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Il. RESUMEN

La enfermedad renal crénica (ERC) es la pérdida progresiva de la funcion renal
durante un periodo que va desde meses a anos. En estados avanzados, la ERC se
presenta con complicaciones como enfermedades cardiovasculares, dseas y anemia.
La anemia afecta al 75% de los pacientes con ERC terminal (ERCT) y es un factor de
riesgo cardiovascular. Se considera que la disminucion de la produccion renal de
eritropoyetina (EPO) es el principal factor causal, por lo que las guias clinicas actuales
recomiendan el tratamiento con EPO recombinante (rEPQO) en pacientes con ERCT.
EPO regula la eritropoyesis mediante la estimulacion de la proliferacion y diferenciacion
de los precursores eritropoyéticos de la médula 6sea. La accion de la EPO depende de
la union a su receptor de alta afinidad (EPOR homodimérico) que gatilla la activacion de
las vias JAK2/STATS5, PI3K/AKT y MAPK/ERK.

El factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF23) es una hormona peptidica de
origen 6seo que participa en la regulacion del metabolismo mineral. En ERC, los niveles
plasmaticos de FGF23 se elevan progresivamente y se ha propuesto que FGF23 es un
factor patogénico, que contribuiria al aumentando de la mortalidad cardiovascular.
Nuestros estudios previos han mostrado que FGF23 es también sintetizado en la
médula ésea por precursores eritropoyéticos. La incubacion de células de la médula
0sea in vitro con rEPO causa aumentos rapidos en la expresion y secrecion de FGF23,
mientras que la inyeccion de rEPO en ratones sanos aumenta la concentracion
plasmatica de FGF23 ([FGF23]p). Estos resultados sugieren que rEPO podria contribuir

al aumento de FGF23 plasmatico en pacientes con ERCT.



La hipdtesis de este proyecto plantea: “El tratamiento con rEPO estimula la
produccion de FGF23 en la médula ésea, aumentando la [FGF23]r en la ERC”. El
objetivo principal de esta tesis es estudiar la accidon y los mecanismos de regulacion de
FGF23 por rEPO en la médula ésea. Para cumplir este objetivo, estudiamos la
expresion y secrecion de FGF23 en células de la médula 6sea incubadas en presencia
de rEPO vy caracterizamos los mecanismos de transduccion. Adicionalmente,
realizamos estudios in vivo, en ratones con funciéon renal normal y con ERC
experimental, para analizar los efectos agudos y cronicos de la administracion de rEPO
sobre la expresion y secrecion de FGF23 desde la médula 6sea y la [FGF23]p.

Los resultados de esta tesis aportan nuevo conocimiento sobre la accion y los
mecanismos de regulacion de la expresion y secrecion de FGF23 por rEPO, tanto en
condiciones normales como patoldgicas. Postulamos que deberian conducir a la re-
evaluacion del efecto de este tratamiento en pacientes con ERCT y probablemente a la

revision de sus indicaciones.



lll. ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is the progressive loss of renal function, with high
cardiovascular mortality. Anemia is related to 75% of patients with end stage renal disease
(ESRD) and is a cardiovascular risk factor. It is considered that the reduction of the renal
production of erythropoietin (EPO) is the main causal factor, so the questions refer to the
treatment with recombinant EPO (rEPO). EPO, stimulates erythropoiesis, the proliferation and
differentiation of erythropoietic precursors of the bone marrow through binding to its high
affinity receptor (homodimeric EPOR) and then activation of the JAK2/STATS5, PI3K/AKT and
MAPK/ERK pathways.

The plasma levels of Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23), a peptide hormone of bone
origin, rise progressively with the development of CKD. It has been proposed that FGF23
contributes as a pathogenic factor, increase cardiovascular mortality. Our previous studies show
that FGF23 is synthesized in the bone marrow by erythropoietic precursors. Incubation of bone
marrow cells in vitro with rEPO causes fast increases in the expression and secretion of FGF23,
and injection of rEPO in mice increases the plasma concentration of FGF23 ([FGF23]p). These
results suggest that rEPO could contribute with plasma FGF23 in CKD.

The hypothesis of this project propose: "Treatment with rEPO stimulates the production
of FGF23 in the bone marrow, increases [FGF23]p in CKD." The objective of this thesis is to study
the action and mechanisms of regulation of FGF23 in the bone marrow by rEPO. We studied the
expression and secretion of FGF23 in bone marrow cells incubated in the presence of rEPO and
characterized the mechanisms of transduction. In addition, we conducted in vivo studies, in
mice with normal renal function and experimental CKD, to analyze the acute and chronic effects
of rEPO administration on the expression and secretion of FGF23 from the bone marrow and
[FGF23]p.

The results of this thesis provide new knowledge about the action and mechanisms of
regulation and secretion of FGF23 by rEPO, both in normal and pathological conditions. We
postulate that they should lead to the re-evaluation of the effect of this treatment in patients

with ESRD and probably to the revision of its indications.



IV. INTRODUCCION

La enfermedad renal crénica (ERC) es la pérdida progresiva de la funcion renal.
Tiene una prevalencia cercana al 10% de la poblacién mundial y esta en aumento
debido al envejecimiento poblacional y a la prevalencia de factores de riesgo'3. La ERC
tiene alta mortalidad, principalmente por la enfermedad cardiovascular, que en los
pacientes en hemodialisis es 40 veces mas prevalente que en la poblacion general*>.
La coexistencia de enfermedad coronaria, hipertrofia ventricular izquierda y la
calcificacion vascular son los factores determinantes de la alta mortalidad de los
pacientes ERC terminal (ERCT). Estas patologias se desarrollan a velocidades
crecientes a medida que declina la funcion renal. Mas del 40% de los pacientes en
dialisis muestran alteraciones moderadas o severas en la perfusién cardiaca® e
hipertrofia ventricular izquierda se observa en el 95% de los enfermos con ERCT’. En
pacientes con ERC en etapa 4 se observa un aumento de 6 veces en el score de

calcificacion a los 24 meses de seguimiento®®,

Potencial efecto promotor de dano cardiovascular por rEPO en la ERC

La anemia afecta al 75% de los pacientes con ERCT?6. Los pacientes ERC
presentan niveles plasmaticos de EPO similares a los observados en pacientes sin
anemia, de esta forma los niveles de produccion de EPO son insuficientes en el
contexto de la anemia observada en la ERC'. EPO es una hormona peptidica
sintetizada por las células intersticiales de la corteza renal en respuesta a caidas de la
presidn de oxigeno tales como las observadas en la hipoxia y la anemia. Los niveles
plasmaticos de EPO regulan la eritropoyesis y con ello el hematocrito, al estimular la
proliferacion y diferenciacion de los precursores eritropoyéticos de la médula ésea. En
particular, EPO estimula las células BFU-e (Burst Forming Unit-erythroid) y CFU-e
(Colony Forming Unit-erythroid), a través de la union a su receptor de alta afinidad
(EPOR-EPOR), miembro de la familia de receptores de citoquinas tipo |, activando la
via de sefalizacion JAK2/STATS. Ademas, se suma la activacion de las vias PI3K/AKT
y MAPK/ERK, promoviendo la expresion de genes de proliferacion, anti-apoptoticos y
de diferenciacion, como Pim1.4%47 Adicionalmente, se ha descrito otro receptor de EPO,



el receptor heterodimérico EPOR-CD131, siendo este receptor de baja afinidad y
presente en tejidos no eritropoyéticos®.

rEPO, se utiliza para el tratamiento de la anemia en los pacientes con ERC y
ERCT como un factor estimulante de la eritropoyesis. Sin embargo, los resultados de
diversos estudios clinicos aleatorizados y controlados, han demostrado que la
normalizacion de los niveles de hemoglobinemia con rEPO, en pacientes con ERC en
predialisis y en dialisis, se asocia a un aumento de la mortalidad.?”-3° Este efecto no es
debido al aumento del nivel de hemoglobina (correccion de la anemia) per se, sino que
se asocia con las mayores dosis de rEPO y/o a la resistencia a la acciéon de rEPQ.40-44

El(los) mecanismo(s) que explica(n) estos efectos adversos es(son) desconocido(s).

FGF23 y ERC

El(los) mecanismo(s) que lleva(n) al desarrollo de la enfermedad coronaria,
hipertrofia cardiaca y calcificacion vascular en los pacientes ERCT incluyen:
hipertension arterial, trastornos metabdlicos y factores de riesgo cardiovascular
tradicionales’. Sin embargo, nueva evidencia en la literatura sugiere que los niveles
plasmaticos del Factor de Crecimiento Fibroblastico 23 (FGF23), hormona que se eleva
progresivamente con el desarrollo de la ERC y en forma directamente proporcional a la
severidad del dafio renal, podria ser otro factor causal del desarrollo de enfermedad

cardiovascular en la ERC.

Factor de Crecimiento Fibroblastico 23: Mecanismos de accion

FGF23 es una hormona peptidica sintetizada en el hueso, en los osteocitos y
osteoblastos®. La proteina FGF23 es sintetizada como un péptido de 251 aminoacidos,
que intracelularmente es sujeto al corte del péptido sehal de 24 aminoacidos,
produciendo un péptido de FGF23 con 227 aminoacidos que luego es secretado®'. Por
otro lado, una parte de la proteina FGF23 es sustrato de clivaje proteolitico entre Arg'”®
y Ser'®, produciendo los fragmetos N-terminal y C-terminal®2. Es considerado que sélo
la proteina completa, con 227 aminoacidos, es biologicamente activa. Por esto, se
sugiere que la actividad de FGF23 es regulada no solo por su produccién, si no que
también por modificaciones post-traduccionales. Entre ellas existe O-glicosilacion en

10



Thr'”® por N-acetilgalactosamina, producida por la enzima polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 3 codificada por el gen GalNT3, esta modificacion
inhibe el corte proteolitico y, por lo tanto, incrementa la abundancia de proteina
bioldgicamente activa, FGF23 intacto®. Otro mecanismo de regulacién esta dado por la
fosforilacion en la Ser180 mediado por la quinasa family with sequence similarity 20,
member C (Fam20C) la cual inhibe la O-glicosilacion por GalNT3 y mejora el
procesamiento de la proteina FGF23, produciendo los fragmentos de FGF23 N- y C-
terminal®.

El principal tejido diana de FGF23 es el rifion, tejido en el cual inhibe la
reabsorcion de fosfato en el tdbulo proximal® y la sintesis de vitamina D activa (1,25-
dihidroxi vitamina D). FGF23 actua a través de una familia de receptores en la
membrana plasmatica llamados receptores de factores de crecimiento fibroblastico
(FGFR) de los cuales se han caracterizado cuatro isoformas. Las principales isoformas
que median la accion de FGF23 son los receptores FGFR1 y FGFR3. Estos dos
receptores requieren de la presencia del cofactor proteico Klotho, que se sintetiza en el
tubulo distal del rifion y que es secretado al plasma. La asociacién fisica de FGF23 a
Klotho aumenta la afinidad del heterodimero FGF23-Klotho por sus receptores en 2-3
ordenes de magnitud.’®' Los niveles plasmaticos de Klotho se correlacionan
directamente con la velocidad de filtracion glomerular, encontrandose disminuido en
ERC.'? Esto sugiere que en la ERC existiria una activacion de FGFR1 y FGFR3
independiente de Klotho, cuando las concentraciones plasmaticas de FGF23 se
encuentran aumentadas, este mecanismo podria incluir también la activacién de

receptores de baja afinidad como el FGFR4.

FGF23 en ERC

El aumento de las concentraciones plasmaticas de FGF23 es un factor de riesgo
para eventos cardiovasculares en la poblacion general'>'® y en los pacientes con
ERC."®2' En pacientes con ERC, el alza de [FGF23]r es un predictor del desarrollo de
hipertrofia ~ ventricular  izquierda, eventos cardiovasculares y  mortalidad
cardiovascular.?®?® Estudios en animales han demostrado que FGF23 causaria
hipertrofia cardiaca por aumento del tamafio de los cardiomiocitos; en pacientes, el
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aumento de la concentracidon plasmatica de FGF23 esta asociada con el desarrollo de
hipertrofia ventricular izquierda®’. La elevacién de la [FGF23]r tendria una accién
directa sobre los cardiomiocitos y/o el tejido vascular,?® promoviendo directamente la
hipertrofia de cardiomiocitos.?” Mas aun, el bloqueo farmacolégico de los FGFRs
previene el desarrollo de hipertrofia cardiaca en roedores con ERC?-2°. En esta linea,
se ha propuesto que el déficit de Klotho en la ERC implica que FGF23 deja
progresivamente de ser un agonista efectivo de sus receptores fisioldgicos, y a medida
que su concentracion plasmatica aumenta comienza a estimular receptores que
normalmente no son blancos de esta hormona tal como el FGFR4 (efectos Klotho-
independientes)®’. Se ha mostrado que la activacion de este receptor en cardiomiocitos
por FGF23 seria uno de los factores que contribuiria al desarrollo de la hipertrofia
ventricular izquierda observada en la ERC.

EPO y FGF23 en ERC

Las causas que llevan al aumento exacerbado de la [FGF23]r en ERC son
desconocidas. Estudios en animales y en pacientes privados de hierro en la dieta, han
demostrado que la anemia se asocia a aumentos de la [FGF23]p.323* La asociacion
entre anemia y aumento de los niveles plasmaticos de FGF23 se ha corroborado en
pacientes ERC con insuficiencia cardiaca, en forma independiente del balance de
hierro.3® Estos datos sugirieron que FGF23 podria actuar como inhibidor de la
eritropoyesis, hipotesis apoyada por la observacién de que FGF23 inhibe la accion
proliferativa de EPO sobre las células precursoras eritropoyéticas in vivo*.

Nuestro grupo ha aportado resultados que muestran que EPO es un factor
inductor del aumento de los niveles de FGF23 plasmatico. El tratamiento con rEPO
causa aumentos de la expresion y la liberacion rapida de FGF23 desde la médula
6sea’®. Ademas, la incubacién de células de la médula dsea in vitro con rEPO causa
aumentos rapidos en la expresion de FGF23, los cuales preceden el alza de la
expresion de Pim1, un gen de respuesta temprana a EPO mediante activacion de su
receptor clasico’®. Todos estos datos muestran que EPO es un estimulador de la
expresion y secrecion de FGF23, e implicarian un mecanismo de retroalimentacion
negativa entre EPO y FGF23.

12



La presente tesis determind los mecanismos celulares mediante los cuales
eritropoyetina recombinante induce la expresion y secrecion de FGF23 en la médula
O0sea. Ademas, comparamos las acciones de rEPO sobre la expresion y secrecion de
FGF23 desde la médula 6sea en animales con funcion renal normal con los efectos de
rEPO en animales con ERC experimental.
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V. HIPOTESIS

La hipdtesis de este proyecto plantea: “Eritropoyetina recombinante estimula la
produccion de FGF23 en la médula 6sea, aumentando la concentracidon plasmatica de

FGF23 en la enfermedad renal cronica experimental”.

VI. OBJETIVO GENERAL
Estudiar las acciones moduladoras de rEPO sobre la expresion de FGF23 en células de

la médula dsea.

VIl. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Determinar el efecto de rEPO sobre la expresion de FGF23 en células de la médula

Osea.

2.- Determinar la(s) via(s) de sefalizacion por el cual rEPO induce la expresion de

FGF23 en células de médula dsea.

3.- Comparar el efecto del tratamiento agudo con rEPO sobre la [FGF23]p en ratones

sanos versus ratones con enfermedad renal cronica (ERC).

4.- Determinar el efecto del tratamiento cronico con rEPO en ratones sanos y ERC

sobre los parametros hematologicos y su relacion con FGF23.

14



VIIl. RESULTADOS

1.- Caracterizar el efecto de rEPO sobre la expresion de FGF23 en células de la

médula osea.

Para determinar la dosis dependencia de rEPO sobre la expresion de FGF23,
explantes de meédula 6sea de ratones CS57BL/6, se incubaron en presencia de
concentraciones crecientes de rEPO por 2 horas. El analisis de expresion del mRNA de
FGF23 mostré un alza maxima sobre 2 veces respecto al vehiculo. Utilizando los datos
de cambio en la abundancia del mMRNA de FGF23 respecto a la concentracion de rEPO,
calculamos un valor de concentracion eficaz media (ECso) igual a 0,9 Ul/mL (n=3;
P<0,05) (Figura 1). Este valor concuerda con otros valores reportados en lineas
celulares hematopoyéticas (0,82 UI/mL).%° La respuesta maxima a rEPO se alcanzo a
una concentracion de rEPO de 25 UI/mL (Cmax).

2.5+
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5 0

O B 15-
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oY é EC50 = 0.9 UlmL

€ e Cmax = 25 Ul/mL
0.0

0 o1 1 10 100
rEPO Ul/mL

Figura 1: Eritropoyetina recombinante (rEPO) aumenta la expresion de FGF23 en
explantes de médula ésea. Células de médula 6sea de ratones C57BL/6 fueron
extraidas y mantenidas en medio de cultivo (RMPI-1640, 0,2% BSA). Los explantes
fueron incubados en presencia de rEPO (Recormon™, Roche, Basel, Suiza) en pocillos
individuales (concentraciones crecientes) por 120 minutos. Se determiné la abundancia
del mRNA de FGF23 (n=3) mediante gqRT-PCR en tiempo real.
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Determinada la concentracion optima a utilizar, se determiné el efecto rEPO
sobre la expresion y secrecion de FGF23 y la dependencia de la activacion del receptor
de eritropoyetina. Para ello, explantes de médula ésea fueron incubados en presencia
de rEPO (5 Ul/mL) por 2 horas y se determiné la abundancia del mRNA de FGF23. Los
niveles de proteina FGF23 secretados al medio de cultivo a las 4 horas fue determinado
mediante un kit de ELISA comercial. La activacion del receptor de eritropoyetina se
evalué analizando la expresiéon de un gen de respuesta temprana a eritropoyetina
Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase Pim-1 (Pim1) previamente descrito
como un gen que se expresa rapidamente en respuesta a la activacion del receptor de
EPO. rEPO indujo la expresion de FGF23 aumentando la abundancia 2,3 veces
respecto al vehiculo (Figura 2A). En condiciones control se determiné la presencia de la
proteina de FGF23 en el medio de cultivo, los explantes estimulados con rEPO
presentaron un aumento de la proteina de FGF23 (38,2 + 9,9 vs. 19,3 £ 1,4 pg/mL, n=4)
(Figura 2B). Finalmente, el transcrito de Pim1 fue inducido en respuesta a rEPO
indicando activacion del receptor de eritropoyetina (Figura 2C).

Estos resultados muestran que rEPO estimula la expresion de FGF23 de manera
dosis dependiente. Junto con el aumento del transcrito, rEPO estimula la secrecion de
FGF23, por medio de la activacion de receptores de EPO.

3.0 50~ 2.0
* % *
%) 3 =r= - 404 T = 3 —
e oy 201 D 4 £
O & L 7 o o
L sy < < 10/
<ZE < N 201 Z <
o 5 e O ;e L% 0.5
= L 104 = =
€ ) e
O.C T T c ] L] o-c ] ]
o (o] o (o] o (o]
\o"\ & \o“\ & \o"\ &
& & &

Figura 2: rEPO aumenta la expresién y secrecion de FGF23 en explantes de médula
osea. Células de médula 6sea fueron estimuladas con rEPO (5 IU/mL) por 120 minutos.
Se determiné la abundancia del mRNA de FGF23 y Pim1 (n=4, *P<0,05) mediante gRT-
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PCR en tiempo real y la abundancia de la proteina FGF23 en el medio de cultivo por
ELISA (n=4, *P<0,05). (A) Abundancia del mRNA de FGF23. (B) Abundancia de la
proteina de FGF23 en el medio de cultivo. (C) Abundancia del mMRNA de Pim1.
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2.- Determinar la(s) via(s) de senalizaciéon por la(s) cual(es) rEPO induce la
expresion de FGF23 en células de médula ésea.

Se han descrito dos tipos de receptores de EPO, la forma homodimérica clasica
de alta afinidad (EPOR-EPOR) y una forma heterodimérica (EPOR-CD131) de baja
afinidad. Las células hematopoyéticas expresan principalmente EPOR homodimérico.

Para estudiar si el receptor homodimérico media el efecto inductor de rEPO
sobre la expresién de FGF23, los explantes de médula ésea de raton fueron incubados
en presencia de rEPO vy el bloqueador farmacoldgico de EPOR-EPOR, EMP9 (500 nM).
Adicionalmente, para evaluar si la activacion del receptor heterodimérico modificaba la
abundancia del mRNA de FGF23, los explantes fueron incubados en presencia del
agonista especifico del EPOR-CD131, ARA290 (500 nM). Se observé que el bloqueo
del receptor homodimérico previno completamente la induccién de la expresion de
FGF23 inducida por rEPO. Por el contrario, el agonista ARA290 no produjo cambios
significativos sobre la abundancia del mMRNA FGF23 en los explantes de médula 6sea
(Figura 3A). Adicionalmente, se determino si la secrecion de FGF23 depende de la
activacion del receptor homodimérico, para esto se incubaron explantes de médula
O0sea en presencia de rEPO y el antagonista homodimérico EMP9 por 4 horas.
Consistente con el aumento de expresion del mensajero de FGF23, rEPO indujo la
secrecion de FGF23 y el antagonismo del receptor homodimérico bloqued
completamente la secrecion de FGF23. Para corroborar que en las condiciones
experimentales utlizadas se producia activacion del receptor de eritropoyetina se
determind la abundancia de Pim1. Pim1 aumentd su abundancia en respuesta a rEPO y
el efecto de rEPO fue bloqueado por la presencia de EMP9 en el medio de cultivo. En
contraste, ARA290 no modificé la abundancia de Pim1 en células de la médula 6sea
(Figura 1C).

Estos resultados son consistentes con la hipotesis que la activacion del receptor
homodimérico media el efecto inductor de rEPO sobre la expresion de FGF23 en
células de la médula 6sea.
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Figura 3: Eritropoyetina recombinante (rEPO) aumenta la expresién de FGF23 en
explantes de médula 6sea via la activacion de EPOR-EPOR. Células de médula 6sea
fueron estimuladas con rEPO (5 IU/mL) en presencia o ausencia de EMP9 o con
ARA290 (500nM) y se determiné la abundancia de mRNA y proteina de FGF23 vy el
mRNA de Pim1 (n=4; *P<0,05 vs. vehiculo). (A) Abundancia del mMRNA de FGF23. (B)
Abundancia de la proteina FGF23 en el medio de cultivo. (C) Determinacion de la
abundancia de mRNA de Pim1.

La union de EPO a su receptor homodimérico produce dimerizacidén de éste y su
activacion. Una vez activado el receptor, se activan 3 vias intracelulares que estan
encargadas de distintas funciones en las células eritropoyéticas, éstas son: STATS5,
MAPK (ERK1/2) y AKT, por lo que es probable que la activacion de algunas de ellas
induzca la expresion de FGF23 en respuesta a rEPO.

Analizamos si en nuestras condiciones experimentales rEPO era un estimulo
eficaz para activar las vias principales de sefalizacion intracelular en las células
eritropoyéticas: STATS, ERK1/2 y AKT. Para ello extrajimos explantes de médula 6sea
de ratones sanos y los incubamos en presencia de rEPO por 15 minutos para luego
extraer proteinas y analizar la activacion de las distintas vias de sefalizacion mediante
el aumento o no de la forma fosforilada de cada una de las vias versus proteinas
totales.

Nuestros resultados mostraron que la via STATS fue inducida en presencia de
rEPO, aumentando a los 15 minutos 2,8 veces por sobre las células sin tratamiento
(Figura 4A). Por otro lado, la via ERK1/2 no mostré activacion significativa (Figura 4B).
Analizamos expresion de AKT en nuestras preparaciones de células de la médula 6sea,
pero fue imposible detectar expresion de la forma fosforilada y de la total, a pesar que el
anticuerpo usado detecto AKT en otros tejidos de raton.
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Figura 4: rEPO estimula la fosforilacion de STATS, pero no la fosforilacion de ERK1/2
en explantes de médula 6sea en cultivo. Los explantes de médula 6sea se estimularon
con rEPO (5 Ul/mL) durante 15 minutos y se analiz6 la fosforilacion de STATS (pSTAT)
y STAT total y la fosforilacion de ERK1/2 (pERK1/2) y ERK1/2 total. (A) Activacion de la
via STATS5. (B) Activacion de la via ERK1/2. n=4-5, *P<0,05.

Para estudiar cual via intracelular regula la expresion de FGF23 en la médula
0sea se incubaron explantes de médula 6sea de ratones sanos en presencia de rEPO y
un inhibidor farmacoldgico especifico para cada una de las vias descritas que se
activan luego de la activacion del receptor de EPO. Sdlo el inhibidor de STAT5 bloqued
completamente la expresion del mRNA de FGF23 inducida por rEPO (Figura 5A). La
inhibicion farmacolégica de las vias ERK1/2 (PD0325901) no bloqueé la expresion de
FGF23 in vitro (Figura 5B), lo que concuerda con que por lo menos la via ERK1/2 no es
activada en nuestras condiciones. Por otro lado, el bloqueo de la via AKT (afuresertib)
tampoco inhibi6 el efecto de rEPO sobre la expresion de FGF23 (Figura 5C).
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Figura 5: Eritropoyetina recombinante (rEPO) aumenta la expresion de FGF23 via
STATS5 en explantes de médula 6sea. Células de médula ésea de ratones C57BL/6
fueron extraidas y mantenidas en medio de cultivo (RMPI-1640, 0,2% BSA). Se
incubaron en presencia de rEPO (Recormon™, Roche, Basel, Suiza) por 2 horas en
presencia o ausencia de un inhibidor especifico para cada una de las vias activadas por
EPO y se determino la abundancia del mRNA de FGF23 (n=4) mediante gRT-PCR en
tiempo real. (A) Células de médula 6sea fueron estimuladas con rEPO (5 IU/mL) y
STATS inhibitor 573108 (200 uM, EMD Chemicals, Inc., San Diego CA, USA) y se
determind la abundancia de mRNA FGF23 (n=4; P<0,05). (B) Células de médula 6sea
fueron estimuladas con rEPO (5 IU/mL) y PD0325901 (100 nM) se determind la
abundancia de mRNA FGF23 (n=4; P<0,05). (C) Células de médula 6sea fueron
estimuladas con rEPO (5 IU/mL) y Afuresertib (10 uM) se determind la abundancia de
mRNA FGF23 (n=4; *P<0,05).

Como control se analizé si el inhibidor de STAT5 bloqued efectivamente la
activacion de STATS, para ello incubamos explantes de médula 6sea en presencia de
rEPO con y sin inhibidor y analizamos la activacion de la via STATS por medio de la
abundancia de la forma fosforilada de este factor de transcripcion. Nuestros resultados
mostraron que la presencia del inhibidor bloqueé completamente la activacion de
STATS (Figura 6). Por lo que, en nuestros experimentos este inhibidor fue efectivo en
bloquear la activacion de STATS.
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Figura 6: El inhibidor de STATS bloquea la fosforilacion de STAT5 en explantes de
meédula 6sea. (A) La médula 6sea se estimulé con rEPO (5 Ul/mL) y con el inhibidor de
STATS, luego se midié la abundancia de STATS fosforilado (pSTATS) y STATS total
(n=4-5, *P<0,05). Panel superior, Western blot representativo.

A partir de estos resultados se puede concluir que rEPO estimula la expresion de
FGF23 via la activacion de EPOR-EPOR y la activacion rio abajo del factor de
transcripcion STATS. En nuestras condiciones experimentales, las otras vias de
sefalizacion no estarian involucradas en la regulacion de la expresion de FGF23 en las
células de la médula 6sea (Figura 7).
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Figura 7: Esquema de la expresion de FGF23 en las células de la médula 6sea. Las
células de la médula 6sea que expresan el receptor de EPO son las BFU-e y CFU-e,
una vez que reciben el estimulo con EPO el receptor forma un dimero homodimérico,
esto produce activacion de tres vias intracelulares: AKT, MAPK y STAT5. La activacion
del factor de transcripcion STATS5 induce la expresion del transcrito de FGF23.
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3.- Comparar efecto el agudo de rEPO sobre la expresion de FGF23 en la médula

O6sea de ratones sanos versus ratones con enfermedad renal crénica (ERC).

Previamente, implementamos el modelo de nefropatia cronica por acumulacion
de cristales de oxalato. De acuerdo a los datos de la literatura (Mulay et al., 2016), este
modelo produce un rapido y reproducible deterioro de la funcion renal, con aumentos
significativos de la concentracion plasmatica de FGF23, hiperfosfemia y anemia. Se
realizé el protocolo de ERC inducida por oxalato en donde ratones C57BL/6 fueron
alimentados con dieta sin calcio y con oxalato (50 ymol/g de alimento) por 14 dias,
luego de mantuvieron 7 dias con dieta normal antes de iniciar cualquier tratamiento. A
los animales se les monitorearon los cambios del hematocrito y el nitrogéno ureico
(BUN) semanalmente. Los animales que recibieron dieta alta en oxalato
progresivamente disminuyeron su hematocrito (Figura 8A) y aumentaron el nitrogeno
ureico plasmatico (Figura 8B), finalizada la dieta con oxalato los animales mantuvieron
el BUN elevado.
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Figura 8. Desarrollo de enfermedad renal cronica inducida por dieta alta en oxalato.
Ratones C57BL/6 fueron alimentados con dieta con alto oxalato (50 ymol/g) por 14 dias
y luego fueron mantenidos 7 dias con dieta estandar. Se monitorizé el hematocrito (A) y
el nitrégeno ureico (BUN) (B) cada semana. n=5-6, *P<0,05 vs. control.

La enfermedad renal cronica se caracteriza por presentar anemia normocitica y

normocrémica, para evaluar si nuestros animales replicaban lo observado en pacientes
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con ERC se caracterizaron los parametros hematologicos. Los animales que recibieron
dieta alta en oxalato presentaron un hematocrito (Figura 9A) y una hemoglobina
plasmatica disminuida (Figura 9B) (30% y 9,8 g/dL, respectivamente) respecto a los
animales sanos. Para evaluar la funcion medular se analiz6 el porcentaje de
reticulocitos y el indice de produccion reticulocitaria (IPR). Los animales con ERC
presentaron un porcentaje de reticulocitos elevado respecto al control, alrededor del 3%
(Figura 9C), sin embargo, el IPR, no presentd diferencias respecto a los animales
control (Figura 9F), indicando que existe una escaza funcion médular para el grado de
anemia presente en la ERC.

Adicionalmente, se determind el numero total de eritrocitos y reticulocitos en
sangre. El numero de eritrocitos se encontré disminuido (Figura 9E) mientras que los
reticulocitos no presentaron diferencias significativas respecto al grupo control sano.
Estos datos sugieren que en los animales ERC los eritrocitos presentarian una vida
media menor y la tasa de recambio estaria disminuida para el contexto de anemia.
Finalmente, se caracterizé la diferenciacion y funcionalidad de los eritrocitos mediante
los parametros: volumen corpuscular medio (V.C.M.) y hemoglobina corpuscular media
(H.C.M.), que son indicativos del tamafio y la cantidad hemoglobina presente en cada
eritrocito capaz de transportar oxigeno. El V.C.M. presenté paramétros dentro de los
rangos normales y sin diferencias respecto a los animales control (Figura 9G),
indicando una anemia normocitica. La H.C.M. en los animales ERC se encontré en los
rangos normales, pero significativamente disminuida respecto a los animales sanos

(Figura 9H), indicando en una anemia normocromica.
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Figura 9: Efecto de la ERC sobre los parametros hematologicos. Ratones C57BL/6
fueron alimentados con dieta con alto oxalato por 14 dias, luego fueron mantenidos 7
dias con dieta estandar y determinaron los parametros hematoldgicos. (A) Hematocrito.
(B) hemoglobina plasmatica. (C) Porcentaje de reticulocitos en sangre. (D) Numero total
de reticulocitos en sangre. (E) Numero total de eritrocitos en sangre. (F) indice de
produccion reticulocitaria (IPR) (hematocrito/promedio de hematocrito animales
sanos*% de reticulocitos). (G) Volumen corpuscular medio (V.C.M). (H) Hemoglobina
corpuscular media (H.C.M.) n=5-6, *P<0,05 vs. control.

Finalmente, se determind si nuestro modelo de ERC replica el alza de los niveles
plasmaticos de FGF23 observados en los pacientes con ERC y en otros modelos
animales de ERC experimental. Ademas, determinamos si la médula ésea contribuye a
los niveles plasmaticos de FGF23 observados en la ERC. Se determinaron los niveles
plasmaticos de FGF23 en su forma intacta (iIFGF23) o activa y el total FGF23 en su
forma C-terminal (cFGF23). Los niveles plasmaticos tanto de iFGF23 (64,8 vs. 669,9
pg/mL) (Figura 10A) como de cFGF23 (50,3 vs. 1.624,3 pg/mL) (Figura 10B) se
encontraron aumentados respecto a los animales control. Los animales con ERC
presentaron un aumento de la abundancia en la médula ésea del transcrito de 4,7
veces (Figura 10C) y 5,8 veces de la proteina de FGF23 (Figura 10D) respecto a los
animales sanos.
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Figura 10: Efecto de la ERC sobre la expresion de FGF23 en la médula 6sea y su
abundancia plasmatica. Ratones C57BL/6 fueron alimentados con dieta con alto oxalato
por 14 dias, luego fueron mantenidos 7 dias con dieta estandar. (A) Niveles plasmaticos
de iIFGF23. (B) Niveles plasmaticos de cFGF23. (C) Abundancia de mRNA de FGF23
en médula 6sea. (D) Abundancia de la proteina de FGF23 en médula 6sea. n=5-6,
*P<0,05 vs. control.

Posteriormente, analizamos si el aumento de la expresion de FGF23 en la
meédula ésea de los animales ERC con nefropatia inducida por oxalato se observaba en
otro modelo animal de ERC experimental. Para ello utilizamos el modelo de ERC por
nefrectomia 5/6 en ratones (NPX 5/6), que consiste en la pérdida de 5/6 de la masa
renal de forma quirurgica. Nuestros resultados mostraron que consistente con el
modelo anterior, los animales NPX 5/6 mostraron un aumento de los niveles
plasmaticos de iIFGF23 versus los animales con cirugia ficticia sham (121,8 vs. 668,9
pg/mL) (Figura 11A). Los niveles plasmaticos de cFGF23 tambien se encontraron
aumentados en los animales NPX 5/6 respecto a los animales sham (201,8 vs. 5.495,3
pg/mL) (Figura 11B). La expresion del transcrito de FGF23 en la médula 6sea también
se vio aumentada 6,5 veces respecto a los animales sham (Figura 11C).

Estos resultados muestran consistentemente que la médula ésea de los animales
con enfermedad renal crénica tiene inducida la expresion de FGF23, por lo que, estos
datos sugieren que la médula es un tejido que contribuye al alza de los niveles
plasmaticos de FGF23 observados en la ERC.
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Figura 11: Efecto de la ERC sobre la expresion de FGF23 en la médula 6sea y su
abundancia plasmatica. Ratones con remocion parcial de la masa renal (NPX 5/6)
fueron mantenidos por 5 semanas, tras lo cual se analizo la expresion de FGF23 en la
meédula 6sea por RT-gPCR y los niveles plasmaticos de FGF23 por ELISA. (A) Niveles
plasmaticos de iIFGF23. (B) Niveles plasmaticos de cFGF23. (C) Abundancia de mRNA
de FGF23 en la médula ésea. n=6-8, *P<0,05 vs. sham.

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que rEPO induce la
expresion del mMRNA de FGF23 en la médula ésea y aumenta la abundancia plasmatica
de FGF23 en animales sanos. Por lo que analizamos si la produccién de EPO
endogena o la expresion de su receptor estarian aumentados en la ERC y si esto se
asociaria al alza de expresién observada en nuestros modelos de ERC. Para ello
analizamos la expresion del transcrito de EPO y EPOR en nuestros animales controles
y ERC inducida por oxalato, ademas determinamos los niveles plasmaticos de EPO
mediante ELISA. Los niveles de expresion del mRNA de EPO renal no presentaron
diferencias significativas entre el grupo control y ERC (Figura 12A), esto correlacioné
con los niveles plasmaticos de EPO donde tampoco se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos (Figura 12B). Finalmente, analizamos la expresion del
MRNA del receptor de EPO en la médula 6sea y encontramos un aumento de 3,4 veces
en el grupo ERC versus el control (Figura 12C). Estos resultados sugieren que el alza
de la expresion de FGF23 en la ERC se podria deber a un aumento de la actividad de

la via de sefalizacion en la médula 6sea por aumento del receptor de EPO.
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Figura 12: Efecto de la ERC experimental sobre la expresién de eritropoyetina renal y
el receptor de eritropoyetina en médula ésea. Ratones con ERC inducida por dieta con
alto exalato se les analiz6 la expresion de EPO renal y la expresion del receptor de
EPO en la médula 6sea por RT-gPCR y los niveles plasmaticos de EPO por ELISA. (A)
Abundancia de mRNA de EPO renal. (B) Niveles plasmaticos de EPO. (C) Abundancia
de mRNA de EPOR en la médula 6sea. n=5-7, *P<0,05 vs. control.

El procesamiento de FGF23 esta determinado por la expresion y actividad de las
enzimas GalNT3 y Fam20C que modulan los niveles plasmaticos de FGF23 en su
forma IFGF23 y cFGF23. GalNT3 promueve la secrecion de FGF23 y ademas lo
protege del corte proteolitico, por lo tanto, esta enzima promueve la secrecion de la
forma iIFGF23. Fam20C es una quinasa intracelular especifica del Golgi, sin embargo,
se ha encontrado enzima activa secretada, su funcion es fosforilar proteinas
secretadas, en particular, la fosforilacion de FGF23 promueve el corte proteolitico,
secretandose asi la forma clivada o cFGF23. Nuestros animales ERC presentaron un
aumento de la abundancia de GalNT3 cerca de 2,5 veces respecto a los animales
sanos (Figura 13A), sugiriendo una regulacion en la ERC para la secrecién y la
produccion de FGF23 intacto. Por otro lado, los animales con ERC presentaron un
aumento de la abundancia de Fam20C sobre 5 veces respecto a los animales sanos
(Figura 13B), sugieriendo ademas un aumento del procesamiento hacia la forma clivada
de FGF23.
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Figura 13: Efecto de la ERC sobre la expresion de GalNT3 y Fam20C. (A) Abundancia
de mRNA de GalNT3 en médula 6sea. (B) Abundancia del mRNA de Fam20C en
meédula 6sea. n=5-6, *P<0,05 vs. control

Nuestro grupo determind que las células de la médula 6sea que expresan FGF23
son las células BFU-e y CFU-e’®, entonces con el objetivo de caracterizar la
composicion relativa de los precursores y progenitores eritropoyéticos de la médula
O0sea en animales sanos y con ERC, en forma paralela, se extrajo médula 6sea y se
determind su composicidon celular mediante los marcadores de superficie celular CD71
(receptor de transferrina) y Ter119 (glicoforina A). La proporcion de estos marcadores
varia en las células eritropoyeticas de acuerdo al estadio de diferenciacion. CD71 es un
marcador temprano (BFU-e y CFU-e) y Ter119 es un marcador de diferenciacion tardia:
pro-eritroblastos, eritroblastos tempranos y eritroblastos tardios (Figura 14).

Mediante analisis de proteinas de superficie caracterizamos la composicion de
médula de animales sanos y con ERC, y asi determinar si el alza en los niveles
plasmaticos de FGF23 observados en nuestros animales con ERC se podria deber a
cambios en la composicion relativa de los componentes de la médula 6sea. Nuestro
analisis determind que no existen diferencias en la composicion relativa de todos los
componentes de la médula 6sea entre los animales sanos versus ERC (Figura 14) y
particularmente en las células BFU-e y CFU-e (CD71%/Ter119°) que serian las células

encargadas de la produccion de FGF23 en la médula 6sea.
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Figura 14: Composicion relativa de los componentes celulares de la médula 6sea de
animales sanos y con ERC. (A) Representacion de los porcentajes relativos de células
de la médula 6sea de animales sanos versus ERC. Células progenitores, BFU-e y CFU-
e, Pro-eritroblastos y eritroblastos tardios.

En resumen, los animales con ERC presentaron una disminucién progresiva de
la funcion renal observado como un aumento y junto con esto un desarrollo progresivo
de la anemia. Los animales presentaron una anemia normocitica y normocrémica de
acuerdo a lo observado en los pacientes con ERC. Ademas, los animales con ERC
mostraron un aumento de la expresion del transcrito de FGF23 en la médula 6sea y un
aumento de los niveles plasmaticos de iIFGF23 y en mayor magnitud de cFGF23. El
analisis de composicion de la médula 6sea por citometria de flujo no mostré cambios
diferencias entre los animales sanos y los ERC. El aumento de la expresion de FGF23
en la meédula désea se asocia a un aumento de la expresidn del receptor de

eritropoyetina (EPOR), sin cambios en los niveles plasmaticos de EPO.

Efecto agudo de rEPO sobre la expresion de FGF23 en animales sanos.

Una vez caracterizado nuestro modelo, primero se determiné el efecto agudo de

la administraciéon de rEPO sobre la expresion de FGF23 en la médula 6sea de ratones
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C57BL/6 sanos. rEPO (5.000 Ul/Kg, Recormon™, Roche, Basel, Suiza) fue
suministrada via subcutanea y se realizé un curso temporal de expresion de FGF23.
Después de 0, 2, 4, 8, 24 y 48 horas de la inyeccién de rEPO los animales fueron
sometidos a eutanasia y se extrajo la médula 6sea de tibias y fémures, para analisis de
expresion del transcrito de FGF23 por RT-qPCR y de proteina de FGF23 por Western
blot. Adicionalmente, se obtuvo muestras de plasma para la determinacion de los
cambios de la concentracion de FGF23 circulante mediante test de ELISA. Se evalué el
efecto de rEPO sobre la hematopoyesis 24 y 48 post suministro de rEPO, se
determinaron parametros hematologicos, tales como, hematocrito, hemoglobina,
reticulocitos, indice de produccidn reticulocitaria (IPR), volumen corpuscular medio
(V.C.M.), hemoglobina corpuscular media (H.C.M) y los cambios en la abundancia
relativa de los progenitores y precursores hematopoyéticos de la médula ésea mediante
citometria de flujo usando marcadores de superficie para el linaje eritropoyético.

Se observé que el transcrito de FGF23 es inducido en la médula 6sea por rEPO
de manera tiempo dependiente, el transcrito se indujo de forma temprana observandose
induccion a las 2 horas post administracion de rEPO (111 veces vs. control sin rEPO), a
las 4 horas se observo el pick de expresion en la médula 6sea (130 veces), a las 8
horas se observo un decaimiento de la induccién, a las 24 horas la induccion fue 4
veces con respecto al control sin rEPO y a las 48 horas se normalizé la expresion en la
meédula 6sea a los valores basales (Figura 15A). Por otro lado, el analisis de expresion
de la proteina por Western blot no mostro diferencias dentro de las primeras 24 horas
post rEPO y sélo a las 48 horas se observé un aumento de la proteina de 2,5 veces con
respecto al control (Figura 15B), sugiriendo que la mayor parte de la proteina
sintetizada durante las primeras 24 horas fue secretada. Los niveles plasmaticos de
FGF23 en su forma intacta (iFGF23) aumentaron rapidamente llegando a su pick a las 8
horas post rEPO (basal 41 + 19 vs. 590 + 122 pg/mL), decayendo a las 24 horas y a las
48 horas se recuperaron los niveles basales sin rEPO (Figura 15C). Ademas, se
analizaron los valores plasmaticos de FGF23 C-terminal (cFGF23), la determinacion
plasmatica de éste fragmento mediante ELISA, detecta tanto la forma intacta y el
producto de la degradacioén de la forma intacta. Se observo que al igual que la forma

intacta, cFGF23 aumentd rapidamente con un pick a las 8 horas (basal 60 + 34 vs.
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4.843 £ 1.882 pg/mL) un alza de 50 veces sobre los niveles sin rEPO. A las 24 horas se
mantuvo elevado 20 veces y a las 48 horas se recuperaron los valores basales (Figura
15D).
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Figura 15: Efecto del suministro agudo de rEPO sobre la expresion de FGF23 en
ratones sanos. A ratones C57BL/6 se le inyectd una dosis de rEPO (Recormon™,
Roche; 5.000 Ul/Kg, s.c.). Después de un curso temporal en horas se determiné la
expresion de FGF23. (A) Abundancia del mRNA de FGF23 en médula 6sea. (B)
Abundancia de la proteina de FGF23 en médula 6sea. (C) Concentracion de iFGF23
plasmatico, determinado por ELISA. n=4-5. (D) Concentraciéon de cFGF23 plasmatico,
determinado por ELISA. n=5-6 por tiempo, *P<0,05 vs. control sin rEPO.
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Se analizé la expresion de GalNT3 y Fam20C ya que la regulacion de la
secrecion de FGF23 tanto para su forma intacta como C-terminal dependen de la
expresion de estas proteinas. El transcrito de GalNT3 fue inducido 2,5 veces por rEPO
a las 4 horas post suministro, en los otros tiempos analizados no se obervaron
diferencias significativas (Figura 16A). El transcrito de Fam20C aumento rapidamente, a
las 2 horas post rEPO llegando a 22 veces sobre los niveles sin rEPO, Fam20C se
mantuvo elevado a las 4 y 8 horas, pero en menor magnitud. A las 24 horas
nuevamente recupero la expresion basal sin rEPO (Figura 16B). Estos resultados
correlacionan con los niveles plasmaticos observados de iFGF23 y cFGF23, un alza en
la expresion de GalNT3 esta asociado a un aumento de la secrecion de FGF23 y en
particular de su forma iIFGF23. Por otro lado, un alza de la expresion de Fam20C se
relaciona a un aumento del corte proteolitico de FGF23, y con ello, un alza de cFGF23.
Las magnitudes de aumento mayor observados en la forma cFGF23 correlacionan con
los mayores niveles de expresion de Fam20C inducidos por rEPO en la médula ésea.
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Figura 16: Efecto del suministro agudo de rEPO sobre la expresion de las enzimas de
la biosintesis de FGF23 en ratones sanos. A ratones C57BL/6 se inyecté una dosis de
rEPO (Recormon™, Roche; 5000 Ul/Kg, s.c.). Después de un curso temporal en horas
se determind la expresion de GalNT3 y Fam20C. A. Abundancia del mRNA de GaINT3
en médula ésea. B. Abundancia de mRNA de Fam20C en médula ésea. n=5-6, *P<0,05
vs. control.

Con el objetivo de analizar el efecto de rEPO sobre las células de la médula
0sea, a animales sanos de les suministré6 rEPO y luego de 24 y 48 horas las células

34



fueron aisladas y posteriomente tefiidas para citometria, donde los parametros de
“Gating” fueron ajustados a la autofluorecencia sin marcaje. En primer lugar, se observo
que en ratones sanos el tratamiento con rEPO produjo una disminucion a las 24 horas
en el porcentaje de células CD71/Ter119 (progenitores hematopoyéticos). Las células
CD71%/Ter119" (BFU-e y CFU-e) no presentaron cambios significativos a las 24 6 48
horas. En cambio, las células CD71%/Ter119* (pro-eritroblastos) aumentaron su
proporcion respecto al control, concordante con el efecto proliferador y diferenciador de
EPO. Los eritroblastos tardios (células CD71/Ter119") no mostraron diferencias
respecto al control, probablemente, debido a su salida a la sangre, aumentada por
efecto del suministro de rEPO (Figura 17). Estos resultados sugieren que el aumento de
expresion de FGF23 no esta relacionado con un aumento en la proporcion de las
células productoras de FGF23 (BFU-e y CFU-e).
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Figura 17: Efecto del suministro agudo de rEPO sobre la composicion de la médula
O0sea en ratones sanos. Células de médula 6sea de ratones sanos control o con una
dosis de rEPO (Recormon™, Roche, 5.000 Ul/Kg, s.c.). Después de 24 6 48 horas
fueron aisladas y tefidas con los marcadores anti-CD71-PE-Cy7 y anti-Ter119-PE, para
analisis por citometria de flujo. A. Representacion de los porcentajes relativos de
células progenitores (CD71/Ter119), BFU-e y CFU-e (CD71'/Ter1197), Pro-
eritroblastos (CD71*/Ter119*) y eritroblastos tardios (CD71/Ter119*). B. Dot plot
representativos de cada tiempo. n=5-6, *P<0,05 vs. control.

Finalmente, analizamos la respuesta eritropoyética de la médula ésea mediante
los parametros hematoldgicos. Después del tratamiento con rEPO los animales
mostraron un aumento en el hematocrito (Figura 18A) y hemoglobina (Figura 18B) a las

24 y 48 horas con respecto al basal. El porcentaje de reticulocitos aument6 solo a las
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48 horas post rEPO (Figura 18C), el IPR aumento significativamente a las 24 y 48 horas
(Figura 18D), indicando que la médula 6sea responde a rEPO. El V.C.M. aument¢ a las
48 horas (Figura 18E) y la H.C.M. no presenté cambios (Figura 18F), indicando que los
eritrocitos producidos poseen un tamano ligeramente mayor al control a las 48 horas y
sin cambios en los niveles de hemoglobina total. Estos datos indican efectividad de

rEPO sobre en la diferenciacion y proliferacién de las células de la médula dsea.
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Figura 18: Parametros hematologicos después del tratamiento agudo con rEPO. A
ratones C57BL/6 sanos se les suministrd6 una dosis de rEPO (Recormon™, Roche;
5.000 Ul/Kg, s.c.) y después de 24 6 48 horas se determinaron los parametros
hematoldgicos. A. Hematocrito. B. Hemoglobina plasmatica. C. Reticulocitos. D. indice
de produccion reticulocitaria (IPR). E. Volumen corpuscular medio (V.C.M.). F.
Hemogloblina corpuscular media (H.C.M.). n=5-6; *P<0,05 vs. el control.

Efecto agudo de rEPO sobre la expresion de FGF23 en animales con ERC.
Posteriomente, se analizo el efecto agudo de rEPO en animales con enfermedad
renal cronica (ERC). Se determiné el efecto agudo de rEPO sobre la expresion de

FGF23 en la médula 6sea de ratones C57BL/6 con enfermedad renal crénica inducida
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por dieta con alto oxalato. rEPO fue suministrada via subcutanea (5.000 Ul/kg) y se
realiz6 un curso temporal de la expresion de FGF23. Al igual que en los animales
sanos, se extrajo plasma para determinar los niveles plasmaticos de iIFGF23 y cFGF23.
Se extrajo médula ésea para extraccion de mRNA y proteinas para analizar la
expresion de FGF23 y los genes relacionados con la secrecion de FGF23.

La abundancia del transcrito de FGF23 en la médula 6sea fue inducido de forma
temprana por rEPO a las 4 horas post suministro, en la médula 6sea de los animales
con ERC se lleg6 a un aumento de 11 veces respecto a los animales con ERC sin rEPO
(Figura 19A). A las 24 horas post administracion de rEPO, los animales mantuvieron el
aumento de expresion del transcrito de FGF23 en la médula 6sea, pero solo 3,3 veces
sobre los animales con ERC sin rEPO (Figura 19A). Estos datos indicarian que en la
ERC también se observaria la temporalidad de la expresion de FGF23 post suministro
de rEPO.

Adicionalmente, a otro grupo de animales con ERC se les suministré una dosis
de rEPO y se tomaron muestras de plasma seriadas (0, 2, 4, 8 y 24 horas) para realizar
un curso temporal del efecto de rEPO sobre los niveles plasmaticos de FGF23. Los
niveles plasmaticos de iFGF23 no sufrieron cambios post suministro de rEPO en ningun
tiempo observado (basal 1.637 pg/mL) (Figura 19B). Por otro lado, los niveles
plasmaticos de cFGF23 presentaron una elevacion temprana a las 2 horas (basal 2.706
+1.177 vs. 7.394 +1.737 pg/mL a las 2 horas). A las 4 y 8 horas continuaron en alza
con el pick a las 8 horas post suministro de rEPO (16.148 + 4.189 pg/mL). A las 24
horas post rEPO los niveles plasmaticos de cFGF23 disminuyeron respecto a las 8

horas, pero no llegaron a los niveles basales (8.176 = 1.359 pg/mL) (Figura 19C).
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Figura 19. Efecto del suministro agudo de rEPO sobre la expresion de FGF23 en
ratones ERC. A ratones C57BL/6 se inyectd una dosis de rEPO (Recormon™, Roche;
5.000 Ul/Kg, s.c.). Después de 0, 2, 4, 8 y 24 horas se determind la expresion de
FGF23. A. Abundancia del mRNA de FGF23 en médula 6sea. B. Niveles plasmaticos
de iIFGF23 determinado por ELISA. C. Niveles plasmaticos de cFGF23 plasmaticos,
determinado por ELISA. n=4-5, *P<0,05 vs. ERC.

Con el objetivo de analizar si los cambios en los niveles plasmaticos de ambas
formas de FGF23 se relacionan con las proteinas que modulan su secrecion, se analizé
la abundancia del transcrito de GalNT3 y Fam20C en la médula 6sea de los animales
ERC post suministro de rEPO. En forma basal el mMRNA de GalNT3 se encontro
elevado 2,8 veces en los animales ERC y la abundancia Fam20C se encontré elevada
5 veces en los animales ERC. Post suministro de rEPO se observé una disminucion de
la abundancia de GalNT3 llegando a niveles de expresién similares a los animales
sanos sin rEPO (Figura 20A), contrario a lo observado en los animales sanos. Por otra
parte, en respuesta a rEPO se observo una disminucion de la expresion de Fam20C,
sin embargo, los niveles permanecieron elevados 2 veces sobre un animal sano sin
rEPO (Figura 20B).
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Figura 20: Efecto del suministro agudo de rEPO sobre la expresion de las enzimas de
la biosintesis de FGF23 en ratones con ERC. A ratones C57BL/6 se inyect6 una dosis
de rEPO (Recormon™, Roche; 5.000 Ul/Kg, s.c.) y después de un periodo de 4 y 24
horas se determiné la expresién de GalNT3 y Fam20C. A. Abundancia del mRNA de
GalINT3 en médula 6sea. B. Abundancia de mRNA de Fam20C en médula 6sea. n=4-5,
*P<0,05 vs. ERC.
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Sorprendentemente, rEPO modul6 de manera inversa la expresion de las
enzimas que regulan la secrecién y el procesamiento de FGF23 en la médula 6sea en
los animales sanos versus los animales con ERC. En los animales sanos se observo
que rEPO produjo un incremento en la abundancia de ambas enzimas, al contrario, en
los animales con ERC rEPO produjo una disminucién en la expresion. Junto con las
diferencias en la expresion de las enzimas que regulan la secrecion, se observo que los
niveles plasmaticos de FGF23 post rEPO en ambos tipos de animales no fueron
iguales. En vista de esa regulacion diferencial seria probable que la relacion de niveles
plasmaticos de FGF23 en su forma intacta y procesada (cFGF23) se encuentren
diferentes en los animales sanos versus los con ERC. Para evaluar la relacién que
existe entre ambos tipos de FGF23 hicimos la relacion entre iIFGF23/cFGF23 en
animales control y animales con ERC post suministro de rEPO. Valores sobre 1 nos
indicaria que sintesis y secrecidn de su forma activa seria mayor a la degradacién o
corte proteolitico de FGF23; valores cercanos a 1 nos indicaria que la tanto la
degradacion cémo la sintesis estarian en equilibrio; valores menores a 1 nos indicaria
que la degradacion es mayor a la sintesis y secrecion de la forma activa.

Nuestros resultados mostraron que en condiciones basales existe mas FGF23
clivado que intacto en ambas condiciones (razon menor a 1). En respuesta a rEPO se
induce en mayor medida el clivaje de FGF23, ya que la razén entre iFGF23/cFGF23 se
hace aun menor, llegando rapidamente a las 2 horas a la minima razoén, condicion que
se mantiene hasta las 24 horas post rEPO (Figura 21). Sorprendentemente, a pesar de
que los niveles plasmaticos de i/cFGF23 en los animales sanos y con ERC son
distintos, en respuesta a rEPO la razén se mantiene igual para ambas condiciones
indicando una posible regulacion mediada por rEPO para mantener los niveles de
iIFGF23 en menor proporcion respecto al cFGF23. Es probable que esta regulacion sea
controlada en parte por los cambios en los niveles de expresion de las enzimas que

regulan la secrecion y el procesamiento de FGF23: GalNT3 y Fam20C.
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Figura 21. Efecto del suministro agudo de rEPO sobre la razon iFGF23/cFGF23 en
ratones sanos y con ERC. n= 5-6.

Con el objetivo de determinar si la modulacién de rEPO sobre la expresiéon y
secrecion de FGF23 no esta asociado al modelo utilizado de ERC, evaluamos el efecto
agudo de rEPO en ratones sanos y con ERC con el modelo de nefrectomia 5/6.
Observamos que tanto en los ratones sanos (Figura 22A) como en los con ERC 5/6
(Figura 22B) que recibieron rEPO los niveles de cFGF23 aumentaron a las 2 horas
después del suministro de rEPO. Luego de estos resultados, podemos decir que el

efecto de rEPO es independiente del modelo de enfermedad renal cronica.
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Figura 22. Efecto del suministro agudo de rEPO sobre los niveles plasmaticos de
FGF23 en ratones sanos y con ERC por nefrectomia 5/6 (NPX 5/6). Ratones con cirugia
ficticia Sham o con ERC por nefrectomia 5/6 fueron estimuladas con rEPO
(Recormon™, Roche; 5.000 Ul/Kg, s.c.), luego de 2 horas fue analizada la abundancia
plasmatica de cFGF23 por ELISA. A. Abundancia de cFGF23 por ELISA en ratones
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sanos. B. Abundancia plasmatica de cFGF23 por ELISA en ratones con nefrectomia
5/6. n=4-5, *P<0,05 vs. ERC.

Finalmente, al igual que en los animales sanos analizamos el efecto de rEPO
sobre la composicién de la médula 6sea para determinar si existen cambios en la
distribucion celular de la médula. Las células que expresan FGF23 en la médula ésea
son las BFU-e y CFU-e’°, por lo que, un aumento en la proporcién de estas células
podrian incidir en el alza de los niveles plasmaticos de FGF23 en la ERC y en la
respuesta de la médula 6sea al suministro de rEPO. Analizamos la composicion relativa
de los precursosres y progenitores eritropoyéticos de la médula désea mediante
citometria con los marcadores de superficie CD71 y Ter119. Como observamos
anteriormente, los animales sanos y con ERC no mostraron diferencias en la
composicion celular de la médula 6sea (Figura 12A). Como en los animales sanos
observamos efecto de rEPO en la composicién de la médula 6sea a las 24 horas post
suministro, elegimos ese mismo tiempo para el analisis en los animales ERC. A
diferencia de lo observado en los animales sanos, el suministro de rEPO en los
animales con ERC no produjo cambios en ningun componente de la médula Osea
(Figura 23B). Por lo que, el cambio observado en los niveles de expresion de FGF23 y
el alza de los niveles plasmaticos de cFGF23 se deberia a un efecto inductor dado por
la rEPO y no por un aumento de la masa de células productoras de FGF23.
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Figura 23: Efecto de la ERC y del suministro agudo de rEPO sobre la composicion de
la médula 6sea. Células de médula 6sea de ratones con sanos, con ERC o ERC con
una dosis de rEPO (Recormon™, Roche, 5.000 UI/Kg, s.c.). Después de 24 fueron
aisladas y tefidas con los marcadores anti-CD71-PE-Cy7 y anti-Ter119-PE, para
analisis por citometria de flujo. (A) Porcentajes relativos de células progenitores, BFU-e
y CFU-e, Pro-eritroblastos y eritroblastos tardios de animales control y con ERC. (B)
porcentajes relativos de células progenitores, BFU-e y CFU-e, Pro-eritroblastos y
eritroblastos tardios de animales ERC y ERC con rEPO post 24 horas. n=4-5.

4.- Determinar el efecto del tratamiento créonico con rEPO en ratones sanos y ERC
sobre las variables hematolégicas y su relacién con FGF23.

Nuevamente utilizamos el modelo de nefropatia cronica por cristales de oxalato.
De acuerdo a los datos de la literatura este modelo produce un rapido y reproducible
deterioro de la funcidn renal, aumentos muy importantes de la concentracion plasmatica
de FGF23, hiperfosfemia y anemia. Se realiz6 el protocolo de ERC inducida por oxalato
donde ratones C57BL/6 fueron alimentados con dieta sin calcio y con oxalato (50 uM/g
de alimento) por 14 dias, luego de mantuvieron 7 dias con dieta normal (21 dias
después del inicio de la dieta con oxalato). Al dia 21 los animales fueron divididos en
dos grupos: ERC y ERC mas rEPO (5.000 Ul/kg, Recormon™, Roche, s.c.) con
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tratamiento crénico (3 veces a la semana por 2 semanas). A los animales se les
monitorearon los cambios del hematocrito y el nitrogéno ureico semanalmente. Los
animales que recibieron dieta alta en oxalato progresivamente disminuyeron el
hematocrito (Figura 24B) y aumentaron el nitrogeno ureico plasmatico (Figura 25A),
finalizada la dieta con oxalato los animales mantuvieron el BUN elevado (Figura 25B).

Los animales del grupo control y los animales ERC, que recibieron la misma
dosis de rEPO, presentaron un alza progresiva del hematocrito. Sorprendentemente, el
tratamiento con rEPO tuvo un efecto similar con respecto al valor maximo de
hematocrito alcanzado al comparar ratones control (Figura 24A) con los ratones ERC
(Figura 24B), llegando a un maximo de aproximadamente 60%. Sin embargo, el calculo
de la variacion, es decir, tasa de cambio con respecto al dia de inicio del tratamiento
con rEPO mostré ser significativamente mayor en los ratones ERC (de 30% a 60% en
14 dias vs. 45% a 60% en 14 dias para ratones sanos).
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Figura 24: Efecto de la ERC y el suministro cronico de eritropoyetina sobre el
hematocrito. Ratones C57BL/6 fueron alimentados con dieta con alto oxalato por 14
dias, luego fueron mantenidos 7 dias con dieta estandar, y después los animales fueron
dividos en grupo con y sin tratamiento con rEPO (Recormon™, Roche, 5.000 Ul/Kg,
s.c.) 3 veces a la semana por 2 semanas). (A) Hematocrito de animales sanos con y sin
suministro de rEPO. (B) Hematocrito de animales con ERC con y sin suministro de
rEPO. n=5-6, *P<0,05 vs. control o ERC.

Se analizaron los parametros funcionales renales para caracterizar la ERC y si el

tratamiento con rEPO crénico tendria un efecto sobre ellos. Los animales ERC
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mantuvieron el BUN elevado durante las semanas de tratamiento con EPO (Figura 25A
y 25B). Se analizaron ademas los niveles plasmaticos de potasio, tambien elevados en
la ERC, ambos grupos de animales con ERC presentaron hiperkalemia (Figura 25C).
Analizamos los niveles plasmaticos de fosfato, ya que su elevacidn es caracteristica en
la ERC, los animales con ERC y ERC mas rEPO cronico presentaron hiperfosfatemia
(12,86 mg/dL para ERC y 12,83 mg/dL para ERC mas rEPO vs. 8,5 mg/dL control)
(Figura 25D).

Para estimar la produccién de EPO renal, se determind la abundancia del mRNA
de EPO en los diferentes grupos al fin del periodo experimental. La administracion
cronica de rEPO en ratones sanos y con ERC produjo una disminucion significativa del
transcrito de EPO con respecto a los valores control sin rEPO, observandose nula
expresion de EPO renal (Figura 25E). La abundancia del transcrito de EPO renal entre
ratones controles y ERC sin rEPO no presenté diferencias significativas (Figura 25E).
Previamente analizamos los niveles plasmaticos de EPO en los animales sanos y con
ERC y ambos grupos mostraron valores plasmaticos similares (Figura 12B). Finalmente,
analizamos la expresion del receptor de eritropoyetina (EPOR) en la médula 6sea luego
del tratamiento cronico con rEPO y observamos que rEPO indujo sobre 4 veces la
expresion del receptor tanto en animales sanos como en los con ERC.

La accion de FGF23 esta determinada por la unon de su co-factor (Klotho) a su
receptor, la produccion de Klotho esta principalmente localizada en el rifion, en
particular en el tubulo distal, y su abundancia esta relacionada con el dafo renal, donde
a mayor dafio menor abundancia de Klotho, debido principalmente a la disminucién de
las células productoras de Klotho. Se estim6 el efecto de la ERC sobre la produccion de
Klotho mediante la abundancia de mRNA de Klotho. Como se esperaba, se observo
que los ratones con ERC presentaron una disminucion significativa respecto a los
ratones sanos control. El tratamiento con rEPO no produjo cambios en la abundancia
de Klotho a los ratones sanos (Figura 23F). Sin embargo, el tratamiento con rEPO en
los animales con ERC indujo la recuperacion de los niveles normales de expresion de
Klotho renal (Figura 23F).
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Figura 25: Efecto de la ERC y del suministro cronico de eritropoyetina sobre la funcién
renal. Ratones C57BL/6 fueron alimentados con dieta con alto oxalato por 14 dias,
luego fueron mantenidos con dieta estandar y después de 1 semana post oxalato, los
animales fueron dividos en grupo con y sin tratamiento con rEPO (Recormon™, Roche,
5.000 Ul/mL/Kg, s.c.) 3 veces a la semana por 2 semanas. (A) Urea plasmatica
semanal. (B) Niveles plasmaticos de urea final del tratamiento. (C) Niveles plasmaticos
de postasio. (D) Fosforo plasmatico. (E) Expresion del mRNA de EPO renal. (F)
Expresion del mRNA de Klotho renal en su forma transmembra (TM). n=4-6, *P<0,05
vs. control, # P<0,05 vs. ERC.

En los mismos animales se determino el efecto de la administracion cronica de
rEPO sobre la expresion de FGF23 en la médula 6sea. En primer lugar, se analiz6 el
efecto de rEPO sobre los animales sanos. El transcrito de FGF23 en la médula 6sea
aumentd 2,3 veces en relacion al grupo control sin rEPO (Figura 26A). La proteina
FGF23 en la médula 6sea correlaciond con el alza del transcrito, aumentando 2,9 veces
sobre los animales sanos sin rEPO (Figura 26B). Sin embargo, los niveles plasmaticos
de iIFGF23 y cFGF23 no presentaron diferencias significativas (Figura 26C y Figura
26D).

Los animales con ERC presentaron un alza en la expresion de mRNA de FGF23
de 4,7 veces en relacion al grupo control (sanos) que recibio vehiculo (Figura 26E). En
contraste con lo que observamos en el grupo control, la administracion de rEPO crénica
en animales ERC no produjo cambios significativos en la abundancia del transcrito al
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comparar con el grupo ERC que no recibio rEPO (Figura 26E). Asimismo, no se
observaron diferencias significativas en la abundancia de la proteina de FGF23
presente en la médula ésea al comparar los animales ERC con los animales
ERC+rEPO cronico (Figura 26F).

Ademas, se determinaron los niveles plasmaticos de iIFGF23 y cFGF23 mediante
ELISA. Los animales ERC mostraron un alza ~6 veces en los niveles de iFGF23
plasmatico comparados con el grupo control (Figura 26G). El suministro de rEPO no
causo diferencias significativas al comparar la concentracion de iFGF23 del plasma de
los animales ERC (Figura 26G). De la misma forma se analiz6 la abundancia de
cFGF23 en el plasma de los mismos animales, los animales con ERC presentaron
niveles plasmaticos elevados comparados con los controles sanos, en tanto que los
animales ERC+rEPO no mostraron diferencias respecto al grupo ERC sin rEPO (Figura
26H).
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Figura 26: Efecto de la administracion cronica de rEPO sobre la expresion de FGF23
en la médula 6sea y en la concentracion plasmatica de FGF23 en ratones sanos y ERC
con y sin tratamiento cronico de rEPO. (A) mRNA de FGF23 en médula 6sea de
animales sanos y sanos con rEPO. (B) Proteina de FGF23 en médula 6sea de animales
sanos y sanos con rEPO. (C) Concentracion plasmatica de iFGF23 de animales sanos y
sanos con rEPO. (D) Concentracion plasmatica de cFGF23 de animales sanos y sanos
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con rEPO. (E) Abundancia del mRNA de FGF23 en médula 6sea de animales control,
ERC y ERC con rEPO. (F) Abundancia de la proteina de FGF23 en médula 6sea de
animales sanos, ERC y ERC con rEPO. (G) Concentracién plasmatica de iFGF23 de
animales sanos, ERC y ERC con rEPO. (H) Concentracién plasmatica de cFGF23 de
animales sanos, ERC y ERC con rEPO n=4-5, *P<0,05 vs. control.

En resumen, todos estos resultados muestran que el tratamiento con rEPO
causa aumentos significativos en la expresion en la médula 6sea de FGF23 en los
animales sanos. Los niveles plasmaticos de iIFGF23 y cFGF23 en ratones controles
sanos y con ERC no mostraron diferencias respecto a su par sin rEPO. En particular, la
ERC experimental causa una importante induccion de FGF23 en la médula 6sea y el
plasma, el suministro de rEPO crénica no caus6é mayores aumentos.

Finalmente, con el objetivo de analizar si los cambios en la expresion de FGF23
en la médula ésea se asocian a cambios en la composicién de los tipos celulares, se
analizé si la administracion cronica de rEPO en ratones sanos y enfermos produce
cambios en la composicion de la médula ésea. Se determinaron las poblaciones
celulares eritropoyéticas mediante marcadores de superficie CD71 y Ter119. Los
analisis citograficos mostraron que la administracion cronica de rEPO en los animales
sanos y con ERC produjo una disminucion de la proporcion de celulas progenitores
comunes CD71/Ter119°, cosecuentemente se observd un aumento de los BFU-e y
CFU-e (CD71%/Ter119), y de pro-eritroblastos y eritroblastos tempranos
(CD71%/Ter119%), los eritroblastos tardios no mostraron diferencias (CD71/Ter119%)
(Figura 27A y 27B). Estos resultados concuerdan con la accién proliferativa de rEPO,
en particular en las células BFU-e y CFU-e y la accion diferenciadora al aumentar los
eritroblastos tempranos. Los eritroblastos tardios problamente disminuyeron ya que esta
acelerada su diferenciacion y salida de la médula 6sea como reticulocitos a la
circulaciéon. Al comparar el efecto cronico de rEPO entre ratones sanos y con ERC, se
observd que los animales sanos aumentan en mayor medida las células tipo BFU-e y
CFU-e que los animales con ERC (45,4% vs. 32,2%).
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Figura 27: Efecto de la administracion crénica de rEPO sobre la composicion de células
eritropoyéticas de la médula 6sea en ratones control y con ERC. Células de la médula
0sea de ratones sanos y con ERC y con administracion cronica de rEPO (5.000 UI/Kg 3
veces a la semana por 2 semanas) fueron aisladas y tefidas con los marcadores anti-
CD71-PE-Cy7 y anti-Ter119-PE para analisis por citometria de flujo. (A) Porcentaje de
tipos celulares de la médula ésea en ratones sanos y ratones sanos con tratamiento
cronico de rEPO. (B) Porcentaje de tipos celulares de la médula 6sea en ratones con
ERC y ratones ERC con tratamiento crénico de rEPO. n=4-5, *P<0,05 vs. control o ERC
sin rEPO.
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IX. DISCUSION

Los resultados mas relevantes de esta tesis son que in vitro rEPO induce la
expresion de FGF23 directamente desde las células de médula dsea via activacion del
receptor homodimérico de eritropoyetina (EPOR-EPOR) y en forma dependiente de la
via de senalizacion intracelular que lleva a la activacion del factor de transcripcion
STATS. El suministro de rEPO a ratones sanos o ERC produce el aumento en la
expresion y secrecion de FGF23 desde la médula 6sea, junto con modular la expresion
de las enzimas que procesan la proteina FGF23 a nivel intracelular, GalINT3 y Fam20C.
Ademas, dos modelos experimentales de ERC mostraron un aumento de la expresion
de FGF23 en la médula ésea, mostrando que éste tejido también contribuye al aumento
de los niveles de FGF23 plasmaticos observados en esta enfermedad. Finalmente, el
suministro crénico de rEPO fue efectivo, en cuanto a lograr aumento del hematocrito y
hemoglobinemia tanto en ratones sanos como en ratones ERC. Sin embargo, aunque
esta respuesta general se observa con funcion renal normal o disminuida, el patron y la
magnitud de la respuesta muestran caracteristicas diferenciales, asociadas a cambios
también diferenciales en la composicion de los grupos de células progenitoras y
precursoras ertitropoyéticas de la médula 6sea.

Via de senalizacién que rEPO induce la expresion de FGF23 en la médula ésea.

FGF23 es una hormona peptidica clasicamente sintetizada por osteocitos y
osteoblastos. Se han identificados potenciales reguladores de la expresién de FGF23
entre ellos vitamina D, dieta alta en fosfato, deficiencia de hierro, factores inflamatorios
y hormona paratiroidea (PTH), recientemente nuestro grupo reporté otro regulador de la
expresion de FGF23: eritropoyetina (EPO)’®. El mecanismo celular por el cual rEPO
induce la expresion de FGF23 es desconocido, por lo que, en esta tesis se estudiaron
los mecanismos celulares involucrados en el aumento de la expresion de FGF23 en la
médula osea.

Nuestros resultados muestran que rEPO estimula directamente la expresion de
FGF23 en las células de la médula 6sea. Estos resultados correlacionan con las
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publicaciones de Rabadi et al, 2018% y Clinkenbeard et al., 2017°, donde ambos
grupos determinaron el efecto de EPO sobre la expresién de FGF23, pero sin dilucidar
el tipo de receptor o la via intracelular involucrada. Nuestros resultados también
mostraron que el antagonismo del receptor homodimérico bloque6 por completo la
expresion y la secreciéon de FGF23 en cultivo, indicando que rEPO utiliza el receptor
clasico de alta afinidad homodimérico (EPOR-EPOR). Este receptor esta presente en
las células de la médula 6sea®’, con expresion exclusiva en células eritroides®®. Ademas
del receptor homodimérico existe un receptor de baja afinidad para eritropoyetina
formado por el heterodimero EPOR-CD131. A diferencia del dimero EPOR-EPOR, la
expresion de EPOR-CD131 no se limita a la médula 6sea y es expresado en diversos
tejidos. Nuestros resultados mostraron que el aumento de la expresion de FGF23 en la
médula 6sea no esta determinado por EPOR-CD131, ya que la presencia de un
agonista especifico no indujo cambios en la expresion de FGF23.

Los resultados de los estudios de explantes de la médula 6sea mostraron que la
incubacion en presencia de rEPO y la consecuente activacion del receptor
homodimérico de EPO induce fosforilacion de STATS5, pero no produce cambios
significativos de la actividad ERK1/2. Estudios en células Ba/F3 con sobreexpresion del
receptor de EPO observaron induccion de la via STAT5 al ser incubadas con 5 Ul/mL
de EPO mientras que la via ERK1/2 solo presentd una leve induccion. En éstas mismas
células se observé activacion de ERK1/2 solamente a una dosis maxima de 40 Ul/mL%®.
Nuestros resultados fueron obtenidos utilizando concentraciones de rEPO 5 Ul/mL, en
que solo logramos activaciéon de la via STATS, lo que fue suficiente para que se
indujera ademas la expresion de FGF23. Es importante considerar que los explantes
utilizados en nuestros estudios son una mezcla de células medulares. Sin embargo,
nuestros estudios previos utilizando cultivos de células madre de cordéon umbilical
humano (CD34") y un protocolo de diferenciacion eritropoyética in vitro, mostré que los
tipos celulares que expresan FGF23 en la médula 6sea son las células BFU-e y CFU-
e’®>. EPOR se expresa principalmente las células del tipo BFU-e, CFU-e, que
representan cerca del 20% de la médula 6sea, y en los eritroblastos en forma
decreciente a medida que avanza la diferenciacién eritroide. Por ende, la ausencia de

activacion significativa de la via ERK1/2 en nuestros estudios puede reflejar la baja
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razon sefial/ruido®® 6'. Ademas, en nuestra preparacion fue imposible detectar
expresion de AKT. Otros estudios han mostrado la activacién de la via AKT por EPO;
sin embargo, estos estudios han usado lineas celulares, tales como SKT6 y UT-7 con
sobreexpresion del receptor de EPO, o preparaciones de médula 6sea enriquecidas de
células BFU-e y CFU-e a partir de seleccion usando marcadores especificos®? 83, Estos
factores podrian también explicar la aparente discordancia de nuestros resultados con
los estudios mencionados.

Para determinar cual via de sefalizacidén era la implicada en la induccion de la
expresion de FGF23 en la médula 6sea utilizamos inhibidores farmacologicos
especificos para cada una de las vias. Consistente con los resultados de estudios de
sefalizacion, observamos que la expresion de FGF23 en respuesta a rEPO era
dependiente solo de la activacidon de la via STATS. En precursores eritroides, la
activacion de STATS es necesaria para la inhibicidn de la apoptosis y la mantencion de
una poblacion estable de precursores®. Actualmente se estan estudiando farmacos
inhibidores de STAT5 como tratamiento para leucemia®, por lo que estudios
adicionales podrian utilizar estos mismos inhibidores para evaluar si rEPO es capaz de
causar el alza aguda de la expresion y secreciéon de FGF23 desde la médula 6sea, y su
relacion con la abundancia de los grupos de células eritropoyéticas medulares.

Efecto de la administracion aguda de rEPO en animales sanos y con ERC.

Es bien sabido que en ERC los niveles plasmaticos de FGF23 aumentan en
forma exponencial a medida que progresa esta enfermedad. Los niveles plasmaticos de
FGF23 se elevan de forma temprana y son proporcionales a la caida de la velocidad de
filtracion glomerular. Previamente, nuestro laboratorio determino que el FGF23
presentaba depuracion renal, medida como una gradiente del 20% arterio-venosa
renal”™. Sin embargo, en la ERCT los niveles plasmaticos de FGF23 se elevan
exponencialmente alcanzando hasta 5 6rdenes de magnitud con respecto a individuos
con funcién renal normal. Por lo tanto, los niveles plasmaticos de FGF23 en ERCT no
se explicarian solamente por la pérdida de depuracion renal. FGF23 es también
regulado por los niveles plasmaticos de PTH, 1,25-dihidroxivitamina D3, fosfato y calcio,
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sin embargo, los cambios de estos factores se producen posterior al alza de FGF23, por
lo cual no explicarian el alza temprana observada en la ERC. Por otro lado, en etapas
avanzadas de la ERC se ha postulado que la deficiencia de hierro y procesos
inflamatorios podrian actuar como posibles reguladores de la expresiéon de FGF23. La
ERC es una enfermedad con un importante componente inflamatorio, en el que
citoquinas tales como IL-1B, IL-6 y TNF-a. se encuentran elevados’®. Estudios en ERC
experimental han mostrado que la administracion aguda de IL-1 indujo una
disminucién del hierro plasmatico y junto con esto un aumento de los niveles
plasmaticos de FGF237°, sin embargo, las magnitudes de cambio observadas no
explicar satisfactoriamente el alza observada en la ERC, sugiriendo asi que existirian
otros reguladores. Por lo tanto, en base a nuestros estudios previos, en los que rEPO
indujo la expresion de FGF23 en animales sanos y datos clinicos en que los pacientes
que presentan ERCT presentan anemia y se les administra rEPO, nosotros sugerimos
la hipotesis de que rEPO contribuiria al alza de FGF23 observada en la ERCT.
Previamente otros articulos han demostrado que el alza de los niveles
plasmaticos de FGF23 en la ERC estaban asociados al aumento de su expresién en el
hueso, especificamente en osteocitos y osteoblastos’®. En esta tesis demostramos que
la médula ésea contribuye también al aumento de los niveles plasmaticos de FGF23
descritos en ERC. En el presente estudio, hemos demostrado el aumento de la
expresion de FGF23 en la médula 6sea en dos modelos experimentales de ERC: el
modelo por nefropatia inducida por oxalato de calcio que se caracteriza por una
disminucion progresiva de la funcion renal al depositarse cristales de oxalato de calcio
en el rinon, y el modelo de nefrectomia parcial 5/6 con pérdida de la funcién renal por
pérdida de masa renal. La posibilidad de la existencia de otro tejido productor de FGF23
fue planteada en un estudio reciente que mostré que la delecién tejido especifica de
FGF23 en osteocitos y osteoblastos disminuye los niveles plasmaticos de FGF23, pero
no logra normalizar los niveles de FGF23 a los de un animal sano’’, por lo que nuestros
estudios harian una contribucion en esta area. A modo de poder explicar el aumento de
expresion de FGF23 en la médula 6sea y debido a que nuestros estudios demostraron
que EPO induce la expresion de FGF23, analizamos si la EPO enddégena o su receptor
(EPOR) de nuestros animales con ERC estaban aumentados. Encontramos que los

53



niveles plasmaticos de EPO en la ERC son iguales a los encontrados en los animales
sanos, sin embargo, existe un aumento de la expresion del EPOR en la médula 6sea, lo
que se asociaria a una mayor expresion de FGF23. En resumen, encontramos
expresion de FGF23 en la médula ésea de animales sanos y con ERC. En esta ultima
condicion encontramos un aumento de los niveles plasmaticos de iIFGF23 y cFGF23,
que es caracteristico de la ERC, nuestros estudios demostraron por primera vez que la
médula 6sea es un tejido que contribuye al alza de los niveles plasmaticos de FGF23
en la ERC y ademas en éste tejido se encuentra la maquinaria enzimatica para

procesar y secretar FGF23, que son las enzimas GalNT3 y Fam20C (Figura 28).
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Células BFU-e/CFU-e Células BFU-e/CFU-e

Figura 28. Esquema representativo de la expresion de FGF23 en animales sanos y con
ERC. A. Los animales sanos expresan FGF23 en las células de la médula 6sea (BFU-e
y CFU-e) y ademas las enzimas GalNT3 y Fam20C. B. En la ERC existe un aumento de
expresion del transcrito de FGF23 y de las enzimas GalNT3 y Fam20C en las células
de la médula 6sea produciendo un aumento de los niveles circulante de IFGF23 y
cFGF23.

Posteriormente, analizamos la administracion aguda de rEPO. En animales

sanos rEPO produjo un aumento rapido de la abundancia del mMRNA de FGF23 en la
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meédula ésea. Junto con ello, se observd un aumento de los niveles plasmaticos de
iIFGF23 y cFGF23 (Figura 29). Estos cambios fueron transitorios, donde se
normalizaron a las condiciones basales de niveles de expresion del transcrito y
abundancia plasmatica a las 48 horas post administracion de rEPO. El aumento de la
[FGF23]r que observamos en este trabajo concuerda con nuestros estudios previos’®.
Ademas, resultados de estudios recientes en pacientes con funcién renal normal y con
anemia muestran el efecto rapido de la inyeccion de rEPO, estos estudios también
concuerdan con lo observado en esta tesis, donde en respuesta a rEPO se observé un
aumento rapido de los niveles plasmaticos de iIFGF23 y cFGF23 entre las 12-18 horas

post administracion®®,
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Figura 29. Esquema representativo del efecto agudo de rEPO sobre la expresion de
FGF23 en animales sanos. A. Los animales sanos expresan FGF23 en las células de la
médula 6sea (BFU-e y CFU-e) y ademas las enzimas GalNT3 y Fam20C. B. Luego del
suministro de rEPO existe un aumento de expresion del transcrito de FGF23 y de las
enzimas GalNT3 y Fam20C en las células de la médula 6sea aumentando los niveles
circulantes de iIFGF23 y cFGF23.

Una vez analizado el efecto de rEPO en animales con funcién renal normal,

comparamos el efecto agudo de rEPO en ratones ERC. En nuestro estudio, rEPO
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aumento la expresion del mRNA de FGF23 en la médula 6sea de animales con ERC,
de forma transiente. A diferencia de los animales sanos, rEPO indujo sélo un aumento
de la expresiéon de FGF23 en la médula ésea a las 4 horas de so6lo 11 veces con
respecto al basal, observandose una respuesta medular disminuida respecto un animal
con funcién renal normal. Por otro lado, al analizar los niveles plasmaticos de FGF23 en
respuesta a rEPO en la ERC, observamos s6lo aumento de los niveles plasmaticos de

cFGF23. Por lo que a continuacion analizamos el procesamiento de FGF23 (Figura 30).
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Figura 30. Esquema representativo del efecto agudo de rEPO sobre la expresion de
FGF23 en animales con ERC. A. Los animales sanos expresan FGF23 en las células
de la médula 6sea (BFU-e y CFU-e) y ademas las enzimas GalNT3 y Fam20C. B.
Luego del suministro de rEPO existe un aumento de expresion del transcrito de FGF23
y de las enzimas GalNT3 y Fam20C en las células de la médula ésea, produciendo un
aumento de los niveles circulante de iIFGF23 y cFGF23.

A luz de las diferencias en los niveles plasmaticos de FGF23 observadas entre
los animales sanos y ERC, analizamos las proteinas que regulan la secrecion y el corte
proteolitico de FGF23. Durante la maduracion, FGF23 es O-glicosilado por GaINT3 en
varios sitios cercanos a Ser180°¢, esta glicosilacion proteje a la proteina de FGF23 de la
proteolisis y facilita su secrecion, por lo tanto, un aumento de la expresion/actividad de
esta enzima se correlacionaria con un aumento de los niveles plasmaticos de iIFGF23.
Esto es evidente en la calcinosis tumoral familiar hiperfosfatemica, donde la pérdida de
funcién de ésta proteina se relaciona con una disminucion de iIFGF23, aumento de la

reabsorcion renal de fosfato y presencia de hiperfosfatemia®”. Ademas de la O-
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glicosilacion existe fosforilacion en Ser180 por la proteina quinasa family with sequence
similarity 20, member C (Fam20C), que es una enzima constitutiva en el Golgi y puede
ser secretada al plasma. Esta quinasa fosforila proteinas secretas en los motivos Ser-X-
Glu/pSer. Esta fosforilacion induce el corte proteolitico de FGF23 por furina tanto
citoplasmaticas y extracelulares y por lo tanto, un aumento de los niveles plasmaticos
de cFGF23. La pérdida de funcion de esta quinasa causa el sindrome de Raine, que se
caracteriza por hipofosfatemia asociada a aumentos plasmaticos de iIFGF23%8. Por lo
tanto, la regulacién de la expresion/actividad de ambas enzimas regularia los niveles

plasmaticos de FGF23 y la forma predominante que aparecen en el plasma.

Expresion de ambas enzimas fue detectada en la médula ésea en donde los
animales ERC mostraron mayores niveles de expresion con respecto a los animales
sanos (Figura 28). El aumento de expresion de estas enzimas en la médula ¢sea de
animales ERC, se correlaciona con el aumento de la expresion y secrecion de ambos
tipos de FGF23 en la ERC. Esto implica que en el contexto de esta enfermedad el
aumento de la expresion de FGF23 se induciria en forma paralela a un aumento en la
maquinaria de procesamiento de la proteina. Estudios posteriores deberan analizar la
causa de la induccidon de FGF23 en la médula 6sea, su efecto hematoldgico e
implicancias para el desarrollo de enfermedad cardiovascular.

Ademas, describimos que al igual que FGF23, las enzimas que determinan su
procesamiento son reguladas por rEPO. En los animales sanos en respuesta a una
dosis aguda de rEPO se observd un aumento rapido de Fam20C, lo que se relaciona
con un aumento rapido de los niveles plasmaticos de la forma cFGF23 y de mayor
magnitud que la forma iIFGF23. Esta observacion entrega por primera vez un
mecanismo de regulacion de la expresion de Fam20C en algun tejido. Desde el punto
de vista de GalNT3, también se observé un aumento de la expresién en la médula ésea
en respuesta a rEPO, pero con un cambio relativo menor a lo observado con Fam20C.
La relacidn de expresion de ambas enzimas explicarian el alza menor de la forma
iIFGF23 en el plasma en los animales sanos (Figura 29).

El aumento de expresion de Fam20C podria afectar no sélo la fosforlizacién de
FGF23 sino que de otras proteinas fosforiladas que son secretadas y que tienen accion
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biolégica, como por ejemplo, osteopontina (OPN), una proteina secretada que es
fosforilada directamente por Fam20C y que ha sido ampliamente estudiada en la
calcificacién vascular asociada a la ERC®. Los niveles de fosforilacion de OPN
determinan su actividad, donde a mayor grado de fosforilacion seria inhibitorio de la
calcificacion en los sitios de las placas arterioscleroticas’®. Por otro lado, la activacion
de FGFRA1, principal receptor de FGF23, estimula la expresion de OPN directamente en
las células de musculo liso vascular’!. Esto sugiere que la administracion de rEPO en la
ERC, a través de su efecto en la médula 6sea, podria contribuir a la calcificacion
vascular.

En animales con ERC también observamos que la administracion de rEPO
regula la expresion de ambas enzimas, pero de forma antagonica a lo observado en los
animales sanos. Basalmente los animales con ERC tienen mayor expresién de ambas
enzimas versus un animal sano. Luego post administracion de rEPO se observd una
inhibicion de la expresion de ambas enzimas, donde la expresion relativa de GalNT3
fue igual a los animales sanos. Por otro lado, Fam20c tambien tuvo una regulacién
negativa de su expresion que se mantuvo aun asi mas alta que los animales sanos.
Estos cambios en los niveles de expresion de ambas enzimas explicarian un aumento
de solo la forma cFGF23 en la ERC en respuesta a rEPO, ya que estaria presente el
efecto de Fam20C por sobre el de GalNT3 y con el ello el corte proteolitico estaria
favorecido. Los cambios de expresiéon de ambas enzimas que regulan el procesamiento
de FGF23 en respuesta a rEPO nos entregan una aproximacion que debe ser
comprobada con ensayos in vitro de actividad de ambas enzimas y analisis de
expresion de la proteina FGF23 intacta o clivada.

Nuestros resultados muestras que existe una regulacion de los niveles de FGF23
en respuesta a rEPO, en ambos animales. Tanto animales sanos como con ERC se
observaron que en respuesta a rEPO ocurre un aumento mayor de los niveles de
cFGF23 respecto a iIFGF23. Al realizar la razon iFGF23/cFGF23 se observo que la
razon disminuyd rapidamente en respuesta a rEPO, llegando a un cuarto de los valores
iniciales a las 2 horas y estos valores se mantuvieron hasta las 24 horas. De esta
forma, el aumento mayor de los niveles de cFGF23 podria asociarse un mecanismo de
auto-inhibicion de los receptores FGFR1 y FGFR3 que requieren como cofactor Klotho,
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ya que ha sido reportado que la administracion del fragmento C-terminal de FGF23
(180-205) actua con antagonista de los receptores que requieren Klotho ya que inhibe
la formacion del complejo FGF23-FGFR-Klotho’2. De esta forma, el aumento de iIFGF23
en respuesta a rEPO en animales sanos o su mayor abundancia en la ERC podria estar
asociado a un aumento de la actividad de receptores independientes de Klotho como el
FGFR4 y con ello presentarse algunos efectos patolégicos como la hipertrofia cardiaca.

Efecto de la administracion crénica de rEPO en animales sanos y con ERC.

Los niveles plasmaticos de FGF23 se incrementan exponencialmente a medida
que disminuye la funcién renal y su mayor alza se observa en la etapa 5, cuando los
pacientes comienzan con la terapia de reemplazo renal (dialisis). Junto a esto, los
pacientes ERC presentan anemia. La administracion de rEPO en pacientes con
enfermedad renal cronica adultos se sugiere a partir de una concentracion de Hb menor
a 10 g/dL, y en ERC etapa 5 se debe evitar caidas de Hb menor a 9 g/dL. El blanco
terapéutico de la terapia de mantenimiento es de valores que no superen los 11,5
g/dL"3. Por ello y en base a los resultados de este trabajo, nos parecié esperable que el
tratamiento crénico con rEPO pudiera causar un aumento de la [FGF23]r debido a su
mayor expresion y secrecion desde la médula ésea.

Para evaluar esta hipotesis, en el presente estudio analizamos el efecto de la
administracion cronica de rEPO en animales con funcion renal normal y con ERC. En
animales sanos encontramos que rEPO indujo un aumento de la expresién del
transcrito y proteina de FGF23 en la médula 6sea. Sin embargo, los niveles plasmaticos
tanto de la forma iIFGF23 como cFGF23 se encontraron similares a los animales control
(inyeccion de vehiculo) después de 2 semanas de tratamiento (Figura 31). Este
resultado confirma que, en animales con funcién renal conservada, el efecto de rEPO
es agudo y transiente. La posible discondancia entre el alza del transcrito y proteina en
la médula 6sea, pero no plasmatica se puede explicar en parte por el aumento de
células productoras de FGF23, BFU-e y CFU-e observados en los analisis de

citometria. Entonces, hay una mayor masa o proporcion de células que producen
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FGF23 que los animales sin rEPO. Considerando que en nuestro estudio para evitar el
posible efecto agudo, la ultima dosis de rEPO fue suministrada 72 horas antes del
sacrificio de los animales, queda por analizar si el FGF23 secretado frente a dosis
cronicas de rEPO muestra aumentos transitorios, y si el tratamiento con rEPO modifica
la vida media de FGF23 en el plasma. Es de esperar que al existir un aumento de las
células productoras de FGF23 en la médula 6sea luego del tratamiento crénico de
rEPO, una dosis aguda en esta situacion induzca un alza aun mayor en la expresién del
transcrito y los niveles plasmaticos de FGF23.

Consitente con los resultados que observamos en los ratones con funcién renal
normal, la administracion cronica de rEPO en ratones ERC tampoco produjo un
aumento de los niveles plasmaticos de FGF23 ni de la forma iIFGF23 o cFGF23. Sin
embargo, a diferencia de lo observado en los animales sanos, en la ERC no se observé
una elevacion del transcrito y proteina después del tratamiento con rEPO en forma
cronica. Ademas, si bien ocurrio un aumento de la proporcion de células BFU-e y CFU-
e en los animales ERC tratados con rEPO respecto al grupo ERC control, este cambio
fue menor a lo observado en los animales con funcién renal normal (Figura 31).
Especulamos que la falta de aumento significativo de [FGF23]p en los animales ERC se
puede explicar por una resistencia a la accién de rEPO como inductora de FGF23, que
no fue suficiente para aumentar el transcrito y la proteina.

Los resultados de esta tesis mostraron que rEPO si aumenta la expresion y
secrecion de FGF23 desde la médula 6sea, pero sélo en forma aguda. Por esto es
relevante el curso temporal post suministro de rEPO en que son analizados los
experimentos en modelos animales e incluso en seres humanos. Por ahora en ratones,
sabemos que el estimulo con rEPO indujo en pocas horas la expresion y secrecidon de
FGF23, estudios en humanos también muestran un efecto agudo de rEPO sobre la
expresion de FGF23 en forma temprana (12-18 horas)®¢. Por lo que es relevante en
este contexto el tiempo de tomas de muestras post rEPO. Estudios en paciente con
ERC etapa 5 (dialisis) muestran gran variabilidad de los niveles plasmaticos’™, es
posible que factores como la administracion de rEPO a estos pacientes y la toma de
muestra hayan influido en esa variabilidad. Por otro lado, observamos que rEPO si

indujo un aumento de la poblacion de células BFU-e y CFU-e en los animales con ERC
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(Figura 31), entonces es necesario evaluar si este aumento de células productoras de
FGF23 puede inducir cambios agudos mayores de FGF23 luego del suministro de
rEPO. Ademas, estudios futuros deberan evaluar si la via de senalizacion de rEPO se

ve alterada en la ERC.
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Figura 31. Esquema representativo del efecto cronico de rEPO sobre la expresion de
FGF23 en animales con funcion renal normal y con ERC. Animales con funcién renal
normal y con ERC recibieron rEPO por dos semanas, 3 veces a la semana. A. Los
animales sanos expresan FGF23 en las células de la médula 6sea (BFU-e y CFU-e), el
tratamiento cronico indujo un leve aumento de la expresion de FGF23, pero sin cambios
en los niveles plasmaticos respecto a un animal sano sin rEPO. B. Los animales con
ERC expresan FGF23 en las células de la médula 6sea (BFU-e y CFU-e), el tratamiento
cronico no produjo cambios en la expresion de FGF23, ni cambios en los niveles
plasmaticos respecto a un animal con ERC sin rEPO. Ambos tipos de animales
aumentaron la proporcion de células BFU-e y CFU-e luego del tratamiento con rEPO.
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X. CONCLUSIONES

Esta tesis describié el mecanismo celular por el cual rEPO induce la expresiéon de
FGF23 en las células de la médula ésea. Se determind que los progenitores eritroides
BFU-e y CFU-e son los que expresan FGF23 en respuesta a rEPO. La activacion del
receptor homodimérico de EPO induce la expresion del transcrito de FGF23 en forma
dependiente de la activacion de la via de sefnalizacion intracelular STAT5. Ademas, se
determind que rEPO regula la expresidn de enzimas que son parte de la maquinaria de
biosintesis y secrecion de FGF23.

In vivo, la médula ésea contibuye a los niveles plasmaticos de FGF23 en la ERC.
Ademas, rEPO indujo la expresion de FGF23 en las células de la médula 6sea tanto en
animales sanos como con ERC. Esta induccion fue transitoria luego de una inyeccion
aguda de rEPO. De forma cronica la administracion de rEPO no indujo cambio en los
niveles plasmaticos de FGF23 en animales sanos o con ERC.
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Xl. METODOLOGIA

Aislamiento de las células de la médula 6sea.

Los fémures y tibias de raton fueron cosechados en condiciones estériles y se cortaron
las epifisis de cada hueso. La médula 6sea se enjuagd usando una jeringa de 1 mL con
una aguja de calibre G26 rellena con medio RPMI-1640 suplementado con 0,2%
albumina de suero bovino. Las resuspensiones de células se hicieron pipeteando
repetidamente y pasando a través de un colador de células de 70 ym. Las células se
centrifugaron a 2.000 rpm durante 5 minutos y el sedimento se lavé con medio RPMI-
1640. Los globulos rojos se lisaron resuspendiendo el pellet de células en 1 mL de
buffer de lisis ACK durante 1 minuto, luego se lavaron con medio de cultivo dos veces,
centrifugando y resuspendiendo en medio.

Cultivo de explantes de médula ésea.

Se resuspendieron células de médula dsea recién aisladas en medio RPMI-1640 a una
concentracion de 107 células/mL y se sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos (1
mL/pocillo). Las células se dejaron reposar durante 30 minutos antes de iniciar los
diferentes tratamientos con farmacos. El antagonista de EPOR-EPOR, EMP9
(GGTYSCHFAPLTWVCKPQGG-Amidado puente disulfuro, PepMic Co., Ltd. Suzhou,
PR China) se afadié 15 minutos antes de administrar rEPO para permitir el bloqueo del
receptor. Se anadié rEPO 5 Ul/mL a las células en presencia o ausencia de EMP9 500
nM y se incubaron durante un periodo de 2 horas a 37°C en una atmosfera de CO: al
5%/02 al 95%. Después del tratamiento, el RNA total se aislé para el analisis de
expresion génica. Con el objetivo de evaluar un posible papel del receptor
heterodimérico EPOR/CD131 en la regulacion de FGF23 se usoé el agonista especifico
de este receptor, ARA290 500 nM (Acido piroglutamico-EQLERALNSS, PepMic Co.,
Ltd. Suzhou, PR China). Para determinar las vias de sefalizacion involucradas en la
regulacion de FGF23 por rEPO se usaron inhibidores farmacoldgicos especificos
(detallados en la Tabla 1) contra proteinas de cada una de las vias de sefalizacion
conocidas para el receptor de EPO (PI3K/Akt, MAPK 'y STATS).
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Tabla 1: Inhibidores farmacolégicos de las vias se sefalizacion.

Proteina Concentracion
Inhibidor ICs0 Referencia
Blanco usada
N'-((4-Oxo-4H-chromen-3yl) Merck
STATS methylene)nicotinohydrazide 47 yM 200 uM Millipore
MEK PD0325901 0,33 nM 100 nM Selleckchem
AKT Afuresertib 2,6 nM 10 uM Selleckchem
Animales

Se utilizaron ratones machos C57BL/6, de peso inicial de 20-25 grs., que fueron
mantenidos con ciclos luz/oscuridad de 12/12 horas, a una temperatura de 21°C + 1 °C
con humedad controlada de 40-50%. Los animales recibieron comida y agua ad libitum.
Todos los animales fueron mantenidos segun las recomendaciones para manejo y
cuidado de animales de experimentacion Guide For The Use Of Laboratory Animals del
National Institute of Health y el protocolo experimental fue aprobado al Comité de
Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile CBA FMUCH # 0988
(adjunto).

Modelos experimentales de enfermedad renal crénica (ERC) en ratones.

ERC por Nefrectomia 5/6.
Se realizé nefrectomia 5/6 (NPX5/6) en 2 etapas, como hemos descrito previamente

(Michea et al., 2008). Los ratones fueron anestesiados con anestesia inhalatoria
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(isofluorano 2%/oxigeno) durante toda la intervencion. Se realizé nefrectomia 2/3 del
rinon izquierdo mediante decapsulacion cefalica y caudal, ligadura de los polos y
extraccion quirurgica. Después de 7 dias se extrajo el rindon derecho mediante ligadura
del pediculo renal (arteria y vena renal) y nefrectomia teniendo cuidado de no lesionar
la glandula adrenal.

ERC inducida por oxalato

Se prepard una dieta de oxalato afiadiendo 50 umol de oxalato soédico por gramo de
dieta estandar libre de calcio (Dyets Inc. Calcium Free AIN-76 #200150). La eliminacion
del calcio de la dieta aumenta la cantidad de oxalato soluble disponible para la
absorcion. Se administré una dieta libre de oxalato y calcio (dieta control) durante 3 dias
para eliminar cualquier calcio intestinal residual antes de cambiar a una dieta de alto
oxalato soluble. La dieta con alto oxalato se mantuvo por 14-21 dias con extraccioén de
plasma cada 7 dias de tratamiento para determinar hematocrito y parametros de
funcién renal. Los animales que presentaron un BUN elevado fueron cambiados a dieta
de mantencion normal (LabDiet, 5P00, Prolab RMH 3000) durante 7 dias adicionales
luego del periodo de alimentacién con dieta con alto oxalato, donde se determino
hematocrito y parametros de funcion para asegurar un fenotipo ERC. Los animales que
presentaron un nitrégeno ureico sobre 100 mg/dL y anemia fueron incluidos en este

estudio.

Grupos experimentales.
Estudio del tratamiento agudo con rEPO en NPX5/6.

Tratamiento agudo: luego de la segunda operacion, los animales se mantuvieron

durante 4 semanas en condiciones estandar, concluido este tiempo de inyecté una
dosis de rEPO (Recormon™, ROCHE, 5000 UI/Kg) mediante inyeccién subcutanea
(s.c.) o vehiculo (NaCl 0,9%).
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Figura 32. Esquema representativo de experimentacion del modelo experimental ERC
5/6.

Se dividira el estudio en tratamiento agudo y crénico con rEPO modelo ERC
Oxalato.

Luego de los 7 dias de dieta normal post 14 dias de oxalato los animales de dividieron
en 2 grupos (rEPO o vehiculo) donde se inyecté rEPO (Recormon™, ROCHE) (5.000
UI/Kg peso corporal) mediante inyeccion subcutanea (s.c.) o vehiculo (NaCl 0,9%)
respectivamente. Adicionalmente, se analizaron los grupos Sham (rEPO o vehiculo).
Tratamiento crénico: luego de los 7 dias de dieta normal post oxalato los animales se

dividieron en los siguientes grupos: SHAM mas vehiculo, SHAM mas rEPO, ERC mas
vehiculo, ERC mas rEPO. La rEPO (5000 IU/Kg peso corporal, s.c.) o vehiculo (NaCl

0,9%) se inyectd 3 veces a la semana.

66



[FGF23]p
[Klotho]p
Cretininemia
P.A. (telemetria)
BUN-Fosfato
VFG (sinestrina-FITC)
Hematocrito
Hb
Reticulocitos
Proteinas y mRNA
(Médula 6sea)

l

[FGF23]p
[Klotho]p
Cretininemia
P.A. (telemetria)
BUN-Fosfato
VFG (sinestrina-FITC)
Hematocrito
Hb
Reticulocitos
Proteinas y mRNA
(Médula ésea, rindn
y corazoén)

|

-3 0
Dieta Inicio
Sin Ca?* Oxalato

Figura 33. Esquema

Oxalato.

7 14 21
-Termino  |nicio rEPO
Oxalato  Tto Crénico
-Inicio
Comida Tto Agudo
Pellet

35

dias

Fin rEPO
Tto Cronico

representativo de experimentacion del modelo experimental ERC

Determinaciones en plasma
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Al finalizar el periodo experimental los animales fueron anestesiados y se realizo la
extraccion de sangre de la vena cava para obtencion de plasma. La muestra se utilizé
para determinaciones de nitrégeno ureico (BUN), fosfato y potasio plasmatico, FGF23
C-terminal mediante un kit de ELISA comercial (Immutopics, Athens, OH, Cat#60-6300
para cFGF23), y FGF23 intacto mediante un kit de ELISA comercial (Immutopics,
Athens, OH, Cat#60-6800 para iIFGF23), EPO mediante kit de ELISA BiolLegend
MaxTM Mouse eritropoyetina (EPO) BL.442707.

Extraccion de RNA de células de médula 6sea.

Se extrajo RNA total de muestra de células de médula ésea a 4°C a partir
aproximadamente 2 mm? de tejido recién extraido del animal o 1 pocillo de una placa de
24 pocillos con aproximadamente 1 millon de células, en 1 mL de TRIzol (Michea et al.,
2008). Las muestras se trataron por 30 minutos a 37°C con DNAsa | (DNA-free™,
Ambion Applied BioSystems, Waltham, MA USA) para eliminar eventual contaminacion
con DNA gendmico. La cuantificacion del RNA se realizé por el método fluorométrico
Quant-iT™ Assay (Invitrogen, Waltham, MA USA) de acuerdo a las indicaciones del

fabricante.

Transcripciéon Reversa.

La reaccion de transcripcion reversa se llevo a cabo con el sistema de sintesis para RT-
PCR Improm-II™ Reverse Transcription System (Promega Corporation, Madison, WI,
USA), utilizando 0,2 pg de RNA total como templado, de acuerdo a instrucciones del
fabricante (Michea et al., 2008). EI cDNA obtenido sera utilizado como templado en
reacciones de polimerasa en cadena cuantitativas (QPCR).

Partidores.

Los partidores utilizados fueron disenados a partir de las secuencias del mRNA
presentes en GEN BANK y el uso del software Amplifix1.5.4. Una vez disefiados se
evaluo la especificidad realizando una busqueda Blast de las secuencias de cada
oligonucledtido. Para cada set de partidores se determinaron las condiciones optimas
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para amplificacién del gen de interés. Los partidores fueron sintetizados por Integrated
DNA Technologies, Inc. (Coralville, lowa, USA).

Tabla 2. Secuencias de partidores Sense y Asense.

Target Partidor Sense 5°- 3’ Partidor Asense 5°- 3
18S CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA GCT GGA ATT ACC GCG GCT
Pim1 TTC GGC TCG GTC TAC TCT GG GGC TCC TCG TTC GGT GAT AA
FGF23 |CAG GCACCGCTATTC AGA AT TGT GTG TGA GTACAG ATT CCCC
EPO AGG TCC CAG ACT GAG TGA AA AGG CTA CGT AGA CCACTG AT
EPOR CCA GCT CTAAGC TCC TGT GC CTTCAG GTG AGG TGG AGT GG

FAM20C |GCcG CTTTGC ACATTG CTGTT AGA GGC TGG ATC TGA GCT GAA
GALNT3 |[CGC TCACGT TCTTAG ATG CTC  [TAT CCT GGC CAG CAG AGG

Klotho TGA CAA CTA CGT TCA AGT GGA CA|GCC GGA TGG CAG AGA AAT CA

PCR en tiempo real.

El gPCR fue realizado en un termociclador Applied BioSystems StepOne, usando
el método SYBRGreen. Se determin6 la abundancia de 18S (transcrito constitutivo),
para todas las muestras bajo las mismas condiciones: DEPC-H>O, buffer Tag DNA
Polimerasa, MgCl> 2,5 mM, dNTPs 0,2 mM, Tag DNA Polimerasa 2U (Promega
Corporation, Madison, WI, USA).

La determinacion de la abundancia de los transcritos se realizé siguiendo la misma
metodologia descrita. En todas las reacciones se incluyé curva estandar con diluciones
conocidas y crecientes del producto de PCR de interés.

Finalmente, los resultados se expresaran como la razon del transcrito de interés/18S.

Extraccion de proteinas

Se prepararon extractos de proteinas totales a partir de los tejidos de interés
mediante homogenizado en Lysing Matrix D Tube (MP Biomedicals, Santa Ana, CA,
USA), 4°C, tampon sacarosa con inhibidores de proteasas (ROCHE) y fosfatasas
(ROCHE).
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Luego, el homogenado fue centrifugado a 4000 rpm durante 15 minutos a 4°C
(Centrifuge 5415R, Eppendorf). El sobrenadante obtenido se guardé alicuotado a -20°C

hasta su utilizacion.

Western Blot

Se determind la concentracion de proteinas en cada muestra utilizando como
estandar albumina sérica bovina (Winkler, BM-0150). Las proteinas fueron sometidas a
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE (4-12%). Se utilizo buffer de corrida
(Tris 1.5%, Glicina 7.2%, SDS 0.5%), a 75 V durante 30 minutos y luego a 150 V hasta
el final de la corrida del frente de migracion.

Para la electrotransferencia se utilizé una camara Transblot-SD (BioRad), en una
membrana de nitrocelulosa (Trans-Blot Transfer Medium, BioRad). Se bloqued la
membrana en 5% BSA o leche descremada en buffer TTBS, dependiendo del
anticuerpo primario a usar. Posteriormente, se incubd la membrana con el anticuerpo
primario para FGF23 (ab123502, Abcam), ERK total, pERK, AKT total, pAKT, STAT5
total, pSTATS (Cell Signaling, Technology) diluido en TTBS mas BSA al 5% (dilucién
1:1000). Luego se incubs en presencia de anticuerpo secundario H & L Chain Specific
Peroxidase Conjugate, Santa Cruz). La carga de proteinas de las distintas muestras fue
verificada a través de la cuantificacion de [(-actina. Para el revelado, se utilizd
quimioluminiscencia mediante EZ-ECL Western Blotting Substrate (Bl, Biological
Industries) y foto-documentador de imagines CLINX. La densitometria se realizé con el
programa Adobe Photoshop 7.0.

Analisis de citometria de flujo de células de médula 6sea y células progenitoras
hematopoyéticas.

Las células de médula 6sea se incubaron con rat anti-mouse CD16/CD32
(Mouse Fc Block™, BD Biosciences, San José, CA) y luego se marcaron con rat anti-
mouse CD71 conjugado con PE-Cy7 y rat anti-mouse TER119 conjugado con PE
(ambos BD Biosciences) en PBS/BSA al 0,5% durante 20 min a 4°C. A continuacion, las
células se lavaron dos veces en PBS/BSA al 0,5% y se analizd la expresiéon superficial
de las proteinas. Para el analisis fenotipico por citometria de flujo, se resuspendieron 2
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x 10° células en 80 uL de PBS/BSA al 0,5%. Las células se resuspendieron en 0,3 mL
de PBS/BSA al 0,5% y se analizaron dentro de 1 hora después de la tincién usando el
software BD FACSDiva en un citometro de flujo BD FACS-Cantoll (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA). Se recolectaron datos de fluorescencia de al menos 100.000
eventos para cada muestra. La intensidad fluorescente media (FLI) se utilizé como
medida de la expresion superficial de la proteina. Las células no tefiidas o células
tefiidas con un solo anticuerpo fueron usadas como control negativo para cada canal de

fluorescencia.

Analisis estadistico.

Determinacion del niumero de animales: se estudiaron variables continuas como:

Parametros hematoldgicos, paramétros de funcion renal, y dafio en tejido blanco
(variables de dafo de tejido blanco pueden ser estudiadas juntas). Se estudiaron 4
grupos de animales (Control, control+rEPO, ERC y ERC+rEPO). Para el estudio de
cada variable se requirieron los 2 grupos de animales mencionados anteriormente, uno
para hacer el estudio agudo y otro para el estudio cronico de la administracion de rEPO.
Considerando: alfa = 0,05; poder = 0,8; asumiendo una desviacion estandar del 20% en
las variables de interés y esperando encontrar una diferencia entre grupos mayor o
igual al 30% (respecto al grupo control) y considerando un 20% de pérdida, se
necesitaron 7 animales por grupo. Por lo que se requerieron 168 ratones (4X2 grupos x
7 ratones por grupo x 3 variables = 168).

Los resultados fueron expresados como promedio + error estandar (ES) de los valores
obtenidos en cada condicion experimental. Para 2 muestras independientes se
analizaron los resultados con test no paramétrico Mann-Whitney. Para 3 6 mas
muestras independientes los resultados se analizaron con la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis con test a posteriori de Dunns. Se acept6 como nivel de significancia
estadistica un valor de P<0,05.
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