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ABSTRACT

Simvastatin is a HMG CoA reductase inhibitor that has effects on cellular proliferation and differentiation
that may have beneficial effects on abnormal erythropoiesis in high altitude pathologic erythrocytosis (EPA).
In this study the effects on erythropoiesis in vitro and in vivo were assessed in hematopoietic progenitor cell
of patients with EPA.

Methods - Erythroid precursors obtained from bone marrow of patients with or without previous simvastatin
treatment were plated semisolid and liquid culture media with simvastatin or vehicle. Cellular apoptosis was
assessed by the previously described DNA ladder method.

Results — Simvastatin inhibits erythropoiesis in high altitude pathologic erythrocytosis patients. The
erythropiesis inhibition is more important in EPA and hypercolestherolemia patients with previous statin
treatment. The characteristics of the erythroid colonies are different among the statin or vehicle cultures. The
apoptosis is increased in cultures with simvastatin. In patients with EPA, statin treatment diminished the
hemoglobin levels.

Conclusion - For their selective pharmacological action, statins might be the treatment of choice of
EPA.

RESUMEN
La simvastatina es un inhibidor de la HMG CoA reductasa con efectos sobre |a proliferacion y diferenciacion
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celular que probablemente tenga efectos beneficiosos sobre la eritropoyesis alterada de la eritrocitosis
patoldgica de la altura EPA). En este estudio se evaluo el efecto de la simvastatina sobre la eritropoyesis in
vivo e in vitro de células progenitoras hematopoyéticas de pacientes con EPA.

Métodos - Se cultivaron progenitores eritroides de sangre de médula 6sea, en medio de cultivo
semisolido y liquido, suplementados con simvastatina o vehiculo, obtenidos de pacientes con EPA con y sin
tratamiento previo con atorvastatina. Ademas, se estudié la apoptosis por el método de DNA ladder.

Resultados - La simvastatina inhibe la eritropoyesis en pacientes con EPA; la inhibicion es mas intensa
en pacientes con EPA mas hipercolesterolemia tratados con estatinas. Las caracteristicas de las colonias
eritroides son distintas entre las suplementadas con estatinas o vehiculo. La apoptosis esta aumentada en
cultivos con simvastatina. En pacientes con EPA, las estatinas disminuyeron los niveles de hemoglobina.

Conclusion — Las estatinas, por su accién farmacologica selectiva, podrian constituirse en el medicamento

de eleccion en el tratamiento farmacoldgico de EPA.

INTRODUCCION

La simvastatina, farmaco del grupo de las
estatinas, de naturaleza hidrofdbica, es un inhibidor
natural de la 3 hidroxi 3 metil glutaril Coenzima A
reductasa (HMG CoA reductasa) (1, 2), que fue
descubierto a raiz de los experimentos de los
premios Nobel de Medicina, Drs. Michael S. Brown y
Joseph L. Goldstein (3). Las estatinas fueron
extensamente investigadas y utilizadas por mucho
tiempo debido a su efecto inhibidor de la sintesis de
novo del colesterol (4) y otros multiples efectos
derivados de la disminucion de la sintesis del farnesil
(5). Los efectos pleiotrdpicos de los inhibidores de la
HMG CoA reductasa han suscitado varios estudios
experimentales y/o clinicos que justifican su
utilizacién en varios trastornos cardiovasculares (4),
neoplasicos (6), neurodegenerativos (7) y procesos
de angiogénesis e inflamacion (8). Se considera que
sus efectos podrian ser mas amplios de lo que se
suponia en un inicio (1) conforme se descubra su
utilidad en otras patologias.

Por otra parte se sabe que las estatinas poseen
un mecanismo muy interesante de inhibicién de la
proliferacion celular, mediado por las proteinas
dependientes de'las GTPasas, del Rho (1, 9), Raci,
Akt y otros (5) (4). Ademas derivados del farnesil, y
el geranilgeranil han sido involucrados directamente
en la cascada de factores de transcripcion y la
regulacién de la proliferacion y diferenciacion celular
(10). '

La eritrocitosis de altura, en poblaciones ubicadas
en grandes alturas, presenta alteraciones en la
eritropoyesis y la apoptosis de progenitores eritroides
(8); como consecuencia de estas alteraciones v

o

otros trastornos moleculares aun no esclarecidos
completamente la diferenciacién celular eritroide es
excesiva (16). Este proceso fisiopatologico aumenta
considerablemente la viscosidad sanguinea
alterando ostensiblemente las propiedades
reolégicas de flujo laminar, que conducen a un
cuadro clinico propio de la eritrocitosis de altura (12)
que repercute en la calidad de vida y productividad
de los pacientes.

El presente estudio experimental documenta la
accién inhibitoria de las estatinas sobre la
eritropoyesis in vitro e in vivo de células progenitoras
hematopoyéticas en pacientes con eritrocitosis
patologica de altura (EPA).

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se estudiaron cuatro pacientes de sexo
masculino (paciente |, Il, lll, IV) con diagnéstico de

eritrocitosis patolégica de altura, con una edad
promedio de 48 anos, quienes ingresaron al estudio
previo consentimiento informado. Todos ellos
realizaron aféresis sanguinea hasta alcanzar
hemoglobina inferior a 18 g/dl. Dos de los pacientes

“(paciente lll, IV) presentaron alteraciones de

hipercolesterolemia, motivo por el que inicio
tratamiento con atorvastatina, posterior a aféresis
sanguinea.

Aislamiento  de
hematopoyéticas

Las células mononucleadas fueron aisladas de
sangre de aspirado de médula ¢sea por separacion
con gradiente de Ficoll-Pague (Pharmacia, Uppsala,
Sweden), posteriormente fueron lavadas en medio

celulas  progenitoras
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de RPMI 1460 (Gibco, invitrogen corporation, USA).
Las células mononucleadas cultivadas presentaban
una viabilidad superior a 95%. Las células “stem cell”
fueron evaluadas con CD34 por citometria de flujo
(FACS, Becton Dickinson).

Cultivo en medio semisolido de células
progenitoras hematopoyéticas

Los cultivos se realizaron en cajas Petri con grilla
(Cell Culture Dish, w/2mm grid, 35 x 10 mm, USA) en
medio semisolido de cultivo preparado con: Un mL
de metilcelulosa al 0.9% (Metho Cult H4230 without
Epo, Stem Cell Technologies, Canada),
estreptomicina (50 pg/mL) y penicilina (250 Ul/mL).
Se cultivaron 3 x 105 células mononucleadas a 37°C
v 5% de CO2 hasta el dia 18.

Los suplementos adicionales utilizados fueron:
Eritropoyetina recombinante humana 5 Ul/mL
(rHuEpo) (Hemax, SIDUS) y simvastatina 600 nM
(Merk Sharp Dohm, France, generosamente donado
por el Prof. Claudio Sartori). La simvastatina fue
activada por un método previamente descrito (13): 8
mg de simvastatina fueron tratados con 0.2 mL de
etanol al 95% y 0.3 mL de NaOH 0.1 N;
posteriormente la solucion fue calentada a 50 °C por
2 h y neutralizada con HCI hasta un pH de 7,2. La
concentracion final de la simvastatina activa fue de
0.019 mM. El vehiculo utilizado siguio el mismo
proceso de disolucién de la simvastatina.

Los cultivos de células progenitoras
hematopoyéticas siguieron el diseno de estudio
descrito en el cuadro 1.

Cuadro 1: Diseno de estudio para cultivo
semisolido de células progenitoras hematopoyéticas
de pacientes con EPA.

PACIENTE rHUEPO [SUPLEMENTO | GRUPO
"~ ¢on simvastatina A
con EPA vehiculo B
sin simvastatina C
vehiculo D
con simvastatina E
con EPA vehiculo F
y atorvastatina|  sin simvastatina G
vehiculo H
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SUPLEMENTO | GRUPO
Paciente con EPA Simvastatina Vv
Vehiculo X
Paciente con EPA + atorvastatina | Simvastatina ]
- Vehiculo z

Cultivo en medio liquido de células progenitoras
hematopoyéticas

Los cultivos se realizaron en placas de cultivo
(Corning Cell Well, USA) con 1 mL de RPMI 1640
(Gibco, Invitrogen Co, USA), Suero Fetal Bovino al
30%, L glutamina 2 mM, estreptomicina 50 pg/mL y
penicilina sodica 250 Ul/mL. Se cultivaron 7 x 105
células mononucleadas a 37°C y con 5% de CO2 por
14 dias.

Los suplementos adicionales utilizados fueron:
rHuEpo 5 Ul/ml (Hemax, SIDUS) y Simvastatina
600 nM (Merk Sharp Dohm, France).

Los cultivos en medio liquido de células
progenitoras hematopoyéticas siguieron el disefio
de estudio descrito en el cuadro 2.

Cuadro 2: Diseno de estudio para cultivo liquido
de células progenitoras hematopoyéticas de
pacientes con EPA.

NUMERO DE COLONIAS

Paciente | rHUEPO | Suplemento | Grupo | 7 Dias| 14 Dias | 18 Dias
con | simvastatina A 48 73 0
con EPA vehiculo B LA L )
sin simvastatina C 2 19 0
vehiculo D 2 25 13

Tratamiento con estatinas de pacientes con EPA
asociado a hipercolesterolemia

Los pacientes diagnosticados de eritrocitosis
patologica de altura asociado a hipercolesterolemia,
iniciaron tratamiento con atorvastatina posterior a
aféresis sanguinea.

RESULTADOS

La simvastatina inhibe in vitro la eritropoyesis en
pacientes con EPA

La lectura de las colonias eritrocitarias (BFU-E y
CFU-F), cultivadas en medio semisolido, se
realizaron a los 7, 14 y 18 dias (cuadro 3).
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En el grupo A se desarrollaron 48, 73 y 0 colonias
eritroides respectivamente. En el grupo B se
desarrollaron 71, 111 y 90 colonias eritroides
respectivamente (figura: 1).

Figura 1: Numero de colonias eritroides cultivadas
en medio semisélido suplementados con rHUEpo, en
pacientes con EPA.

120
100 //A\\
80 e
W /
o)
£ o -
8 40 \
= ag \
0 T L
T 14 18
Dia
-~ Simvastatina
® \ehiculo
Grupo A: ; Grupo B:

En el grupo C se desarrollaron 2, 19 y 0 colonias
eritroides respectivamente. En el grupo D se
desarrollaron 2, 25 y 13 colonias eritroides
respectivamente (figura: 2).

Figura 2: Numero de colonias eritroides cultivadas
en medio semisdlido sin rHUEpo, en pacientes con
EPA.
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La simvastatina inhibe in vitro con mayor
intensidad la eritropoyesis en pacientes
con EPA en tratamiento con atorvastatina.
La lectura de las colonias eritrocitarias (BFU-E y
CFU-F), cultivadas en medio semisolido, se
realizaron a los 7, 14 y 18 dias (cuadro 4).

NUMERO DE COLONIAS

Paciente | rHUEPO | Suplemento | Grupo | 7 Dias | 14 Dias | 18 Dias
con | simvastatina E 67 92 0
con EPA vehiculo F [ 119 | 159 0
sin | simvastatina| G | 0 2 0
vehiculo H | 10 1 0

En el grupo E se desarrollaron, 67, 92 y 0
colonias eritroides respectivamente. En el grupo F
se desarrollaron 119, 159 y O colonias eritroides
respectivamente (Figura:3).

Figura 3: Numero de colonias eritroides cultivadas
en medio semisdlido suplementados con rHuEpo, en

pacientes con EPA en tratamiento con
atorvastatina.
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En el grupo G se desarrollaron 0, 2 y 0 colonias
eritroides respectivamente. En el grupo H se
desarrollaron 10, 11 y O colonias eritroides
respectivamente (figura: 4).
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Figura 4: Numero de colonias eritroides cultivadas
en medio semisolido sin rHUEpo, en pacientes con
EPA en tratamiento con atorvastatina.
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Las colonias eritroides (BFU-E y CFU-F)
cultivadas in vitro son diferentes entre los
cultivados con simvastatina y vehiculo.

Las colonias eritroides del grupo A son pequenas
en relacion a los del grupo B; ademés a los 18 dias
de cultivo, todas las colonias eritroides del grupo A
presentaban lisis total, mientras que la mayoria de
las colonias eritroides del grupo B permanecen
viables.

La apoptosis esta aumentada en las células
progenitoras eritroides suplementados con
simvastatina.

La valoracion de la apoptosis se realizé con la
técnica de “DNA ladder” los dias 1, 2, 7 y 14. El
grupo W-Y presentd mayor apoptosis con relacion al
grupo X-Z.

Evolucion clinica de pacientes con EPA.

El paciente | (EPA), al diagndstico present6 21.1
g/dl de hemoglobina; posterior a 3 sesiones de
aféresis sanguinea la hemoglobina descendi6 a 17.5
g/dL. Posteriormente quedo en observacion sin
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medicaciéon alguna. El control de hemoglobina
realizado a los 4 meses reportd 19 g/dl.

El paciente Il (EPA), al diagnostico presento 20
g/dl de hemoglobina; posterior a 4 sesiones de
aféresis sanguinea la hemoglobina fue de 16.1 g/
dL. Posteriormente quedo en observacion sin
medicacién alguna. EIl control de hemograma
realizado a los 2 meses reporté 17.5 g/dl de
hemoglobina.

El paciente Il (EPA+Simvastatina), al diagnéstico
presentd hemoglobina de 19.9 g/dl; posterior a 2
sesiones de aféresis sanguinea la hemoglobina fue
de 17.8 g/dL. Por diagnéstico de hipercolesterolemia
inicié atorvastatina 30 mg/VO/dia. El control de
hemoglobina realizado a los 3 meses reportd 14 g/
dL y a los 4 meses 13.8 g/dl.

El paciente IV (EPA+Simvastatina), al diagnéstico
presentd 22.6 g/dl de hemoglobina; posterior a 4
sesiones de aféresis sanguinea la hemoglobina fue
de 18.3 g/dL. Por diagnostico de hipercolesterolemia
inicio atorvastatina 20 mg/VO/dia. El control de
hemoglobina realizado a los 2 meses reporto 17
g/dL.

DISCUSION

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio
(8) sugieren la posibilidad de que la eritrocitosis
patolégica de altura sea una condicién caracterizada
por la proliferacién monoclonal u oligoclonal de los
precursores eritroides o presenten una respuesta
exagerada a bajas dosis de Epo; probablemente
mediada por niveles aumentados de eritropoyetina
y/o hipersensibilidad a la eritropoyetina y/o aumento
de receptores de la EPO (15). En el presente
estudio, se ha demostrado que en pacientes con
eritrocitosis patoldgica de altura existe un grupo de
celulas progenitoras aparentemente normales y otro
grupo de progenitores cuyos mecanismos de
proliferacion y diferenciacion celular estan
alterados.

Se ha demostrado que el efecto apoptotico de la
inhibicion farmacologica de la HMG CoA reductasa
por las estatinas es selectivo (6) provocando
apoptosis celular, solo en células con alteraciones
moleculares de trascripcidon, supervivencia,
proliferacién y diferenciacién celular.

o
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Los experimentos realizados han evidenciado
que la inhibicion de la eritropoyesis por la
simvastatina es mas evidente en cultivos de células
progenitoras de la linea eritroide suplementados con
rHuEpo que en los suplementados con vehiculo.
Esto probablemente es atribuible a la proliferacion y
diferenciacion anormal de las células progenitoras
comprometidas de la linea eritroide estimuladas por
la eritropoyetina. Estos resultados respaldan la
teoria de la mono-oligoclonalidad de la eritrocitosis
patolégica de la altura.

La inhibicion de la eritropoyesis, en nuestro
estudio, también esta documentado con las
caracteristicas y la supervivencia de las colonias
eritroides; los cultivos suplementados con
simvastatina son mas pequenos y de vida corta,
mientras que los cultivos suplementados con
vehiculo son més grandes y de vida prolongada.

La evidencia de la apoptosis acelerada de los
progenitores eritroides suplementadas con
simvastatina, nos demuestra el mecanismo de
accion inhibitoria de la eritropoyesis.

La inhibicion de la HMG CoA reductasa por las
estatinas, inhibe la formacion de farnesil, formando
en un paso sucesivo el geranilgeranil para la
prenilacion de la Rho, una proteinkinasa responsable
de la proliferacion celular (14). Probablemente este
mecanismo sea la explicacion molecular de la
inhibicion de la eritropoyesis.

El descenso de la hemoglobina de pacientes con
eritrocitosis de altura que reciben atorvastatina es
una demostracion de la accion in vivo de la inhibicion
de la eritropoyesis.

Los efectos colaterales descritos por el uso de
las estatinas son la mialgia, miositis y rabdomiolisis
cuya frecuencia es menor al 0.1% (11), se conoce
que estas molestias podrian ser reversibles con uso
de flavoproteinas.

Por las evidencias anteriormente citadas, el
tratamiento con estatinas de la eritrocitosis
patoldgica de altura podria no solamente disminuir
los niveles de hemoglobina, sino ademas favorecer
la correccién de las alteraciones cardiopulmonares
presentes en estos pacientes (12); por ello,
consideramos que la simvastatina podria constituirse
en el medicamento de eleccion para el tratamiento
farmacolégico de la eritrocitosis patoldgica de
altura.
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