has effects on cellular types other than the
erythroid precursors. In the present study, we have found that human recombi-
nant erythropoietin favors endothelial cells proliferation, albeit only at high con-
centrations (> 5 U/ml). In contrast to previous findings by other authors, our re-
sults suggest that the erythropoietin effect on BAEC is not dependent on endot-
helin-1. These findings are potentially useful to define when a prominent angio-
genic effect of erythropoietin might appear.
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INTRODUCCION

La eritropoyetina humana recombinante (RHUEPO)
posee, junto a sus efectos sobre la produccién eritro-
citica, acciones sobre otros tipos celulares'®. Entre
éstas, se ha observado que la RHUEPO es capaz de in-
ducir proliferacién de las células del endotelio vascu-
lar. Las vias de estimulacion de esta proliferacion son,
sin embargo, desconocidas'”, aunque algunos autores
han propuesto que la endotelina-1 (ET-1) es el media-
dor de los efectos vasculoproliferativos de la RHUEPO.
Se ha referido que el tratamiento con RHUEPO aumenta
los niveles circulantes de ET-181", pero este aumento
no esta relacionado necesariamente con la induccion
de proliferacién endotelial. La creciente aplicacién te-
rapéutica de la RHUEPO hace de importancia primor-
dial el analisis de estos mecanismos. Por consiguiente,
el propésito del presente trabajo ha sido estudiar el
efecto de la RHUEPO sobre las células endoteliales, con
particular referencia a la accién de la ET-1.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos de células endoteliales

Las células endoteliales de aorta bovina (CEAB) se
obtuvieron y cultivaron segln la técnica ya descrita
en la literatura'?. La luz aértica se incubé con 0,5
mg/ml de colagenasa tipo Il (Sigma) a 37° C duran-
te 20 min. Las células endoteliales se cultivaron en
medio RPMI-1640 suplementado con suero bovino
fetal (SBF) al 10%, glutamina (5 mmol/l), penicilina
(200 U/ml) y estreptomicina (200 Fg/ml). Las célu-
las se utilizaron en la 12 6 22 tripsinizacién. En todos
los experimentos los estudios se hicieron en parale-
lo entre células control o expuestas a diferentes con-
centraciones de RHUEPO (1, 3, 5 y 20 U/ml).

Medida de Ca** citosélico por fura2

La concentracion de Ca** citosolico [Ca**], se midio
con fura2, como se ha descrito previamente'® ', las
CEAB confluentes se cultivaron sobre cubreobjetos de
vidrio y se incubaron con fura2/AM (2 pM, 60 min, 37
°C) en PSS-Ca*™* (CINa 140 mM, CIK 2,25 mM, Cl,Ca
2 mM, Hepes 10 mM, glucosa 10 mM, pH 7,4). Al
final de la incubacion las células se lavaron 3 veces
con PSS-Ca** a 37 °C. Las mediciones de fluorescen-
cia se realizaron con un espectrémetro de luminiscen-
cia Perkin Elmer LS50B en una cubeta termostatizada
(37 °Q). Las longitudes de onda de excitacion y emi-
sion fueron 340, 380 y 500 nm, respectivamente. La
[Ca**], se calcul6 usando la ecuacién de Grynkiewicz
y Tsien, previamente descrita'®. La constante de diso-
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ciacion (Kd) del fura2 para el [Ca**]. a la fuerza iénica
de los tampones empleados se consideré como de 224
nM a 37 °C. La Rmax y la Rmin se determinaron en
cada experimento individual por la adicién de Triton X-
100 (0,1%) y EGTA (10 mmol/l), respectivamente.

Unidén de la endotelina-1

La unién especifica de la H3-endotelina-1 (activi-
dad especifica 52 Ci/mmol) a los receptores de mem-
brana de las células endoteliales se midi6 en placas
de 24 pocillos. Las células se estudiaron uno o dos
dias después de haber alcanzado la confluencia. Para
este experimento, las células se lavaron dos veces con
500 pl de solucion de unién (hepes 25 mM, pH 7,4;
Cl,Ca, 0,2 mM; CINa, 120 mM; BSA al 0,2%; baci-
tracina al 0,02%; leupeptina 10 Fg/ml y PMSF 0,1
mM) y se incubaron durante 30 min a 37° en 500 pl
de soluciéon de union que contenia H3-endotelina-1
(1-10 nM). Tras la incubacion, la reaccion se par6 as-
pirando el medio y las células se lavaron cinco veces
con Cl,Mg frio 0,1 M. Las células se lisaron en 1 ml
de Na OH, 0,5 M. La unién especifica de ET-1 mar-
cada se calcul6 restando de la unién total las unio-
nes no especificas en presencia de un exceso de ET-
1 no marcada (1 pM). Los parametros de unién se
calcularon por la curva de Scatchard, usando un pro-
grama computarizado (Enzfitter, ILL, EEUU).

Proliferacion celular

La sintesis de DNA se examiné midiendo la incor-
poracion de [H3]-timidina ([H]-Thy). Los experimentos
se llevaron a cabo en células subconfluentes (2 dias
después del sembrado, 60-70% de confluencia), en pla-
cas de 24 pocillos. Para las medidas de proliferacion,
las CEAB se sincronizaron en fase quiescente durante
24 horas de incubacién en RPMI 1640 con 0,5% de
SBF. En este punto, se afiadieron los diferentes agentes
durante 24 horas en RPMI que contenia 2,5% de SBF.
La incorporacion de [H3]-Thy se determiné dando un
pulso con 0,25 pCi/placa de [H?]-Thy diluida en RPMI
sin SBF durante las Gltimas 4 horas de incubacion. Tras
lavar 3 veces con medio fresco, las células se lisaron
en 1 ml de NaOH 0,1 M, dos horas. Después de ajus-
tar el pH con CIH (0,1 M), la reactividad se midi6 en
un contador beta. El nimero de células se valor6 por
contaje en camara de Neubauer, tras tripsinizacion.

Estudio estadistico

Los resultados se expresaron como el valor de la media
+ EEM. De no indicarse lo contrario, cada valor corres-



ponde a un minimo de 6 experimentos; en el caso de
los estudios de proliferacion celular, estos experimentos
se hicieron por triplicado. El nivel de significacion com-
parativo se analizé por ANOVA o test de «t» de Student
emparejado o no emparejado segun fuese apropiado. Se
uso el test de Scheffe para comparaciones miltiples para
determinar el nivel de significacién de la p. Se conside-
r6 como significativo el valor de p < 0,05.

RESULTADOS

La incubacién con RHUEPO indujo una proliferacion
significativa de células endoteliales a partir de una con-
centracion de 5 U/ml, objetivada tanto por nimero de
células como por contaje de 3H-Thy (figs. 1y 2). Con-
centraciones menores no ocasionaron un aumento en
el ndmero de células o captacion de timidina tritiada
por encima del basal (datos no mostrados).

Se realizaron estudios adicionales para analizar el
posible papel de la ET-1 en el efecto proliferativo de
la RHUEPO. En primer lugar, se observé la presencia
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Fig. 1.—Cambios en el nimero de células inducidas por RHuE-
PO. Las incubaciones se realizaron durante 18 horas, en RPMI
1640 conteniendo 2,5% SBF.
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Fig. 2.—Cambios en la captacion de timidina tritiada inducidos
por RHUEPO. Las incubaciones se realizaron durante 18 horas,
en RPMI 1640 + 2,5% de SBF.

EPO Y CELULA ENDOTELIAL

de un solo tipo de receptores de ET-1 en la CEAB. Las
caracteristicas cinéticas de este receptor indicaron una
KD de 271 pM y una Vmax de 0,108 pmol/mg de
proteina. La ET-1 indujo un aumento de las concen-
traciones de Ca*™; en las CEAB (tabla I). En funcion
de los resultados que mostraron la existencia de un
solo tipo de receptor de ET-1, realizamos una serie de
experimentos empleando un inhibidor especifico de
la union de las endotelinas al receptor B, el IRL-
1038'>. Este compuesto a la concentracion de 10° M,
inhibié por completo la movilizaciéon de Ca** en las
CEAB inducida por ET-1 (10 y 5 x 10 M). No se
detectaron cambios debidos a IRL-1038 en los picos
de [Ca**], inducidos por otros agentes como ATP 10
4 M (datos no mostrados), indicando la especificidad
de su efecto. La preincubacion de las CEAB con IRL-
1038 (10 M, 1 h) no produjo cambios significativos
en el efecto proliferativo de la RHUEPO (fig. 3). En
términos funcionales, la preincubaciéon con RHUEPO
no indujo cambios en la magnitud del cambio de
[Ca*]. inducido por la ET-1 sobre las CEAB (tabla I).

Tabla I. Aumento de [Ca**], con respecto al basal,
medido por fura-2.

CEAB CEAB TRATADAS
Controles con RHUEPO 20 U/ml
Tiempo 20 s 20 s
ET-1 (10° M) (n = 4) 160 + 28 181 +33
ET-1 (10 M)+IRL-1038 12+30 20+2,4
(10% M) (n = 4)
ET-1 (108 M) (n = 5) 212£21 223+42

Las medidas de los efectos se expresan en los 20 s de la activacion.
© = p < 0,001 respecto a 10 M ET-1 en ausencia de IRL-1038.
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Fig. 3.—Ausencia de efecto del IRL-1038 sobre la proliferacion
de CEAB. No existen diferencias significativas entre las CEAB tra-
tadas y no tratadas con IRL-1038. La significacion respecto al
basal fue idéntica a la observada en la figura 1.
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El IRL-1038 no tuvo efectos per se sobre la prolifera-
cion de CEAB ni el [Ca**]; (datos no mostrados).

DISCUSION

El presente estudio afiade datos de utilidad po-
tencial para entender el efecto de la RHUEPO sobre
las células endoteliales. Los resultados indican la
existencia de un efecto mitogénico de la RHUEPO
sobre las CEAB, aunque sugieren que éste sélo ocu-
rre a concentraciones elevadas de RHUEPO. Por otra
parte, nuestros resultados contradicen lo resefado en
comunicaciones previas por Carlini y cols.”, y favo-
recen la posibilidad que la ET-1 no sea un factor re-
levante para el efecto proliferativo endotelial de la
RHUEPO. Tanto los experimentos con el antagonis-
ta del receptor ETB, IRL-1038, como la ausencia de
cambios debidos a RHUEPO en el pico de [Ca**],
inducido por ET-1, favorecen esta falta de accion. La
identificacion de solo un tipo de receptor de ET-1
en las CEAB y los datos de la literatura en el mismo
sentido'® dotan de mayor relevancia a estos resul-
tados. Estos datos implicarian que la interpretacion
hecha por Carlini y cols.” no debe considerarse
como definitiva. En este sentido, si bien diversos au-
tores han hallado un aumento de liberacion de ET-
1 en relaciéon al tratamiento de humanos, animales
de experimentacion o células endoteliales con
RHUEPO”/8 11 no se ha hallado una correlacion sig-
nificativa entre el incremento de ET-1 y el aumento
de proliferacion de células endoteliales en cultivo
debido a RHUEPO?® ', Esta falta de correlacion fa-
vorece la posibilidad de que ambos, aumento de ET-
1y proliferaciéon, sean fenémenos simultaneos en el
tiempo pero independientes entre si en cuanto a
estar enlazados en una secuencia de mecanismos.
Mas atin, observaciones realizadas por Lépez Ongil
y cols. sugieren que el incremento de produccién
de ET-1 no es un componente relevante de la res-
puesta endotelial a la RHUEPO'’. Puesto que Carli-
ni y cols.” usaron anillos aérticos como modelo de
proliferacién endotelial, puede proponerse la hipé-
tesis alternativa de que el efecto de la ET-1 obser-
vado en sus estudios se deba en realidad a creci-
miento de pericitos o células de musculo liso vas-
cular creciendo desde los explantes aérticos. En este
sentido, se ha descrito recientemente que una parte
importante de los fen6menos angiogénicos en el mo-
delo de anillo aértico pueden estar relacionados con
el desarrollo de pericitos'® 9. Los hallazgos de nues-
tros experimentos permiten hipotetizar la posible
existencia de dos efectos coexistentes de la RHUE-
PO sobre los vasos sanguineos: uno dependiente de
ET-1, que no provocaria proliferacién endotelial sino
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de otros tipos celulares de la pared vascular y uno
independiente de ET-1, que seria responsable de la
proliferacién endotelial. Informacion obtenida re-
cientemente en nuestro laboratorio sugiere que en
este caso estarfa involucrado un mecanismo depen-
diente de quinasas de tirosina (Alvarez Arroyo y
cols., datos sin publicar). Por otro lado, es posible
que un efecto logaritmico no lineal pueda pasar de-
sapercibido al no estudiarse un nimero mas eleva-
do de experimentos. De todos modos, de existir tal
efecto, su significacion biolégica serfa marginal. Una
Gltima alternativa, que excede el marco del presen-
te estudio, es que el efecto de la ET-1 pueda ser di-
ferente dependiendo del tipo particular de célula en-
dotelial; en este sentido, es conocida la heteroge-
neidad de los endotelios, especialmente entre pe-
quefios y grandes vasos.

Los presentes resultados pueden contribuir a en-
marcar los efectos de la RHUEPO sobre el endote-
lio vascular. En primer lugar, sugieren que sélo altas
dosis de este agente tendrian una influencia signifi-
cativa sobre la proliferaciéon vascular. En este senti-
do, debe recordarse que en estudios farmacociné-
ticos con RHUEPO se han observado valores plas-
maticos ligeramente superiores a 3 U/ml tras la ad-
ministracion endovenosa? 2!, mientras que sélo se
alcanzan cifras de aproximadamente 10 veces
menos en el caso de la aplicacién subcutanea. Estas
cifras llevan a que debamos considerar que la pro-
babilidad que la RHUEPO empleada para el trata-
miento de enfermos con anemia de la insuficiencia
renal tenga acciones angiogénicas notables es, cuan-
to menos, remota. Los maximos aumentos de eri-
tropoyetina endogena ocurren en anemias con inhi-
bicion de la producciéon medular o aumento de la
destruccion periférica de hematies, llegdndose en
raras ocasiones a valores cercanos a las 10 U/ml,
que estan en un rango similar al empleado en nues-
tro estudio y que podrian dar lugar a efectos angio-
génicos??. Sin embargo, carecemos todavia de evi-
dencias clinicas o experimentales acerca de estos
posibles efectos in vivo, que nos permitan ilustrar la
verdadera correlacion con los niveles alcanzados y
serfa interesante que se realice un estudio en este
sentido. Existe, sin embargo, una situaciéon donde el
efecto angiogénico de la eritropoyetina puede tener
un interés especial: la producciéon de la misma por
parte de células de tumores malignos (carcinoma de
células renales, hepatomas, linfomas), en los que la
eritropoyetina podria cumplir un papel favorecedor
de la angiogénesis; en este sentido, parece tener in-
terés especial la coexpresion de eritropoyetina y
genes ligados a la produccion de factores de creci-
miento, como el caso de los tumores renales aso-
ciados a la enfermedad de Von Hippel Lindau?3 24,



Por dltimo, queremos reflexionar sobre la posible
aplicacion de tratamientos con RHUEPO como fa-
vorecedores del desarrollo de vascularizacion, que
abarcan la mejoria de las enfermedades con un com-
ponente de isquemia crénica. El aclarar estos as-
pectos requiere, sin embargo, de disefios experi-
mentales y de investigacién clinica especificos.
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