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1 DOCUMENTO TECNICO

METODO PARA MONITOREO, DIAGNOSTICO Y/O PRONOSTICO DE

TRASTORNOS RELACIONADOS CON HIPOXIA UTILIZANDO NFATS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método y un kit para monitoreo, diagnéstico y/o

prondstico de trastornos relacionados con hipoxia utilizando NFATS.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El factor nuclear de células T activadas 5 (NFATS, TonEBP, u OREBP) es un gen humano que
codifica un factor de transcripcion que regula la expresion de los genes involucrados en: el

estrés osmotico.

La proteina de NFATS se expresa basicamente en todos los tejidos y tipos de células,
particularmente en tejidos que a menudo se someten a estreses osméticos, tales como los
rifiones, ojos, y piel. El mecanismo molecular de la respuesta de NFATS en el estrés osmético
es bien conocido, pero NFATS también esta involucrado en otros roles biolégicos, tales como el
desarrollo embrionario, la migracién celular inducida por integrina, y la proliferacion celular. El

mecanismo por el cual NFATS actlia en estos otros procesos no es muy conocido actualmente.

El NFATS (Factor nuclear de células T activadas 5) ha sido identificado como el factor de
transcripcion necesario para la supervivencia de las células renales en las condiciones
desafiantes de la médula renal (Miyakawa H, 1999; Woo SK, 2000b). La proteina de NFATS se
expresa altamente en la médula renal (Sykes, 2007). Tipicamente, el derribo por interrupcion de
ambos alelos en ratones es embrionariamente letal, y ratones con deficiencia de NFATS
sobrevivientes tienen atrofia profunda y progresiva de la médula renal (Lopez-Rodriguez C,
2004). Ratones transgénicos (Tg) que sobre-expresan OREBPdn (forma negativa dominante de
TonEBP) especificamente en las células epiteliales de los tibulos recolectores renales tienen
capacidad reducida para concentrar la orina, y muestran atrofia progresiva de la médula renal y
estrechamiento cortical, lo cual en la mayoria de los casos estd acompafiado de hidronefrosis

severa y pérdida de la estructura medular (Lam A, 2004).

NFATS es un miembro de la familia Rel de activadores de la transcripcion, que incluye el
factor nuclear kB (NFkB) y el factor nuclear de células T activadas (NFAT). La hipertonicidad
aumenta el ARNm de NFATS en MDCK (Woo S, 2000b), HeLa (Ko BC, 2000) y células del
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ducto recolector medular interior de raton (mIMCD3) (Cai Q, 2005). La hipertonicidad aumenta
transitoriamente el ARNm de NFATS y la abundancia de proteina (Woo S, 2000a), alcanzando
el pico 4-12 h después de la hipertonicidad, dependiendo del tipo de célula. A 300 mOsm,
NFATS esta presente en el ntcleo y citoplasma, pero después de la hipertonicidad se mueve
rapidamente en el nucleo, induciendo su actividad transcripcional. En el rifion de rata, la
localizacion nuclear de NFATS disminuye después de la carga de agua y aumenta después de la
deshidratacion (Cha JH, 2001). El gen objetivo NFAT5 contiene al menos un consenso de
elemento de respuesta osmoética (ORE) (Ferraris J, 1994; Ferraris J, 1996; Ferraris J, 1999; Woo
S, 2000a; Dahl SC, 2001) y sitio AP-1 (Irarrazabal C, 2008). Adicionalmente, NaCl alto
aumenta la actividad de transactivacion de NFATS (Ferraris J, 2002a; Irarrazabal CE, 2010). La
activacion de NFATS por estrés hipertonico provoca la induccion de varios genes implicados en

la tolerancia osmética, tal como aldosa reductasa (AR) (Burg M, 2007).

Existen reguladores moleculares corriente arriba positivos y negativos (Colla E, 2006; Chen Y,
2007) de la activacion dependiente de tonicidad de la actividad de transactivacion de NFATS.
Los reguladores positivos incluyen: AMPc dependiente de la proteina quinasa (PKA) (Ferraris
J, 2002b); proteinas quinasas activadas por mitégenos p38 (MAPK) (Ko BC, 2002); Fyn, un
miembro de la familia SRC de proteinas tirosina quinasas citoplasmaticas, no receptoras (Ko
BC, 2002); Ataxia Telangiectasia Mutada (ATM) (Irarrazabal C, 2004, Zhang Z, 2005);
fosfatidil 3-quinasa Clase IA (PI3K-IA) (Irarrazabal C, 2006) y PLCyl (Irarrazabal 2010).
Experimentos realizados utilizando células HEK293 y Jurkat demuestran que la PI3-K clase IA
esta corriente arriba de ATM en la activacion de NFATS inducida por NaCl alto (Irarrazabal C,
2006).

El paradigma actual postula que NFAT5 presenta activacion dependiente de tonicidad
dependiente de estrés oxidativo: antioxidantes que reducen ROS suprimen la activacion
inducida por NaCl alto de la actividad transcripcional de NFAT5 (Zhou X, 2005; Zhou X,
2006). El mecanismo de concentracion de la orina en el rifion implica un aumento de la
osmolalidad, asociado con PaO2 bajo, lo cual permite que aumenten las especies reactivas del
oxigeno (ROS) (Rosas-Rodriguez JA, 2010). Por otro lado, existe evidencia que sugiere que
ATM (regulador de NFATS) es activado durante la hipoxia e hipoxia-reoxigenacion en células
cancerosas (Hammond EM, 2004; Bencokova Z, 2009). Sin embargo, no existe informacién
sobre ¢l efecto de hipoxia sobre NFATS. Nuestra hip6tesis postula que la baja concentracion de
oxigeno podria inducir la activacién de NFATS. Para estudiar el efecto de la baja concentracion

de oxigeno sobre la expresion y actividad de NFATS, utilizamos cultivos primarios de células
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de IMCD y HEK293 de rata, desarrolladas en medios isotdnicos e hipertonicos. También
analizamos el efecto de la hipoxia sobre la muerte celular cuando NFATS fue derribado.
Adicionalmente, sometimos a prueba el efecto in vivo de la hipoxia sobre la actividad de
NFATS en un modelo experimental de isquemia/reperfusion (I/R) renal en la rata. En los
rifiones I/R medimos el ARNm y la abundancia de proteina de NFATS, uno de sus genes
corriente abajo (aldosa reductasa, AR) y dos|de sus activadores corriente arriba (ATM y PI3K).
Nuestros resultados demuestran que NFATS es activado in vitro e in vivo por hipoxia e

isquemia/reperfusion.

Infarto de miocardio (MI) es la principal causa de muerte e incapacidad a nivel mundial y
continua siendo un principal problema de salud publica a pesar de los avances considerables en
el diagnostico y manejo a través de las ultimas décadas (Thygesen K, 2007). Los principales
determinantes del resultado del paciente después de MI son el tamafio de infarto de miocardio y
remodelacion del ventriculo izquierdo (LV). Mientras que el tamafio de infarto es determinado
en una fase aguda después de MI, la remodelacion del LV es un proceso de mala adaptacion
cronica, caracterizado por hipertrofia de miocardio, fibrosis, dilatacion ventricular progresiva y
deterioro del rendimiento cardiaco a través del tiempo, lo cual conlleva eventualmente a
insuficiencia cardiaca congestiva. Uno de los elementos involucrados en la condicion isquémica

de Ml es la hipoxia y no existe informacion sobre el rol de NFATS5 durante el MI.

En general, el sistema nervioso central (SNC) adulto posee una capacidad limitada para
regeneracion después de lesion, incluyendo isquemia. Después de una lesién isquémica, la
recuperacion del tejido neural estd acompafiada de la formacion de astrogliosis reactiva; este
proceso es vital para aislar el tejido necrético de sus entornos no lesionados, pero
concurrentemente, impide de modo marcado los procesos regenerativos. Poco después de la
isquemia, ocurren una serie de desbalances radicales idnicos, neurotransmisores y oxidativos
que conllevan a la activacion de microglia y posteriormente a un aumento del niimero de
astrocitos reactivos. Ambos tipos de células liberan citoquinas y otros productos solubles (Tian
DS, 2007) que juegan un rol importante en procesos consecutivos, incluyendo la aptosis de
oligodendrocitos (Yang Y, 2011) y neuronas (Pettigrew LC, 2008). No existe informacion
sobre el rol potencia de NFATS durante hipoxia en el SNC.

ESTADO DE LA TECNICA

El documento WO2007114449A1 publicado en 2007 divulga que el entorno de baja glucosa y
entorno de baja glucosa e hipoxia alrededor de un tumor también contribuye a su resistencia a la

quimioterapia, y la inhibicién del gen inducido por baja glucosa conlleva a la apoptosis de las
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células tumorales. El documento proporciona microafrays para la deteccion de un
microentorno de baja glucosa o un microentorno de baja glucosa e hipoxia, un método de
tratamiento de tumores sélidos y un método de detecciones de tumores sdlidos. El documento
menciond que NFATS es activado en condiciones de baja glucosa e hipoxia. Encontramos que
la activaciéon de NFATS es independiente de la concentracion de glucosa; por lo tanto, el
método y kit de la presente invencion pueden identificar un rango mas amplio de trastornos que
estan asociados con hipoxia dependiente o independiente del nivel de glucosa. El método y kit
de la presente invencion es una manera mas rapida, mas facil y mas econdmica para detectar los
trastornos relacionados con hipoxia, debido a que s6lo involucra la determinacion de la
presencia y/o nivel de NFATS en un liquido corporal tratado adecuadamente, y no requiere el
uso de un microarray que involucra un grupo de genes o proteinas. La presente invencion
también muestra que NFATS puede responder a condiciones de hipoxia més extremas que
HIF1, debido a que en las células HEK293 (4 horas de hipoxia), la induccion de NFATS fue
maxima a 1% de O»; sin embargo, la induccion de HIF1 fue maxima a 2.5% de O, a pesar de
que es inducida a 1% de O,. Por otro lado, NFATS es inducida por hipertonicidad e hipoxia,
pero HIF1 es inducida s6lo por hipoxia; por lo tanto, NFATS tiene una respuesta mas general a
diferentes noxas. Ademas, NFATS se expresa basicamente en todos los tejidos, y HIF1 no. Esta
situacion permite que NFATS reaccione més rdpido a HIF1 que la noxa. Finalmente,

encontramos que la activacién de NFTAS por hipoxia es independientemente de HIF1.

Los trabajos comparativos “Evaluacién comparativa de marcadores clinicos moleculares de
lesion renal temprana en trasplante de rifion” y “Exosomas urinarios, un nuevo sustrato para
buscar biomarcadores de insuficiencia renal temprana en trasplante de rifion” expuesto en el
XXVI Congreso de Nefrologia-Hipertension-Trasplante” (Chile, Noviembre 2009), divulgan
investigaciones previas del inventor de la presente invencion. NFATS se determind como un
biomarcador de lesion renal aguda; sin embargo, en la presente invencién, NFATS tiene una
aplicacién mas amplia, como un biomarcador para cualquier trastorno asociado con hipoxia, tal
como, pero sin cardcter limitativo, apoplejia, ataque cardiaco, céncer, trastornos cardiacos,
trastornos circulatorios oclusivos, arteriosclerosis, infarto de miocardio, trastornos relacionados
con reperfusion isquémica, retinopatia diabética, artritis reumatoide, condiciones asociadas con
trasplante de Organos, trastornos inflamatorios, sufrimiento neonatal, isquemia, anemia,

infecciones, y retardo de crecimiento intrauterino.

RESUMEN DE LA INVENCION
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La presente invencién se refiere a un método para el monitoreo, diagndstico, y/o prondstico de
trastornos relacionados con hipoxia utilizando NFATS, caracterizado porque el método
comprende los pasos de a) proporcionar una muestra corporal; b) concentrar los factores de:

transcripcion presentes en la muestra; ¢) detectar NFATS en la muestra tratada.

La invencién ademés comprende un kit de diagndstico para determinar la presencia y/o nivel de
NFATS, para la determinacién simple del inicio de un trastorno o condicién relacionado con
hipoxia en un paciente, caracterizado porque el kit comprende medios para concentrar los

factores de transcripcion presentes en la muestra y medios para detectar NFATS.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un método para el monitoreo, diagnostico y/o prondstico de
trastornos relacionados con hipoxia utilizando NFATS, caracterizado porque el método
comprende los pasos de a) proporcionar una muestra corporal; b) concentrar los factores de

transcripcion presentes en la muestra; c) detectar y/o cuantificar NFATS en la muestra tratada.

En una materializacion fisica, la muestra corporal es sangre, orina, liquido crevicular gingival,

saliva, liquido sinovial, y/o liquido amnidtico.

La presente invencion considera como medios para concentrar los factores de transcripcion
presentes en la muestra, métodos de laboratorio y dispositivos ttiles en separar elementos mas
grandes de la muestra, que podrian interferir en la fase de deteccién mas adelante. Por ejemplo,
los elementos de interferencia pueden ser células del paciente. Los métodos de
inmunopurificacion y/o inmunoprecipitaciéon se pueden considerar como medios de
concentracion. Los tubos de centrifuga se pueden considerar como medios de concentracién,
debido a que el procesamiento en una centrifuga de laboratorio permite eliminar particulas mas
grandes, tales como por ejemplo células. En una materializacion fisica, la muestra se somete a
centrifuga por 5 a 30 minutos a 5000-10000 rpm. En otra materializacion fisica, la muestra se

somete a ultracentrifuga por 30 a 120 minutos a 30000-45000 rpm.

La microfiltracion se puede considerar como medio de concentracion. Los cartuchos de
microfiltro, columnas de microfiltro, u otros medios de microfiltro, hasta de 0.22 pm también

se consideran como medios de concentracion.

En otra materializacion fisica de la invencion, el método considera, como medio para detectar
y/o cuantificar NFATS, un anticuerpo primario dirigido a NFATS5, y un anticuerpo secundario

conjugado con una etiqueta, dirigido al anticuerpo primario. La etiqueta del anticuerpo
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secundario puede ser un marcador fluorescente, una enzima, un marcador radioactivo, un

compuesto quimico, y/o un compuesto infrarrojo.

Opcionalmente, el anticuerpo primario puede ser conjugado directamente con una etiqueta, en
cuyo caso no se necesita el anticuerpo secundario. El anticuerpo primario también puede ser

conjugado con un marcador radioactivo, un compuesto quimico, y/o un compuesto infrarrojo.

El método opcionalmente incluye un paso para evaluar una condicién y/o trastorno relacionado
con hipoxia en un paciente para el monitoreo, diagnéstico, prondstico y/o determinacioén de un

tratamiento en el paciente en base a la presencia y/o nivel de NFATS.

NFATS puede utilizarse como un biomarcador para cualquier trastorno asociado con hipoxia,
tal como, pero sin caracter limitativo, apoplejia, ataque cardiaco, cancer, trastornos cardiacos,
trastornos circulatorios oclusivos, arteriosclerosis, infarto de miocardio, trastornos relacionados
con reperfusion isquémica, retinopatia diabética, artritis reumatoide, condiciones asociadas con
trasplante de Organos, trastornos inflamatorios, sufrimiento neonatal, isquemia, anemia,

infecciones, y/o retardo de crecimiento intrauterino.

La Tabla 1 presenta algunas condiciones asociadas con hipoxia que pueden ser evaluadas

utilizando determinacion de NFATS y el liquido corporal donde debe determinarse NFATS.

Tabla 1: Condiciones asociadas con hipoxia y liquido corporal asociado

Condicion Liquido corporal
Apoplejia sangre / orina
Ataque cardiaco sangre / orina
Cancer sangre / orina
Trastornos cardiacos sangre / orina
Trastornos circulatorios oclusivos sangre / orina
Arteriosclerosis sangre / liquido sinovial
Infarto de miocardio sangre / orina
Trastornos relacionados con
reperfusion isquémica sangre / orina
Retinopatia diabética sangre / orina
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Condici6on Liquido corporal

Artritis reumatoide sangre / liquido sinovial

Condiciones asociadas con

trasplante de 6rganos sangre / liquido sinovial

Trastornos inflamatorios sangre / orina

sangre / orina / liquido

Sufrimiento neonatal amnidtico
Isquemia sangre / orina
Anemia sangre / orina

sangre / orina /saliva / liquido

Infecciones crevicular gingival

sangre / orina / liquido

Retardo de crecimiento intrauterino amniotico

La invenci6én ademés comprende un kit de diagnostico para determinar la presencia y/o nivel de
NFATS, para la determinacion s'imple del inicio de un trastorno o condicion relacionada con
hipoxia en un paciente, caracterizado porque el kit comprende medios para concentrar los
factores de transcripcion presentes en una muestra corporal y medios para detectar y/o
cuantificar NFATS.

En una materializacion fisica, la muestra corporal es sangre, orina, liquido crevicular gingival,

saliva, liquido sinovial, y/o liquido amniético.

Opcionalmente, el kit de diagnéstico comprende medios para obtener una muestra corporal de
un paciente. En una materializacién fisica particular, los medios para obtener la muestra
corporal se seleccionan de, pero sin caracter limitativo, una sonda urinaria, un recipiente para
recibir una muestra de orina, agujas, preferiblemente agujas Vacutainer, tubos, y jeringas o una

combinacién de los mismos.

El kit de la presente invencion incluye medios para concentrar los factores de trascripcion
presentes en la muestra. Los medios de inmunopurificacion y/o inmunoprecipitacién se

consideran medios de concentracion; por lo tanto, en una materializacion fisica, el kit de la

[
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presente invencion comprende anticuerpos, y amortiguador de reaccion idonea para permitir
que los anticuerpos interactiien con los dominios de proteinas a las cuales se dirigen. El kit
también comprende agentes o soluciones bloqueadoras y soluciones madre de NFATS. En otra
materializacion fisica, el kit también puede comprender tubos de centrifuga, cartuchos de
microfiltro, columnas de microfiltro, otros medios de microfiltro, de hasta 0.22 micrémetros, o
una combinacién de los mismos, para ser utilizados en métodos y dispositivos de laboratorio
tiles en separar elementos mas grandes de la muestra, que se pueden considerar medios de

concentracion.

En otra materializacion fisica de la invencidn, el kit considera, como medios para detectar y/o
cuantificar NFATS, un anticuerpo primario dirigido a NFATS, y un anticuerpo secundario
conjugado con una etiqueta, dirigido al anticuerpo primario. La etiqueta del anticuerpo
secundario puede ser un marcador fluorescente, una enzima, un marcador radioactivo, un

compuesto quimico, y/o un compuesto infrarrojo.

Opcionalmente, el anticuerpo primario puede ser conjugado directamente con una etiqueta, en
cuyo caso, no se necesita el anticuerpo secundario. El anticuerpo primario también puede ser

conjugado con un marcador radioactivo, un compuesto quimico, y/o un compuesto infrarrojo.
El kit de la invencién opcionalmente comprende instrucciones para utilizar el kit.
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Anoxia aumenta la abundancia de proteina de NFATS y promueve la
translocacién nuclear. A. Células de IMCD primarias de rata en medio isoténico (300mOsM)
o hiperténico (640 mOsM) fuerQn expuestas a anoxia (remplazo de O, por Ny) por 0, 8, 6 16
horas. Preparamos homogenatos de proteina total y determinamos la abundancia de proteina de
NFATS mediante Western Blot. En la seccion superior se muestra una imagen representativa y
el grafico muestra la media + SEM. * o & P < 0.05; n=5. (*frente a 300mosmol/normoxia y &
frente a 640mosmol/normoxia). B. Distribucion celular de NFATS después de 2 horas de
anoxia evaluada en células de IMCD primarias mediante inmunofluorescencia. B1: Etiquetado
de NFATS (Alexa488); B2: nticleos (Hoechst); B3: Fusion. C. Células HEK293 que expresan
de modo estable ORE-X (un gen informante especifico de NFATS) cultivado a 300 mosmol o
500 mosmol por 16 horas; durante este tiempo, las células fueron expuestas por 0, 8 6 16 horas
a anoxia, y se usé ensayo informante de luciferasa para evaluar la actividad de transcripcion;
Media = SEM. (* o &, P<0.05; n=5). D. Células HEK293 cultivadas a 300 mosmol fueron:

expuestas por 2 horas a anoxia (a) o normoxia (n). Fracciones nucleares y citoplasmaticas

/T
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fueron separadas por NE-PER vy se determind abundancia de NFATS mediante Western Blot. El

grafico de barras representa Media + SEM. * indica P<0.05; n=5.

Figura 2: Hipoxia induce NFATS después que HIF-1a. Células HEK293 cultivadas a 300
mosmol fueron expuestas por 0, 4, 8, y 16 horas a hipoxia (2.5% de PO2). La expresion del gen
HIF-1a se determind mediante qRT-PCR (A) y Western Blot (B). La expresién del gen NFATS
se determind mediante qRT-PCR (C) y Western Blot (D). La abundancia de proteina se
normalizé mediante tubulina (Tub). Media + SEM. *, P<0.05; n=5.

Figura 3: Reguladores de proteina de NFATS, ATM y PI3-K, fueron inducidos en células
HEK293 mediante hipoxia. Células HEK293 cultivadas a 300 mosmol fueron expuestas por 0,
4, 8 y 16 horas a hipoxia (2.5% of PO2). A. La respuesta de la fosforilacion de ATM
(normalizada por ATM total) en el transcurso del tiempo se midié mediante Western Blot. B.
La respuesta en el transcurso del tiempo de la activaciéon de PI3-K se midié mediante Western
Blot de abundancia de proteina p110a (normalizada por tubulina: Tub). C. La fosforilacion de
AKT;308 (normalizada por AKT total) se midié mediante Western Blot. En la seccion superior

se muestra una imagen representativa. Media+ SEM. *, P<0.05; n=5.

Figura 4: NFATS tiene un rol protector contra hipoxia. Células HEK293 cultivadas a 300
mosmol fueron transfectadas con control y ARNsi de NFATS. 48 horas después de la
transfeccidn, las células fueron expuestas por 8 horas a 2.5% de PO,. A. Western Blot de
NFATS, M30 y caspasa-3 segmentada se midieron en lisato celular. B. La actividad de
deshidrogenasa lactica (LDH) se sometié a ensayo en medio de cultivo celular mediante

determinacidn espectrométrica de NADH. Media + SEM. *, P<0.05; n=5.

Figura 5: Funcién renal después de I/R experimental A. Dario tisular evaluado mediante
coloracién con PAS. Borde en cepillo, aplanamiento del epitelio y mitosis estuvieron presentes
en los rifiones de animales I/R. B. Creatinina sérica tratada con placebo (mg/dl) y 24-96 horas
post-isquemia. C. Proporcién de orina y plasma (U/P) de osmolalidad de animales tratados con

placebo y 24-96 horas post-isquemia. Media + SEM. *, P <0.05; n=5.

Figura 6: NFATS y HIF-1a son inducidos en rifiones post-isquémicos. A. Secciones de
rifiones de animales tratados con placebo y de animales I/R (72 horas) se incubaron con anti-
NFATS de conejo. Se muestran imagenes representativas de medula tratada con placebo y de
animales I/R. El suero pre-inmune no se mancho significativamente (no se muestran los datos).
Barra de escala = 100 pm. Las flechas indican la localizacion del marcador correspondiente

para NFATS. B. La abundancia de ARNm de NFATS en corteza y médula de rifiones se
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determin6 mediante qRT-PCR. C. La abundancia de proteina NFATS en corteza y médula de
rifiones se determin6 mediante Western Blot. D. La abundancia de proteina HIF-1a en corteza y
‘médula de rifiones se determiné mediante Western Blot. En la seccion superior se muestra una
imagen representativa. Todos los valores son Media + SEM. * o & indica P<0.05; n=5 (* frente

a médula tratada con placebo y & frente a corteza tratada con placebo).

Figura 7: I/R Experimental indujo expresion de Aldosa Reductasa (AR) renal. A.
Abundancia de proteina AR en homogenatos de proteina de corteza y médula de rifién de rata
determinada mediante Western Blot. En la seccion superior se muestra una imagen
representativa. B. Abundancia de ARNm de AR en corteza y médula renal medida mediante
qRT-PCR. Media + SEM. * o & indica P< 0.05; n=5 (*frente a médula tratada con placebo &

frente a corteza tratada con placebo).

Figura 8: Reguladores de proteina de NFAT5; ATM y PI3-K, fueron inducidos en rifiones
post-isquémicos. La abundancia de proteina ATM y PI3-K (pl110a) se midié mediante
Western Blot en corteza y médula de rifion de rata. A. En la seccién superior se muestra una
imagen representativa (n=5). B. Abundancia de ATM relativa. C. Abundancia de p110a relativa
Media + SEM. * o & indica P< 0.05; n=5 (* frente a médula tratada con placebo & frente a

corteza tratada con placebo).

Figura 9: Infarto de miocardio indujo NFATS. Los niveles de ARNm de NFATS se
midieron mediante qRT-PCR en el ventriculo izquierdo de animales tratados con placebo y

animales con infarto de miocardio (MI) (n=5, p>0.05).

Figura 10: Hipoxia indujo NFATS en cultivos primarios de neuronas corticales. Los
niveles de proteina de NFATS se midieron mediante Western Blot en neuronas corticales
primarias cultivadas de rata, expuestas a normoxia (21% de O,) e hipoxia (1% de O,) por 8
horas (n=3, p>0.05).

Figura 11: Hipoxia indujo NFATS en cultivos primarios de linfocitos purificados. Los
niveles de proteina de NFAT5 se midieron mediante Western Blot en linfocitos cultivados
primarios de seres humanos, expuestos a normoxia (21% de O,) e hipoxia (1% de O,) por 8
horas (n=3, p>0.05).

Figura 12: Hipoxia indujo NFATS5 en cultivos primarios de fibroblasto. Los niveles de
proteina de NFATS se midieron mediante Western Blot en fibroblasto de piel cultivado
primario de seres humanos, expuestos a normoxia (21% de O,) e hipoxia (1% de O,) por 8
horas (n=3, p>0.05).
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SECCION EXPERIMENTAL

En esta seccion se brindan ejemplos ilustrativos como guia; por lo tanto, no debe considerarse

que estos ejemplos son limitantes.
Ejemplo 1: NAFTS es inducido en hipoxia renal.
Animales.

Ratas Sprague-Dawley machos adultos (250 g, n=5 para cada grupo de I/R: 24 horas, 48 horas,
72 horas y 96 horas) se albergaron en un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad. Los animales se
pesaron en el momento del inicio de la lesién isquémica bilateral y después de completar los
experimentos. Los animales tuvieron alimento a discrecién y agua controlada y se mantuvieron
a en las instalaciones del centro animal de la Universidad. Todos los procedimientos
experimentales estuvieron de acuerdo con los esténdares institucionales e internacionales para
el cuidado humano y uso de animales de laboratorio (Aseguramiento de Bienestar de Animales
Publicacion A5427-01, Oficina para la Proteccion de Riesgos de Investigacion, Division de

Bienestar de Animales, Los Institutos Nacionales de Salud).
Lesion por isquemia/reperfusion renal.

Los animales se anestesiaron con ketamina:xilazina (25:2.5 mg/kg, ip), manteniendo una
temperatura corporal de 37°C. Ambos rifiones fueron expuestos mediante una incision lateral, y
ambas arterias renales fueron ocluidas con una grapa vascular no traumdtica por 30 minutos.
Después de 30 minutos de sujecion con grapa, se retiraron las grapas, se re-estableci6 el flujo de
sangre renal, se suturaron ambas incisiones, y se permitié que las ratas se recuperen en una sala
caliente. Las ratas se sometieron a eutanasia bajo anestesia (ketamina:xilazina) 24, 48, 72 y 96
horas después de la reperfusion, ambos rifiones se retiraron y procesaron para
inmunohistoquimica, PCR de tiempo real y prueba Western Blot (Irarrazabal C, 2006;
Villanueva V, 2006). Un grupo de animales tratados con placebo fue incluido; los rifiones de
estos animales fueron expuestos mediante una incisién lateral, pero estos no recibieron oclusién

de arteria renal.
Cultivo y Tratamiento Celular

Células primarias cultivadas se obtuvieron de la médula interior renal de ratas Sprague-Dawley
machos (120-150 g de peso corporal). El tejido papilar se picé finamente con una cuchilla
quirargica bajo condiciones estériles. El tejido fue digerido en un medio de cultivo de 10 ml
(DMEM/F12 de Ham, 5 mg/ml de transferencia, 5 mg/ml de insulina humana, 50 nM de

hidrocortisona, 5 pM de triiodotironina, 50 Ul/ml de penicilina y 50 mg/ml de estreptomicina)
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més 20 mg de colagenasa y 7 mg de hialuronidasa a 37°C en un agitaddr por 90 minutos.
Después que el tubo se sometié a centrifuga a 1000 rpm por 1 minuto, el sobrenadante se
elimind y el sedimento se suspendi6 en DMEM/F12 de Ham. Este procedimiento se repiti¢ 3
veces. Finalmente, el sedimento se suspendié en medio de cultivo con 10% de suero bovino
fetal (FBS) y se cultiv6 en una placa de cultivo de 30 mm. Las c€lulas se incubaron a 37°C en
una atmdsfera de 5% de CO,. Células HEK293 y células HEK293 que expresaban de modo
estable ORE-X (un gen informante especifico de NFATS, HEK2930REX; Irarrazabal C, 2006)
se cultivaron en un medio de 300 mosmol/kg de acuerdo con las instrucciones de ATCC

(American Type Culture Collection, Manassas, VA).
Hipoxia en cultivos celulares

Las células cultivas se incubaron en medio isotoénico (300 mOsM) o hiperténico (500 6 640
mOsM) por 24 horas. Se agregd NaCl al medio de cultivo isotonico para hacer hipertdnicas a
las soluciones. Después de 24 horas de cultivo en medio isotonico o hipertonico, las células se
incubaron en condiciones andxicas o hipdxicas (2.5%) para experimentos en el transcurso del
tiempo (0, 4, 8 6 16 horas a 37°C). Se obtuvieron condiciones hipdxicas o andxicas
reemplazando el oxigeno con N, utilizando una incubadora de CO, Heracell 150i (Thermo

Scientific).
Ensayos con Luciferasa

Células HEK293 se cultivaron como se describe anteriormente. La solucién de cultivo se
cosechd y el sobrenadante se recuper6 mediante centrifugacion a 2000 rpm. Células HEK293-
OREX (Irarrazabal C, 2004, 2006, 2010) se cultivaron en medio isoténico (300 mOsM) o
hiperténico (640 mOsM) por 16 horas. En ambas condiciones osmoticas, las células fueron
expuestas a anoxia (0, 8 6 16 horas a 37°C) como se describe anteriormente. La actividad de
luciferasa se midié con el Sistema de Ensayo con Luciferasa (Promega, Madison, WI)
utilizando el BiotexLuminometer. La actividad de luciferasa se expresd en unidades de luz

relativas (RLU) por ug de proteina celular total.
Actividad de Deshidrogenasa Lactica (LDH)

La fuga de LDH dentro del medio de cultivo se midi6 utilizando ensayo con LDH, en base a la
oxidacion de NADH en presencia de LDH debido a la transformacion de piruvato en lactato. La
concentracion de NADH se midi6 a 340 nm utilizando el Espectrofotémetro 1300

GeneQuant™ (GE Healthcare).

Analisis Western Blot

(6
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La proteina total se midi6 utilizando el Kit de Ensayo con Proteina BCA, (Pierce, Rockford,
IL). Las secciones de corteza y médula de rifién de la mitad de un rifién se homogenizaron con
un homogenizador Ultra-Turrax en un amortiguador de lisis que contenia 50 mM Tris-HCI, pH
8.0, 150 mM NaCl, 1% de Triton X-100, inhibidor de proteasa (Complete Mini, Roche Applied
Science, Indianépolis, IN), y ccteles del inhibidor de la fosfatasa (Cocteles del Inhibidor de la
Fosfatasa 1 & 2, Sigma, St. Louis, MO). Los homogenatos luego se sometieron a centrifuga
(15,000 X g, 10 min) y el sobrenadante se almacené (-70°C) para SDS_PAGE y andlisis
Western Blot. Las proteinas se separaron en 7.5 & 10% de geles de Tris-Glicina y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Invitrogen, Carlsbad, CA). El andlisis Western Blot
se realizo de acuerdo con condiciones estandar (Irarrazabal C, 2010). En resumen, después del
bloqueo de unién no especifica, las membranas se incubaron con anticuerpo anti-NFATS
(NFATS) de conejo (Affinity BioReagents, Golden, CO), anti-AR de cabra (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-tubulina de conejo (Cell Signalling), anti-Caspasa-3
(Aspl75) (Cell Signalling), anti-M30 CytoDEATH (ROCHE), anti-ATM (Cell Signalling),
anti-phospho ATM (Cell Signalling), anti-pl10alpha (Cell Signalling), anti-AKT (Cell
Signalling), anti-phosphoAKT-308 (Cell Signalling) o anti-HIFla de ratén (Abcam) durante
toda la noche a 4°C. Después de lavar con 0.1% de Tween-20 en PBS, las manchas se
incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con la peroxidasa de rabano picante (HRP)
adecuada por 1 hora a temperatura ambiente. Las proteinas se detectaron utilizando una técnica
de quimioluminiscencia mejorada (PerkinElmer, Life Sciences, Boston, MA). Las manchas se
escanearon y se andlisis densitométrico se realizé utilizando el dominio publico NIH Image

program v1.61 (US National Institutes of Health, http://rsb.info.nih.gov/nihimage).
Microscopia por fluorescencia.

Se desarrollaron células IMCD de rata de primer paso en Camara-Diapositivas de 8 cavidades
(Lab-Tek, Nunc). Después de 24 horas de cultivo en medio isotonico (300 mOsM), las
diapositivas de cultivo tisular se incubaron por 2 horas en anoxia (O, remplazado por Ny,
incubadora con CO, de Heracell 150i; Thermo Scientific). Después de este tiempo, el medio de
cultivo se retiré rapidamente, se agrego el reactivo de fijacion (100% de metanol frio) y las
células se almacenaron durante toda la noche a -20°C. Luego, las células se lavaron, incubaron
en presencia de solucién bloqueadora (1 hora, temperatura ambiente) e incubaron con
anticuerpo anti-NFAT5 (1 hora, temperatura ambiente). Después de lavar, se agregd el
anticuerpo secundario (1 hora de Alexa 488-Green, dilucion de 1:200, Invitrogen). Los nucleos

se mancharon con Hoechst (Sigma). Las diapositivas se montaron y la distribucion celular de
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NFATS se analizd mediante microscopia por fluorescencia utilizando un microscopio vertical
Olympus BX61WI con una unidad de disco giratorio Olympus DSU. Las imdgenes se
registraron con la cdmara de video de dispositivo acoplado con carga enfriada (SIS-FVT2,

OLYMPUS) y se analizaron utilizando el software de imagenes (CellM&CellR, OLYMPUS).

Anadlisis inmunohistoquimica y determinacion de daiio tisular.

Se realizaron estudios de inmunohistoquimica en secciones incrustadas con Paraplasto mediante
procesamiento tisular de acuerdo con los métodos descritos anteriormente. En resumen, las
secciones tisular se desparafinaron, rehidrataron, enjuagaron en 0.05 M solucién salina
amortiguada con tris-fosfato (TPS) (pH 7.6) e incubaron con el anticuerpo primario durante
toda la noche a 22°C. Luego, cada una de las secciones se lavo tres veces por 5 minutos,
seguido por 30 minutos de incubacion a 22°C con el anticuerpo secundario correspondiente y
con el complejo peroxidasa-antiperoxidasa (PAP). Las sefiales inmunoreactivas se revelaron
utilizando 3,3'-diaminobenzidina al 0.1% (peso/vol) y solucion de peréxido de hidrégeno al
0.03% (vol/vol). Se utilizé tincidn con &cido periddico de Schiff (PAS) para determinar el dafio

tisular.
PCR de Tiempo Real

El ARN total se aisl6 utilizando TRIzol (GIBCO, Life Sciences) segiin las instrucciones del
fabricante. La concentracion de ARN se determiné mediante espectrofotometria y la integridad
del ARN se evaludé mediante electroforesis en gel de agarosa. Se prepar6 ADNc a partir de
ARN total (0.5 pg) utilizando un sistema de transcripcién inversa (hexameros aleatorios,
Improm I Reverse Transcriptase System; Promega). Se realizé PCR en muestras de ADNc de 8
ng y 80 ng por reaccion de 20:1 por triplicado para cada experimento (GoTaq Flexi DNA
polymerase, Promega). Se detectaron amplicones para Deteccion por Fluorescencia en Tiempo

Real (Rotor-Gene Q, Qiagen). Los cebadores utilizados para qPCR fueron:
para aldosa reductasa (AR):

SEQ ID NO: I: SATTCGTCCACCACAGCTTCAGACT-3'y

SEQ ID NO: 2: SAGCAATGAGGACATGGCCACTCTA-3";

para NFATS:

SEQ ID NO: 3: S’TTCATCTCATTGCTCAGCG-3’ y

SEQID NO: 4: 5’-GGGAGAAGATCATAGACAGATTC-3’;

para HIF-1a:
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SEQ ID NO: 5: 5>-ACCTCTGGACTTGCCTTTC-3" y

SEQ ID NO: 6: S>-TTTTTCTTGTCGTTCGCGC-3’. y

para 18S (limpieza):

SEQ ID NO: 7: 5’-TTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCCGA-3’ y
SEQ ID NO: 8: S’TCTTGGCAAATGCTTTCGCTCTGG-3".

El sistema de deteccion registra el nimero de ciclos de PCR (Ct) requeridos para producir una
cantidad de producto igual a un valor de umbral, el cual es una constante. A partir de los valores
de Ct, calculamos la abundancia relativa de ARNm en cada condicién experimental, y los
valores se normalizaron para la abundancia relativa de cada transcripcion en tejido de animales

tratados con placebo emparejados, como se describe (Irarrazabal C, 2010).
Analisis Estadistico

Los datos se expresan como promedio = SEM. Los valores de diferentes grupos se evaluaron
con la prueba t de Student paramétrica cuando se compararon dos grupos y Anova para
multiples comparaciones con una prueba de Fisher post-hoc cuando se compararon mas de dos

grupos. El nivel de significancia fue p<0.05.
Efecto de hipoxia sobre NFATS.

Analizamos el efecto de anoxia sobre la abundancia de proteina de NFATS en cultivos
primarios de células de ducto recolector medular interior IMCD) de rifién de rata. Las células
de IMCD se cultivaron en medio isoténico (300 mOsM) o hiperténico (640 mOsM) por 24
horas. Como se esperaba, la hipertonicidad aumentd la abundancia de NFAT5 en células
primarias de IMCD (Figura 1A, 0 horas de anoxia). En medio isoténico, anoxia indujo una
abundancia de proteina de NFATS de 120 y 250% sobre el control, después de 8 y 16 horas de

anoxia, respectivamente (Figura 1A).

En la condicién hipertdnica (24 horas), 8 horas de anoxia provocé una induccién adicional de

abundancia de proteina de NFATS (Figura 1A, 8 horas de anoxia). De modo interesante, 16
horas de anoxia indujeron abundancia de proteina de NFATS5 independiente de la tonicidad

(Figura 1A, 16 horas de anoxia).

Sometimos a prueba el efecto de PaO2 bajo sobre la activacion de NFATS. Primero, evaluamos
su translocacion nuclear en células primarias de IMCD bajo anoxia. Utilizando microscopia por
fluorescencia, observamos que la localizacion nuclear de NFATS se indujo después de 2 horas

de anoxia (Figura 1B), lo cual sugiere la activacion de NFATS en este momento. Luego,
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evaluamos la actividad transcripcional de NFATS utilizando células HEK2930REX (que
expresan de modo estable un gen informante) (Irarrazabal C, 2010). En medio isoténico, 16
horas de anoxia aumentaron 4 veces la actividad transcripcional de NFATS (Figura 1C). En
medio hipertonico, anoxia (16 horas) indujo 9.6 veces la actividad transcripcional sobre la
condicién de normoxia (21% de oxigeno y 500 mosmol; Figura 1C). Estos resultados muestran
que anoxia indujo la actividad transcripcional de NFATS5 independiente de tonicidad.
Utilizando células HEK293 y andlisis Western Blot, confirmamos la translocacién nuclear de
NFATS provocada por anoxia (Figura 1D), observada con células de IMCD expuestas a anoxia
(Figura 1B).

Para ganar cierta percepcion dentro de los mecanismos potenciales que conllevan a la
activacion de NFATS mediante oxigeno bajo, evaluamos el curso de tiempo de activacion de
NFATS y el factor de transcripcion clasico inducido por hipoxia (HIF-1a) en respuesta a
hipoxia (2.5% de O3). Observamos inducciéon de ARNm de HIF-la y proteina que se inicid
después de 4 horas de hipoxia, con un maximo de 8 horas (2.5% de O, Figura 2A y 2B). Sin
embargo, la inducciéon de ARNm y proteina de de NFATS5 se observé sdlo después de 8 horas
de hipoxia y continué aumentando hasta 16 horas (Figura 2C y 2D). Luego, estudiamos las vias
de sefializacién potencial involucradas en la activacion de NFATS mediante hipoxia. En
estudios previos, demostramos que ATM y PI3-K (p110a) son dos reguladores positivos de
NFATS en respuesta a NaCl alto (Irarrazabal 2004, 2006). Células HEK293 expuestas a hipoxia
demostraron activacion de ATM dependiente del tiempo, segiin se indicd mediante el aumento
de fosforilacion de ATM después de 8 y 16 horas de exposicion a 2.5% de O, (Figura 3A).
Ademéds de ATM, el PI3-K también se activd mediante hipoxia en células HEK293.
Observamos un aumento significativo tanto en abundancia de p110a y fosforilaciéon de AKT-

308 que se inicié después de 8 horas de hipoxia (Figura 3B and 3C).

Debido a que NFATS es un factor pro-supervivencia en estrés osmético, investigamos el rol
potencial de NFATS en tolerancia celular para hipoxia. La transfeccion transitoria de células
HEK293 con ARNsi de NFATS disminuy6 la abundancia de proteina de este factor de
transcripcion, en comparacion con células transfectadas con ARNsi revuelto (control, Figura
4A). Para calcular el estado de apoptosis en hipoxia, medimos caspasa-3 segmentada y M-30 en
células HEK293. Caspasas 3 y 9 activas se dirigen a las proteina K8/18 de la red de filamentos
intermedia celular, y el anticuerpo monoclonal M30 CytoDEATH reconoce un neo-epitope
expuesto después de la segmentacion de K18 mediante caspasas. En la cascada apoptética,

estos eventos preceden la pérdida de asimetria de membrana y fragmentacion de ADN.
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Caspasa-3 segmentada y M-30 se aumentaron después de 8 horas de hipoxia en células
transfectadas de control; cuando NFATS fue derribado y las células fueron expuestas a hipoxia,
estos dos marcadores apoptéticos fueron inducidos (Figura 4A). También evaluamos muerte
celular midiendo la actividad de deshidrogenasa lactica (LDH) en el medio de cultivo. La
actividad de LDH se aument6 en células hipoxicas (2.5% de O,, Figura 4B). El derribo de
NFATS mediante ARNsi aumento la actividad de LDH (Figura 4B). Estos resultados sugieren

que NFATS tiene un rol protector contra la muerte celular inducida por hipoxia.

Expresion NFATS en rifiones expuestos a I/R experimental.

Usamos analisis morfolégicos y funcionales para evaluar el dafio renal en el I/R /R
experimental en ratas. Las secciones del rifién teflidas con PAS mostraron alteraciones en la
morfologia del rifion de 48 horas después de I/R (Figura SA). Las alteraciones mas evidentes
fueron el aplanamiento del borde de cepillo del epitelio y un gran porcentaje de células
experimentaron mitosis en células tubulares proximales. Estas alteraciones fueron casi
indetectables 96 horas después de I/R (no se muestran los datos). Los animales I/R tuvieron
niveles de creatinina sérica mayores que los animales de simulacion después de 24 horas de I/R
(1.2 mg/dl; Figura 5B), que se reéuperaron después de 96 horas. La concentracion en la orina,
como se estimé mediante la determinacion de la relaciéon U/P osmolaridad, mostré que los
animales I/R experimentales excretaron menos orina concentrada que los animales de

simulacion de 24 a 96 horas de I/R (Figura 5C).

La activacion de la respuesta de hipoxia se demostr6 previamente, usando el mismo modelo de
I/R experimental en el rifion de las ratas (2-pimonidazol y HIF-1a; Villanueva S, 2006). La
expresion de NFATS se evalud en los rifiones de animales I/R de simulacién y experimentales
mediante inmunohistoquimica, qRT-PCR y Western blot. Los analisis inmunohistoquimicos de
NFATS mostraron mayor inmunoreactividad en la médula renal de animales I/R en
comparacion con animales de simulacién (Figura 6A). La sefial aumentd en los nicleos de
c€lulas tubulares y de vasos sanguineos (Figura 6A; ver flechas), sugiriendo la activacion de

NFATS en el rifién inducida por isquemia y reperfusion.

Usando qRT-PCR y Western blot, estudiamos la activacion del transcurso de tiempo de NFATS5
en los rifiones de animales de simulacién y animales I/R. A las 24 horas, los rifiones de
animales I/R experimentales no tuvieron diferencias en ARNm de NFATS y abundancia de
proteinas, en comparacion con los animales de simulacion. Sin embargo, después de 48 horas

de reperfusion la abundancia de proteina NFATS (Figura 6B) y ARNm (Figura 6C) aumentd

significativamente en la corteza y médula. También hemos evaluado la abundancia de la

Al
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proteina HIF-1a en los rifiones con I/R experimental y los resultados mostraron significativa
induccién de HIF-1a, tanto en la corteza como en la médula (Figura 6C), alcanzando el pico
después de 24 horas de la reperfusion. Para evaluar la actividad de NFATS en los rifiones de
animales I/R experimentales, analizamos el gen objetivo NFATS, Aldosa Reductasa (AR). En
las condiciones basales ARNm de AR y la abundancia de proteinas fue mayor en la médula que
la corteza de animales de simulacién (Figura 7). I/R aument6 la expresion de AR, tanto en la
corteza como en la médula de los rifiones con un tiempo de induccion de NFATS similar
(Figura 7).

Finalmente, estudiamos la abundancia de la proteina ATM y PI3-K (p110a) in vivo (I/R
experimental) y sus actividades in vitro (2.5% oxigeno en células de cultivo). Los rifiones de
animales I/R mostraron un aumento en la abundancia de la proteina ATM y p110a en la corteza
y médula (Figura 8). Después de I/R, ambas proteinas aumentaron de acuerdo con un lapso de
tiempo similar al de la induccion de NFATS (Figura 8B-C). Sin embargo, pl110a fue

ligeramente detectable en la corteza renal (Figura 8).
Regulacion superior de NFATS por bajo PO,.

Nuestros resultados mostraron que anoxia o hipoxia (1 a 2.5% oxigeno) indujo a la abundancia
de la proteina NFATS en células epiteliales y células HEK293 de rifién primarias cultivadas. La
induccién de NFATS bajo anoxia/hipoxia se observd cuando las células epiteliales se cultivaron
en un medio isoténico y también cuando las células se cultivaron en un medio hiperténico (500
6 640 mOsM). También, observamos que la hipertonicidad e hipoxia tuvieron efectos aditivos
en la induccién de NFATS. Todos estos datos sugieren que el bajo PO, es un regulador positivo

de la expresion de NFATS, independientemente de la hipertonicidad en las células de rifion.

El aumento de la abundancia de NFATS causado por anoxia en células IMCD cultivadas se
asocié con su translocacion nuclear. Similarmente, observamos la translocacién nuclear y el
ensayo de genes informantes (OREX luciferasa) inducido por hipoxia en células HEK293,
demostrando una fuerte activacion de NFATS5 mediante hipoxia. Todos estos resultados
indicaron que el bajo PO, no solo aumenta la cantidad de proteina NFATS3, sino también genera

su actividad transcripcional.

Nuestros estudios en células HEK293 mostraron que a pesar de que se derribe la expresion de
NFATS no afectd la muerte celular en condiciones isotdnicas-normdéxicas, la reduccién en la
expresion de NFATS caus6é un importante aumento de la apoptosis y necrosis después de 8

horas de hipoxia. Estos datos indicaron que NFATS tuvo un papel protector no identificado
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previamente contra hipoxia. La hipoxia. medular es el precio que los rifiones de los mamiferos
pagan por la eficiente concentracion urinaria (Brezis M, 1993; Brezis M, 1995), y una nueva
funcién de NFAT5 en la médula renal seria mejorar la tolerancia a hipertonicidad en un

contexto hipoxico.
Regulacion superior de NFATS en I/R experimental

Para probar si hipoxia es un regulador positivo de NFATS in vivo, usamos I/R experimental
inducido por isquemia renal bilateral temporal por 30 min. Animales I/R experimentales tienen
un significativo aumento de los niveles de creatinina en plasma y una reduccion de la
osmolalidad U/P, indicando falla renal aguda (ARF) (Figura 5). Nuestros resultados mostraron
una fuerte regulacion superior de la expresion de la proteina de NFATS tanto en la corteza y la
médula de los rifiones post-isquémicos (Figura 6). La induccion de NFATS fue posterior en
comparacioén con la induccion de HIF1a, pero persistié hasta 72 horas luego de la isquemia. La
insuficiencia de la habilidad de la concentracién urinaria (reduccion de la osmolalidad U/P) en
animales I/R experimentales se ha asociado con la reduccién de los niveles de acuaporinas
(tanto en el tibulo proximal y el ducto recolector de rifiones post-isquémicos) (Kwon TH,
1999) y transportadores de sodio [Na,K-ATPase, cotransportador de Na-K-2Cl sensible a
bumetanida de rata tipo 1 (BSC-1), intercambiador de Na/H tipo 3 (NHE3), y cotransportador
de cloruro de sodio sensible a tiazida (TSC)] (Gong H, et al., 2004). Nuestros datos in vivo
indican que hipoxia transitoria regula en forma superior la expresién de NFATS en condiciones

isotonicas (corteza) y también en la médula de los rifiones I/R.

La induccién de NFATS bajo condiciones hipdxicas in vitro € in vivo observada en el presente
estudio sustenta la conclusiéon de que un bajo PO, es un regulador superior independiente de

NFATS en células de rifiéon y que podria tener un rol protector.

De acuerdo con nuestros estudios en células cultivadas, se observé inmunoreactividad de
NFATS en el nucleo de los tubulos de rifiones post-isquémicos, sugiriendo que la regulacion
superior de la proteina NFATS5 se asocia con el aumento de la actividad transcripcional.
Ademads, la regulacion superior de NFATS en los rifiones post-isquémicos se asocidé con el
aumento de la expresion de ARNm AR y de la proteina (Figura 6), indicando el aumento de la
actividad de NFATS.

Mecanismo de la activacién de NFATS mediante hipoxia.

En el presente estudio, en células HEK293 la exposicion a hipoxia caus6 un rapido aumento de

HIF-lo y NFATS (ARNm y proteina). Existe informacion interesante en la literatura que

L
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sugiere una potencial interaccién entre estos dos factores de transcripcion: La induccion
hipertonica de AQPS5 y VEGF en células AT2 es transcripcionalmente regulada y mediada, al
menos en parte, por HIF-1a, sugiriendo un nuevo rol para HIF-1a al modular las respuestas
adaptivas celulares con respecto al estrés osmético (Zhou B et al, 2007). Sin embargo, en
células HEK293 no encontramos activacion de HIF-1a por un alto -NaCl. También hemos
encontrado que NFATS puede responder a condiciones de hipoxia més extremas que HIF1,
debido a las células HEK293 (4 horas de hipoxia), la inducciéon de NFATS es maxima en 1%
O,, no obstante la induccion de HIF1 es mdxima en 2.5% O,, a pesar de que es inducido al 1%
O,. Por otro lado, NFATS es inducido por la hipertonicidad e hipoxia, pero HIF1 sélo es
inducido por hipoxia, por lo tanto, NFATS tiene una respuesta mas general a diferentes noxas.
Asimismo, NFATS5 se expresa basalmente en todos los tejidos, y HIF1 no. Esta situacién
permite que NFATS reaccione més rdpido que HIF1 a la noxa. Esta informacion preliminar
sugiere que la activacién de NFATS y HIF-1a mediante hipoxia podria ser inducida mediante

diferentes vias. Actualmente estamos estudiando esta hipétesis.

Nuestros resultados en rifiones post-isquémicos demostraron que tanto ATM como PI3K
(p110a) fueron inducidos en rifiones I/R (Figura 8). También encontramos que la activacion de
ATM y PI3-K en las células HEK293 expuso a hipoxia (2.5% oxigeno) (Figura 3). La
activacion de ATM también se ha descrito previamente durante la exposicion a hipoxia
(Hammond, EM, 2003; Bindra RS, 2007; Hammond EM. 2004). Recientes estudios en células
cancerigenas demuestran mecanismos alternos para activar ATM bajo condiciones hip6xicas,
incluyendo el aumento de especies de oxigeno radical, estrés oxidativo y fragmentaciones del
ADN (Bhoumik A, 2007). En las células cancerigenas expuestas a hipoxia, ATM permanence
difuso en todo el nicleo, como ATM fosforilatado de conejas (Bencokova Z, 2009). Este patron
de localizacion es alusivo a lo que se observa en respuesta al alto nivel de sal (Bencokova Z,
2009), indicando que hipoxia y el estrés osmético pueden compartir un mecanismo similar de
activacion ATM. De este modo, nuestros resultados y otros resultados demuestran la activacion

de ATM y PI3-K mediante hipoxia, sugiriendo su participacion en la activacion de NFATS

mediante este estimulo.

NFATS pertenece al factor nuclear de células T activadas (NFAT). Las proteinas NFAT se
definieron originalmente como reguladores dependientes de calcio/calcineurina de la
transcripcion de genes de citoquinas en linfocitos T. NFATS se puede inducir tanto en linfocitos
T primarios inactivos y poblaciones de células Thl y Th2 diferenciadas luego de la activacion

dependiente del receptor de mitogeno o antigeno (Trama J, 2002). Sin embargo, la induccién de

.
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NFATS5 mediante un estimulo hiperosmoético en células cultivadas epiteliales no estd bloqueada
por la inhibicién de calcineurina (Trama J, 2002). Se requieren de otros estudios para esclarecer
si hipoxia activa los mecanismos dependientes de calcineurina para la induccién/activacion de

NFATS en células de rifion.

Estos resultados demuestran por primera vez que NFATS es inducido por hipoxia y tiene un

potencial rol protector contra el dafio isquémico.
Ejemplo 2: NAFTS5 es inducido en el corazoén, cerebro, piel, e hipoxia de linfocitos.
Animales.

Ratas macho adulto Sprague-Dawley (250 g, n=5 para cada uno) se encierran en un ciclo de 12
horas de luz/oscuridad. Los animales fueron alimentados ad libitum (a voluntad) y recibieron
agua de manera controlada y se quedaron en el departamento de cuidados animales de la
universidad. Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de conformidad con
los estandares institucionales e internacionales para el cuidado de humanos y uso de animales
de laboratorio (Animal Welfare Assurance Publication A5427-01, Office for Protection from
Research Risks, Division of Animal Welfare, The National Institutes of Health).

Infarto de Miocardio.

Se indujo infarto de miocardio (grupo MI), como se describe previamente (Bhindi R, 2006).
Las ratas se anestesiaron con inyeccion por via intraperitoneal de cetamina y xilazina (50 y 10
mg/kg, respectivamente) y se ventilaron con aire ambiente usando un pequefio ventilador
mecanico para animales (Columbus Instruments Model 121). Se realiz6 toracotomia izquierda
en el cuarto espacio intercostal, se abrid el pericardio y se ligd la arteria coronaria descendente
anterior izquierda con sutura de seda de 6.0 (Hospital & Diagnostics Supplies Ltd). Después de
la oclusién coronaria, el térax se saturd por planos y después de que despertaron y de la
extubacion, los animales recibieron tramadol (5 mg/kg peso) por via oral como analgésico. Las
ratas tratadas con placebo (Sh) operadas se sometieron al mismo procedimiento, pero se

produjo sin ligadura de las arterias.
Eutanasia de animales y recoleccion de muestras

Para la eutanasia, los animales fueron anestesiados con cetamina y xilazina (50 mg/kg y 10
mg/kg) por via intraperitoneal. Los corazones se detuvieron con una inyeccion intraventricular
de solucién de cloruro de potasio (10%), de acuerdo con los Lineamientos sobre Eutanasia de la
Asociacién de Medicina Veterinaria de los Estados Unidos (AVMA). Los corazones con infarto

transmural del ventriculo izquierdo (VI) fueron incluidos en el estudio para evaluar s6lo los

5
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infartos (Schoemaker RG, 1990). El VI luego se diseccioné y se usé para la extraccion el ARN.

Se usé una region andloga de las muestras del grupo tratado con placebo.
PCR en Tiempo Real Cuantitativo (JRT-PCR)

ARN total se aislé usando TRIzol (GIBCO, Life Sciences) conforme con las instrucciones del
fabricante. La concentracion de ARN se determind mediante espectrofotometria y la integridad
del ARN se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa. Se prepar6 ADNc del ARN total
(0.5 pg) usando un sistema de transcripcion inversa (hexdmeros aleatorios, Improm II Reverse
Transcriptase System; Promega). Se realizé PCR en muestras de ADNc de 8 ng 'y 80 ng por 20:1
reaccion en triplicado para cada experimento (GoTaq Flexi DNA polymerase, Promega). Se
detectaron amplicones para la Deteccion de Fluorescencia en Tiempo Real (Rotor-Gene Q,

Qiagen). Se usaron cebadores para QPCR que fueron:

para NFATS:

NO. ID. SEC.: 3: S’-TTCATCTCATTGCTCAGCG-3’y

NO. ID. SEC.: 4: 5’-GGGAGAAGATCATAGACAGATTC-3’y
para 18S (trabajos domésticos ):

NO. ID. SEC.: 7: 5’-TTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCCGA-3’y
NO. ID. SEC.: 8: 5’-TCTTGGCAAATGCTTTCGCTCTGG-3".

El sistema de deteccion registra el nimero de ciclos de PCR (Ct) requeridos para producir una
cantidad de producto igual a un valor de umbral, que es una constante. De los valores Ct, hemos
calculado la abundancia de ARNm relativo en cada condicién experimental, y los valores se
normalizaron respecto a la abundancia relativa de cada transcripcion en el tejido de animales

tratados con placebo emparejados, como se describe (Irarrazabal C, 2010).
Cultivos neuronales

Los cultivos primarios de neuronas corticales se obtuvieron de embriones de 18 dias de ratas

Sprague-Dawley como se describe (Banker y Goslin 1988).
Cultivos de linfocitos

Las cé€lulas linfoides de sangre periférica se purificaron mediante centrifugacion en gradiente de
densidad Ficoll-Hypaque como lo describe el fabricante (Amersham, Biosciences). Los
linfocitos purificados se cultivaron en alfa-MEM en 10% SFB por 24 horas. Después de este

periodo de tiempo los linfocitos cultivados se expusieron a condiciones de hipoxia.
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Fibroblasto humano primario de piel.

Los fibroblastos se obtuvieron de piel de donantes saludables. Los cultivos celulares se
realizaron en DMEM-rojo fenol suplementado con 10% de suero fetal de bovino, penicilina-
estreptomicina 0.1 mg/ml, fungizona 0.25 pl/ml y glutamaz 2 mM. Los cultivos celulares se

expusieron a una condicién de hipoxia.
Hipoxia en cultivos celulares

Las células cultivadas se incubaron en condiciones isotonicas (300 mOsM) y normoxicas (21%
03). Después de 24 horas de cultivo en un medio isotonico, las células se incubaron en
condiciones hipdxicas (1% O,) por 8 horas a 37°C. Las condiciones hipdxicas se obtuvieron
reemplazando oxigeno con N, usando una incubadora Heracell 150i de CO, (Thermo

Scientific).
Analisis Western Blot

La proteina total se midié usando el Kit de Prueba de Proteina BCA, (Pierce, Rockford, IL). El
cultivo celular se homogenizé6 con un homogenizador Ultra-Turrax en una solucién
amortiguadora de lisis que contiene 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100,
inhibidor de proteasa (Complete Mini, Roche Applied Science, Indianapolis, IN), y cécteles
inhibidores de fosfatasa (Phosphatase Inhibitor Cocktails 1 & 2, Sigma, St. Louis, MO). La
célula se homogeniza, luego se centrifuga (15,000 X g, 10 min) y el sobrenadante se almacena
(-70°C) para el anlisis de SDS_PAGE y Western blot. Las proteinas se separaron en geles de
Tris-Glicina de 7.5 6 10% y se transfirieron a las membranas de nitrocelulosa (Invitrogen,
Carlsbad, CA). El anélisis de Western blot se realiz6 de acuerdo con las condiciones estandares
(Irarrazabal C, 2010). En resumen, después de bloquear el enlace no especifico, las membranas
se incubaron con anti-NFATS de conejo (NFATS) (Affinity BioReagents, Golden, CO) o anti-
tubulina de conejo (Cell Signalling), durante toda la noche a 4°C. Después de lavar con 0.1% de
Tween-20 en PBS, las manchas se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano apropiada (HRP) por 1 hora a temperatura ambiente. Las proteinas se
detectaron usando una técnica de quimioluminiscencia mejorada (PerkinElmer, Life Sciences,
Boston, MA). Las manchas se exploraron y se realizé un andlisis densitométrico usando el
programa de dominio piblico NIH Image v1.61 (US National Institutes of Health,
http:/rsb.info.nih.gov/nih-image).

Analisis Estadistico

2
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Los datos se expresan + SEM. Los valores de diferentes grupos se evaluaron con la prueba t del
Estudiante cuando se comparan dos grupos y Anova para miltiples comparaciones con una
prueba post-hoc Fisher cuando se compara mas de dos grupos. El nivel de significancia fue

p<0.05.
Efecto de hipoxia sobre NFATS.
La expresion de NFATS se induce en el infarto de miocardio (MI).

Hemos medido la expresion de ARNm de NFATS en.las muestras de tejido del ventriculo
izquierdo de ratas tratadas con placebo y ratas infartadas después de una semana de MI
mediante qRT-PCR. La Figura 9 mostré que MI aumentd significativamente los niveles de
ARNm de NFATS en MI en comparacion con el tejido tratado con placebo (10,96 + 1.6 vs 0.9
+ (.33, p<0.05), sugiriendo que el tejido infartado indujo la expresion genética de NFATS.

La expresion de NFATS se induce por hipoxia en cultivos primarios de neuronas

corticales.

Hemos analizado el efecto de hipoxia (1% of O,) en la abundancia de la proteina NFATS en
cultivos primarios de neuronas corticales del cerebro de rata mediante Western blot. Las
neuronas corticales se cultivaron en condiciones normoéxicas (21% de O;) o hipdxicas (1% de
O,) por 8 horas. La condicion de hipoxia indujo la abundancia de la proteina NFATS (Figura
10).

La expresion de NFATS se induce por hipoxia en linfocitos humanos

Hemos analizado el efecto de hipoxia (1% of O,) en la abundancia de la proteina NFATS en
cultivos primarios de linfocitos humanos mediante Western blot. Los linfocitos humanos se
cultivaron en condiciones normoéxicas (21% de O,) o hipéxicas (1% de O;) por 8 horas. La

condicioén de hipoxia indujo la abundancia de la proteina NFAT5 (Figura 11).

La expresion de NFATS se induce por hipoxia en cultivos primarios de fibroblastos de piel

humana.

Hemos estudiado el efecto de hipoxia (1% de O,) en la abundancia de la proteina NFATS en
cultivos primarios de fibroblastos de piel humana mediante Western blot. Los fibroblastos
humanos se cultivaron en condiciones norméxicas (21% de O,) o hipdxicas (1% de O,) por 8

horas. La condicion de hipoxia indujo la abundancia de la proteina NFATS (Figura 12).

Discusion.
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La presente informacién muestra que NFATS se indujo en el ventriculo izquierdo expuesto a
infarto de miocardio en rata sugiriendo que NFATS estd implicado en la respuesta aguda a
condicién isquémica en el corazén y podria usarse como un biomarcador de esta severa
condicién cardiaca. Adicionalmente, NFATS5 también se indujo en un cultivo primario de
neuronas corticales de cerebro de rata sugiriendo que este tipo de respuesta neuronal al dafio de
hipoxia induce la expresion de este factor y podria usarse como un biomarcador de la condicién
de hipoxia del cerebro. Finalmente, hemos probado el efecto de hipoxia en otras dos células
humanas (linfocitos y fibroblastos) y hemos demostrado que hipoxia puede inducir la expresion
de este factor sugiriendo que muchos tipos de células inducen la expresion del gen NFATS a
una condicién de tension de bajo oxigeno. Estos resultados nos permiten proponer a NFATS

como biomarcador de hipoxia en muchos tejidos.
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REIVINDICACIONES

1.  Me¢étodo para el monitoreo, diagndstico y pronéstico de hipoxia relacionado a transtornos
en un paciente usando NFATS5, en donde el método comprende a) proporcionar una muestra del

cuerpo; b) concentrar los factores de transcripcion presentes en la muestra; y c) detectar y/o

cuantificar NFATS en la muestra tratada.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque la muestra del cuerpo

es sangre, orina, fluido cervical gingival, saliva, fluido sinovial, y/o liquido amnidtico.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque los factores de
transcripcion presentes en la muestra se concentran con o usando: métodos de laboratorio y
dispositivos_ utiles para separar elementos mdas grandes de la muestra, métodos de
inmunopurificaciéon, métodos de inmunoprecipitacidn, centrifugacion, tubos de centrifuga,
ultracentrifugacion, microfiltracion, cartuchos de microfiltro, columnas de microfiltro, y/u otros

medios de microfiltro hasta 0.22 pm.

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque la deteccién y/o
cuantificaciéon de NFATS en la muestra tratada se realiza mediante un anticuerpo primario
dirigido a NFATS, y un anticuerpo secundario conjugado con una etiqueta, dirigido al
anticuerpo primario; en donde la etiqueta es un marcador fluorescente, una enzima, un

marcador radioactivo, un compuesto quimico, y/o un compuesto infrarrojo.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado porque el anticuerpo
primario se conjuga directamente con una etiqueta, en cuyo caso, el anticuerpo secundario no es
necesario; siendo la etiqueta un marcador fluorescente, una enzima, un marcador radioactivo,

un compuesto quimico, y/o un compuesto infrarrojo.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 a 5, caracterizado porque el método
incluye un paso para evaluar una condicién y/o trastorno relacionado con hipoxia en un

paciente para monitorear, diagnosticar, pronosticar y/o determinar un tratamiento en el paciente

en base a la presencia y/o nivel de NFATS.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado porque el trastorno
asociado con hipoxia es apoplejia, ataque al corazdn, céncer, trastornos cardiacos, trastornos
circulatorios oclusivos, arterioesclerosis, infarto de miocardio, trastornos relacionados con
reperfusion isquémica, retinopatia diabética, artritis reumatoide, condiciones asociadas con el

trasplante de O6rganos, trastornos inflamatorios, sufrimiento neonatal, isquemia, anemia,

infecciones, y/o retardo de crecimiento intrauterino.
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8. Equipo de diagnostico para determinar la presencia y/o el nivel de NFATS para
determinar el inicio de un trastorno o condicién relacionado con hipoxia en un paciente, en
donde el equipo comprende un medio para concentrar los factores de transcripcion presentes en
una muestra del cuerpo del paciente y un medio para detectar y/o cuantificar NFATS en la

muestra concentrada.

9. Equipo de diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque la
muestra del cuerpo es sangre, orina, fluido cervical gingival, saliva, fluido sinovial, y/o liquido

amnidtico.

10.  Equipo de diagnéstico de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque el
medio para concentrar los factores de transcripcion presentes en la muestra son medios de
inmunopurificacién, y/o inmunoprecipitacién, asi el equipo comprende anticuerpos,
amortiguador de reaccién adecuado, agentes o soluciones de bloqueo y soluciones madre de
NFATS.

11, Equipo de diagndstico de acuerdo con la reivindicaciéon 8, caracterizado porque el
equipo comprende tubos de centrifuga, cartuchos de microfiltro, columnas de microfiltro, otros
medios de microfiltro hasta 0.22 micrémetros, o una combinacion de éstos, que serdn usados
en métodos de laboratorio y dispositivos utiles para separar elementos més grandes de la

muestra, como medios de concentracidn para los factores de transcripcion.

12. Equipo de diagnéstico de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque el
equipo considera, como medio para detectar y/o cuantificar NFATS, un anticuerpo primario
dirigido a NFATS, y un anticuerpo secundario conjugado con una etiqueta, dirigido al
anticuerpo primario; en donde la etiqueta es un marcador fluorescente, una enzima, un

marcador radioactivo, un compuesto quimico, y/o un compuesto infrarrojo.

13.  Equipo de diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 12, caracterizado porque el
anticuerpo primario se conjuga directamente con una etiqueta, en cuyo caso, el anticuerpo
secundario no es necesario; siendo la etiqueta un marcador fluorescente, una enzima, un

marcador radioactivo, un compuesto quimico, y/o un compuesto infrarrojo.

14.  Equipo de diagnostico de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque el

equipo comprende instrucciones para usar el equipo.

15. Equipo de diagndstico de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado porque el

equipo de diagnostico comprende un medio para obtener una muestra del cuerpo de un

paciente.
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16.  Equipo de diagnéstico de acuerdo con la reivindicacién 15, caracterizado porque el

medio para obtener la muestra del cuerpo se selecciona de una sonda urinaria, un recipiente

para recibir una muestra de orina, agujas, agujas Vacutainer, tubos, y jeringas o una
combinacion de éstos.
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RESUMEN

Método para el monitoreo, diagnéstico y pronéstico de hipoxia relacionado a transtornos en un
paciente usando NFATS, en donde el método comprende a) proporcionar una muestra del
cuerpo; b) concentrar los factores de transcripcion presentes en la muestra; y c) detectar y/o

cuantificar NFATS en la muestra tratada.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO VA,

NIT : 800.176.089-2
.-

RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 14 - 0013178

Bogota D.C., Febrero 05 de 2014 - 10:37:23

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A.

NI 860.047.372

- *** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQ BANCO CUENTA Na_PAGO

FECHA PAGQO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 608057170

04/02/2014 5.658.000.00

- *** Conceptos Pagados ***
CANT _RENTISTICO CONCEPTO

Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTO

150005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA
ADICIONAL ALAS 10 INIC

SON: */TREINTA Y UN MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:

/
Recibo de Baja Apliqadd al Expediente No.

31.000.00 31.000.00

$31.000.00

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

e

Fecha: 2014-05-02 16:06:33  Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 62

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

‘No. 14 - 0031273

Bogota D.C., Marzo 20 de 2014 - 15:49:09

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A.

NI 860.047.372

TIPQ PAGO BANCO

*** Soporte del Pago ***

CUENTA No. PAGO

EECHA PAGO

VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 610741003

20/03/2014 14.578.000.00

CANT. RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***

CONCEPTO

Ve UNDITARIQ V. CONCEPTO

5 50005-01-01 SOLICITUDES

f

Jp—

1607 REIVINDICACI
ADICIONAL A LAS 1

PATENTE UNITARIA

ON
0 INIC

31.000.00 - 155.000.00

$155.000.00

SON: **CIENTO CINCUENTA Y CINCO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

5 4 A
PATENTE DE INVENCION [ | MODELO DE UT’ILIPA6 L] Art 33 D'ec.isién 486/09

Indicacion que se solicita una patente.
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta fa solicitud
Descripcién de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

EREEN

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espaiiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

HjEpEEE

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisién 486/00)
[:l Indicacion que se solicita Disefio industrial
D Datos de identificacién del solicitante o de ia persona que presenta la solicitud
D Representacion grafica y fotogréafica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
diseno

D Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D ~ Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO || (Art. 92 Decisién 486/00)

indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica de un esquema de trazado

Ooou

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

Pi02-F08 (2009-11-18)




