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Introduccion



INTROCUCCION

Las complejas relaciones quimicas que ocurren en los organismos Vivos requieren
condiciones estables y restrictas dentro de ciertos limites compatibles con la vida.
Las células estan en constante comunicacion para coordinar sus funciones de forma
tal de mantener las condiciones fisicoquimicas internas adecuadas para la vida
frente a determinados cambios.

Clasicamente las principales moléculas modelo de sefalizacion extracelular han sido
las hormonas y los neurotransmisores, sin embargo en los udltimos afos, la
sefalizacion por nucleétidos extracelulares ha cobrado gran importancia y es objeto
de intenso estudio.

La presente tesis aborda el estudio de las vias de sefalizacion extracelulares
mediadas por nucleotidos, principalmente el ATP, en eritrocitos expuestos a

diferentes estimulos que activan esta via se sefalizacion.



1.1ATP: de moneda energética a sefial extracelular.

Transcurrieron setenta afios desde que Fritz Lipmann y Herman Kalckar [1-2]
establecieran que el ATP es la principal molécula de transferencia de energia
metabdlica en la célula. El concepto ha sido verificado hasta el presente por
incontables trabajos de fisiélogos y bioquimicos.

Dado que tanto el ATP como los demas nucledtidos no atraviesan libremente la
membrana plasmatica, se supuso durante mucho tiempo que estas moléculas sélo
podrian existir en el interior de la célula.Ademas, la célula posee complejos
mecanismos de sintesis y reserva de nucleétidos, por lo que era esperable que
también poseyera mecanismos que evitaran la salida de estos componentes.

La primera evidencia de que los nucleétidos podian tener funciones fisiologicas a
nivel extracelular fue descripta por Drury y Szent-Gyorgyi en 1929 [3], sin embargo,
pasaron mas de 40 afios antes de que los nucleétidos re-emergieran como
factoresde sefializacion extracelular. En 1970 Geoffrey Burnstock, pionero en el
estudio de la sefalizacién por nucleétidos, postulé que el ATP podria actuar como
transmisor en el espacio sinaptico [4-5]acufiando el término “purinérgico”para hacer
referencia a los nervios que utilizan ATP como su principal neurotransmisor.
Deberian transcurrir otros veinte afios hasta que se aceptara definitivamente la idea
de que los nucleétidos actian como factores de sefializacion extracelular.
Actualmente, el nucleésido adenosina, los nucledtidos ATP, ADP, UTP, y UDP, y
ciertos nucleétidos-azucares (UDP-glucosa, UDP-galactosa) son reconocidos como
potentes y selectivos mensajeros extracelulares que controlan, entre otras funciones,
el impulso nervioso, la respuesta inflamatoria, la secrecidon de insulina, la agregacion
plaquetaria, la hidratacién y proteccién de las mucosas respiratorias, la regulacion

del tono vascular y la percepcion del dolor.



El término “purinérgico” ha sido ampliado a las sefiales impartidas por nucleétidos y

nucleosidos extracelulares en todo tipo de células.

1.2 Vias de salida de ATP.

Dado que la principal fuente de ATP extracelular es el interior de las células, todas
las células constituyen potenciales fuentes del nucleétido, aunque también se ha
reportado su sintesis extracelular [6]. La salida de ATP (y otros nucleétidos) de
diversos tipos celulares puede ser inducida por una gran variedad de
estimulosfisiolégicos y farmacolégicos, incluyendo hipoxia [7-9], acidosis [10-11],
deformacion mecanica de la membrana celular [12], shock hiposmotico[13-14],
estimulacibn de receptores de membrana por diversos ligandos [15] vy
despolarizacion eléctrica de la membrana plasmatica [16-17].

Si se considera que: 1) en estado estacionario la concentracién de ATP extracelular
es nanomolar y la concentracion de ATP intracelular esmilimolar; 2) a pH fisiol6gico
la mayoria de las moléculas de ATP se encuentran en forma anionica[18]y 3) el
potencial eléctrico intracelular es inferior al extracelular, el gradiente electroquimico
de ATP es altamente favorable para la salida del nucleétido. Sin embargo, hay que
destacar que en varios tipos celulares (pero no todos), sélo una pequefia proporcion
del ATP intracelular es liberado para activar mecanismos purinérgicosde
sefalizacion extracelular. Es decir que, en generalla sefalizacion por ATP
extracelular puede ocurrir sin comprometer el metabolismo energético, por lo que su

liberacion al medio extracelular se encuentra altamente regulada.

El ATP intracelular puede ser liberado por lisis (muerte celular) o por mecanismos no
liticos (mecanismos de liberacion controlada). Se ha postulado que la salida no litica
de ATP puede ser mediada por exocitosis, canales anionicos, transportadores ABC,

hemicanales de Conexinas y canales de Panexinas.



Adicionalmente, en algunos tipos celulares el ATP puede ser sintetizado en el medio
extracelular mediante una ATP sintasa ubicada en la membrana plasmatica, que
exhibe su sitio activo al exterior celular[6,19-21].

A continuacion se hace una breve resefia de cada uno de los mecanismos de salida
de ATP mencionados.

1.2.1 Exocitosis.

Esta es una de las principales vias de salida de ATP de células secretoras y
neuronas[22-24]. Actualmente, se sabe que células sin funcidn secretora pueden
liberar ATP por exocitosis, como por ejemplo astrocitos,células de Schwann y
hepatoma humano[14,25-26-14].

Los inhibidores mas utilizados para bloquear la via exocitica son la brefeldina Ay la
bafilomicina[27]).

1.2.2 Canales aniénicos

Como se menciono anteriormente, el gradiente electroquimico del ATP es
ampliamente favorable para promover la salida del nucleétido de la célula. De ahi
que sea posible que el ATP pueda ser transportado al exterior celular por canales
anionicos.

Entre los potenciales canales que transportarian ATP se hallan el VDAC-1 (del
inglés Voltage-Dependent-Anion-selectiveChannel) en el epitelio de las vias
respiratorias  [28-29], e VSOR (o VRAC, del inglés Volume-
SensitiveOutwardlyRectifying) en células endoteliales de aorta [30], el CALHM1, un
canal activado por voltaje presente en células de las papilas gustativas [31] y el MAC
(del inglés Maxi-AnionChannel) [32] aunque en este caso algunos autores postulan

que MAC y VDAC son la misma entidad[33].



Estos canales pueden ser inhibidos por una gran variedad de compuestoscon
distinto grado de selectividad. Los inhibidores mas comunmente utilizados son NPPB
(VSOR, MAC), DIDS (VSOR, MAC), glibenclamida (VSOR, mdr), TRO (VDAC), bcL-
x| (VDAC), SITS (MAC), DPC (MAC) y los lantanidos, como el La*" y el Gd*" (MAC).
[15].

1.2.3 Transportadores ABC.

Estas proteinas representan la mayor y mas diversa superfamilia de moléculas con
actividad ATPasaintracelular [34], donde se incluyen el CFTR (del inglés Cystic
Fibrosis TransmembraneConductanceRegulator), la proteina de resistencia a
multidrogas (mdr, del inglés multidrugresistant) y el receptor de sulfonil urea (SUR).
Inicialmente se postuld que el ATP podia ser transportado por alguna de estas
moléculas, dado que la sobreexpresion de estos transportadores aumentaba la
liberacion de ATP al medio extracelular, de la misma forma que su inhibicion la
disminuia[35-39]. Sin embargo, si bien no se descarta una accion moduladora de
alguna de las proteinas ABC en la liberacion de ATP, el transporte transmembrana
de ATP por estas proteinasno pudo ser comprobado experimentalmente. [40-43].
Los inhibidores mas utilizados en estos trasportadores son la glibenclamida y el
probenecid (44).

1.2.4 Hemicanales de conexinas.

Las conexinas son proteinas de las uniones estrechas (gap junctions) en
vertebrados. Forman hexameros (conexones) que se insertan en la membrana
plasmatica y, al entrar en contacto con un conexdn expresado en una célula
adyacente, las dos proteinas unen sus dominios extracelulares en forma no
covalente, formando asiuniones estrechas. Estas conectan el citosol de ambas

células y permiten el pasaje de moléculas menores a 1kDa, asi como también la



propagacion del potencial de membrana [45-47]. Sin embargo, se han reportado
gueun conexdn de una célula, desacoplado de otro conexdon de una célula
adyacente podria formar un hemicanalen varios tipos celulares, incluyendo astrocitos
y células gliales en el sistema nervioso central [48-50], leucocitos [51-52[, células del
endotelio vascular [53-54] y células del musculo liso vascular [55]. Se ha propuesto
gue estos hemicanales pueden funcionar como canales no selectivos para la

liberacion de moléculas de bajo peso molecular, incluyendo al ATP [56-57].

El inhibidor méas utilizado para estos canales es la carbenoxolona (CBX)[58].

1.2.5 Panexinas.

En el afio 2000 se identificé una nueva familia de proteinas denominadas panexinas
[59]. Estas son ortélogos de las proteinas de las uniones estrechas en
invertebrados(las inexinas), y se ha sugerido que, si bien no exhiben homologia de
secuencia con las conexinas, podrian adoptar una topologia similar al insertarse en
la membrana plasmatica. Hasta el momento se han identificado tres isoformas
(panexinas 1, 2 y 3) y la distribucion de cada una sigue siendo tema de estudio.Al
igual que las conexinas, las panexinas forman hexameros, heptdmeros u octameros
(panexones; [60-61] pero, a diferencia de las conexinas, las panexinas poseen un
loop extracelular altamente glicosilado(principalmente las panexinas 1 y 3) que
impide el acoplamiento entre panexones de células adyacentes; en consecuencia no
forman uniones estrechas y consecuentemente podrian actuar como canales.Mas
aun, se ha postulado quelas panexinas, en particular panexina 1,funcionaria como
un canal no selectivo de moléculas de peso molecular menor a 1kDa.

Mas recientemente se reportd panexina 1 estd involucrada en la liberacion de ATP
de un gran numero de tipos celulares, incluyendo astrocitos y células gliales del

sistema nervioso central [62-64], linfocitos [65], epitelios de la via respiratoria [66-



67]y células endoteliales y musculares de la vasculatura [68]. Por otro lado, se ha
sugerido que el ATP extracelular podria tener un efecto alostérico negativo sobre el
transporte de ATP mediado por panexina 1[69].

Entre los estimulos que inducen salida de ATP mediada por panexina 1 se
encuentran la despolarizacion [70], la hipoxia [71] y el estiramiento de la membrana
[72].

Los inhibidores mas utilizados para estos canales son la carbenoxolona (CBX), el
probenecid (PBC) y los inhibidores de canales aniénicos (NPPB, DIDS, SITS y

glibenclamida)[73-74]

En la Fig. 1 se resumen los mecanismos postulados de liberacion de ATP
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Figura 1. Posibles mecanismos responsables de la liberacion de ATP al medio extracelular. Las
flechas indican los flujos netos de ATP.

En general, la activacion de unao varias vias de salida de ATP parece depender del

tipo celular y de la naturaleza del estimulo.

No se sabe con certeza si estos canales y transportadores de ATP actian como
entidades aisladas o en asociacion fisica con otras proteinas, como por ejemplo,

componentes del citoesqueleto y receptores especificos en la membrana plasmatica.



Por ejemplo en neuronas, la panexina 1 se asocia a un complejo multiproteico

llamado inflamasoma, que incluye receptores P (P2X7) y caspasa 1 [73].

1.3 Metabolismo extracelular de nucleoétidos.

Una vez en el espacio extracelular, el ATP y otros nucleotidos pueden acumularse
en concentraciones nano a micromolares, e influenciar en forma paracrina o
autocrina varios procesos biolégicos como la agregacion plaquetaria, el control del
tono vascular, la transmision nerviosa, la respuesta inmune, la secrecion de
hormonas y la contraccion muscular [31,75-77]. Todos estos procesos se llevan a
cabo mediante la interaccion de los nucleétidos con dos grandes grupos de
proteinas localizadas en la membrana plasmatica:las ecto-nucleotidasas[78] y los

receptores purinérgicos (receptores P,[79]).

1.3.1 Ecto-nucleotidasas.

Son enzimas que promueven la degradacion de ATP y otros nucleétidos/nucledsidos
extracelulares. Pueden clasificarse en tres grandes grupos de acuerdo a su funcion:
1) Ecto-enzimas con actividad ATPasa, dentro de las que se encuentran:
e E-NTPDasas (ecto nucleosido trifosfato difosfo hidrolasas)
e E-PA (ecto fosfatasas)
e Ecto-quinasas, dentro de las que se encuentran:
e E-AKasa (ecto adenilato quinasa)
e E-NDPKasas (ecto nucledsido difosfato quinasas)
2) Ecto-5' nucleotidasas.

3) Ecto-deaminasa.



Se trata de enzimas que estan unidas a la membrana plasmatica, ya sea mediante
regiones  proteicas transmembrana 0 mediante  uniones de tipo
glicosilfosfatidilinositol (GPI; por ej. la E-5" nucleotidasa).La denominacion “Ecto” o
“E” refiere a que, salvo las isoformas 4 y 7 de E-NTPDdasas (ver mas abajo), todas
presentan su sitio activo en el medio extracelular. Algunas de estas enzimas pueden
también encontrarse de manera soluble en el medio extracelular, en cuyo caso se
las denomina “exo” enzimas.

A continuacion se detallan las funciones de las enzimas mas importantes.

1.3.1.1E-NTPDasas.

De entre todas las ecto-enzimas, las E-NTPDasas son responsables de gran parte
de la hidrdlisis de nucledtidos tri- y difosfato extracelulares en una gran variedad de

tipos celulares [78].
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Figura 2. Estructura general de nucledtidos, donde se distinguen nucledsido
monofosfato (NMP), difosfato (NDP) y trifosfato (NTP). Se indican las posiciones a,
y vy de los grupos fosfato. Base refiere a las bases nitrogenadas: adenina, guanina,
citosina y uracilo.

Promueven la hidroélisis de nucleotidos tri- y difosfato de manera secuencial, es decir
que primero se hidroliza el fosfato y del nucleosido trifosfato y luego el fosfato 3 del

nucledsido difosfato (Fig. 2); quedando como producto final nucléosidosmonofosfato.



Las E-NTPDasas son proteinas glicosiladas, dependientes deCa®* o Mg?*, que
generalmente poseen uno 0 dos pasos transmembrana. Se han identificado ocho
paralogos en mamiferos (NTPDasas 1-8) y uno o mas subtipos se expresan en casi
todos los tejidos [80-81]. Los subtipos 1, 2, 3 y 8 se localizan en la membrana
plasmatica, mientras que los subtipos 4 a 7 se localizan en organelas intracelulares,
aunqgue se han reportado formas solubles en el medio extracelular de subtipos 5y 6
[82-83].

Los subtipos 1, 2, 3 y 8 hidrolizan tanto nucledsidos di- y trifosfatos a pH fisiolégico,
exhibiendo un amplio rango de especificidad por nucleétidospurinicos o
pirimidinicos. En humanos, los subtipos 1 y 2 hidrolizan preferentemente nucleotidos
de adenina por sobre los de uracilo. Ademas, los subtipos 1 y 3 hidrolizan ATP y
ADP a velocidades similares[82-84], mientras que el subtipo 2 tiene mayor
preferencia por ATP [85].

Estas enzimas pueden ser inhibidas en forma inespecifica por Ce?*, Ga**, suramina,
cibacron blue [86-87], analogos de ATP (ARL67156; 8-BuS-ATP; a,B-metilén ATP;
B,y-metilén ATP) y PSB 069[88-91]. También se desarrollaron algunos inhibidores
selectivos como PSB 06126 y POM 1 [91-92].

1.3.1.2 E-quinasas.
Son enzimas que catalizan la interconversion de nucleétidos extracelulares [12-93].

La E-AKasa (ecto adenilato quinasa) cataliza en forma reversible la siguiente
reaccion:

ATP + AMP < ADP + ADP
Por otro lado las E-NDPKasas (ecto nucleodsido difosfato quinasas) transfieren el
fosfato y de nucleésidos trifosfato a nucledsidos difosfato que pueden tener

diferentes bases nitrogenadas:



XTP +YDP & XDP +YTP
Donde X e Y corresponden a los nucledsidos adenosina, citidina, uridina o
guanosina.
Por lo tanto, las E-quinasas pueden generar cambios en las concentraciones de

nucleotidos cercanos a la superficie externa de la membrana plasmatica.

1.3.1.3Ecto-5’ nucleotidasas.

Los nucledsidos monofosfato se acumulan en el medio extracelular como resultado
del metabolismo de los nucleosidos tri- y difosfatos y son sustrato de enzimas
denominadas Ecto-5' nucleotidasas. Estas enzimas catalizan la hidrolisis del fosfato
(ver Fig. 2) de las ribosas y desoxiribosas.

En el espacio extracelular, las Ecto-5 nucleotidasas se encuentran tanto de forma
soluble como unida a la membrana a través de una union GPI y, por lo general,
forman dimeros unidos por puentes di-sulfuro cuya conformacién es fundamental
para su actividad [94]. Estas enzimas se encuentran en la mayoria de las células
[95-96]; ATP y el ADP (y analogos) extracelulares actian como inhibidores
competitivos de estas enzimas, mientras que la concavalina A y las teofilinas actian

como inhibidores no competitivos.

1.3.1.4Ecto-deaminasas.

En varios tipos celulares, la accidon secuencial de E-NTPDasas (que hidrolizan ATP y
ADP) y la E-5" nucleotidasa (que hidroliza AMP) es capaz de desfosforilar el ATP
extracelular a adenosina[97-100].

La adenosina puede ser luego incorporada a las células por trasportadores
especificos y/o unirse a receptores purinérgicosespecificos sobre la superficie de las

células y/o ser deaminada en forma irreversible a inosina por una E-deaminasa.



Las ecto-deaminasas pueden ser inhibidas por 1-Deazaadenosina, EHNA,

Pentostatina y, Zn®"[101-103].

1.3.2 Receptores purinérgicos (receptores P).

La relevancia de los nucledtidos como sefiales intercelulares se evidencié mediante
la identificacion a nivel genético y molecular de 19tipos de receptores de superficie
que transducen la presencia extracelular de nucleétidos y nucledsidos en una
respuesta celular. A pesar de la denominacion “purinérgicos”, varios de estos
receptores pueden ser activados por pirimidinas (UTP, UDP, UDP-glucosa).

Existen dos familias de receptores P denominados P1 y P2. Los receptores P1
tienen alta afinidad por adenosina, mientras que los receptores P2 tienen alta
afinidad por nucleosidos di- y trifosfato.

En las secciones siguientes se describen en detalle los receptores P.

1.3.2.1 Receptores P1.

En base a una caracterizacion molecular, farmacologia y bioquimica los receptores
P1 se dividen en los subtipos A1, Aza, A2s Y As. Todosellos se encuentran acoplados
a proteina Gheterotrimérica[104-105] y su activacioninduce cambios en la
concentracion intracelular de AMPc y/o de inositoles fosfato.

Los efectos de la adenosina (ADO) sobre estos receptores pueden ser
antagonizados por metilxantinas, teofilinas y ATP. En patrticular, la 8-fenilteofilina y la
8-(p-sulfofenil) teofilina (8-SPT) son potentes antagonistas no selectivos de
receptores P1 [106]. Asimismo, existen agonistas y antagonistas de mayor
especificidad por subtipo. En la Tabla 1 se resumen los receptores P1 y se indican
agonistas, antagonistas y los mecanismos de sefializacion.

Tabla 1. Receptores P1



Agonista Otros Mecanismo
Receptor natural Adonistas Antagonista de
(Ko,suM) g transduccion

CCPA > R-PIA= 8-SPT, DPCPX,

S-ENBA; N-0840,
A ADO CVT-510; MRS1754, -
- (0,073) GR79236 20- WRC-0571, 20
MeCCPA, SDZ  PSB36, SLV320,
WAG 994 CGS 16943
HENECA 8-SPT, KF17837,
A ADO >GCS21680 SCH58261, -
A (0,159) =CVT-3146 ZM241385, s
>NECA KW6002
Bay60-583
Azg ADO (5,1) B MRE2029 Gs
IB-
MECAsNECA>  MRS1220,1-
268605,
MRS5151 >
MRS5168 > 2- MRS,
ADO (6,5) : VUF8504, Gi/Go, G¢/G11
Cl-IB-MECA;
_ VUF5574,
DBXRM;
: MRS1334,
VT160; B
HEMADO

>, mayor potencia; =, mayor o igual potencia; =, igual potencia
Datos tomados de [79,106-108]

Los receptores P1 se detectaron en la mayoria de los tipos celulares animales. Dado
gue una misma célula puede expresar varios subtipos de receptores P1 [109] y que,
el tipo de respuesta observada depende de la concentracion de adenosina
extracelular en condiciones fisiologicas y patoldgicas [110], un mismo agonista pude
activar diferentes vias de transduccion de sefales. Por ejemplo, en humanos la
respuesta inflamatoria por neutréfilos mediante activacion de receptores A; puede
ser inhibida por la activacion de un tipo de receptor A,[111].

La exposicion prolongada de los receptores a sus agonistas induce la atenuacion de
la respuesta observada inicialmente [110-112]. Esta desensibilizacion de los
receptores causaria una disminucion o finalizacion de la respuesta, aun cuando las

concentraciones extracelulares de los agonistas continden elevadas.



1.3.2.2 Receptores P2.

Los receptores de nucledsidos di- y trifosfato pertenecen a dos subfamilias:
receptoresionotropicos P2X, donde la misma estructura proteica actia como
receptor y canal idnico, y receptores metabotropicos P2Y, acoplados a proteina G

[105,113].

1.2.2.2.1 Receptores P2X.

Los receptoresP2X son complejos triméricos compuestos por siete subunidades
distintas (P2X1-7) que se asocian para formar complejos homo- o heteroméricos y
forman canales catiénicos con conductancias para Na*, K* y Ca?*[114].

El ligando natural es el ATP, para el cual los diferentes subtipos de receptores
presentan distinta afinidad. Compuestos como el CTP, 2-metiltio ATP (2-MeSATP),
o,p-metilen  ATP  (AMP-CPP) vy el pB,y-metilen ATP (AMP-PCP), entre
otros,tambiénpueden activar distintos subtipos de receptores, aunqueninguno puede
ser activado por ADP, UTP o UDP [105,115].En los ultimos afios se han desarrollado
antagonistas especificos para los diferentes subtipos [107,116]. En la Tabla 2 se
resumen los agonistas, antagonistas y los mecanismos de sefalizacion de los

receptores P2X.



Tabla 2. Receptores P2X

Agonista .
Recepto il Otr_os Antagonista Mecanlsmc.)’de
r Ko cuM Agonistas transduccion
0,5

BzATP> ATP = NNF449 > |P5] > TNP-
ATP 2-MeSATP ATP> RO0437626>
P2X; (0,06) 2AMP-CPP= NF279, NF110, NF023, Canal catiénico
' AMP-PCP; MRS2159; Suramina;
PAPET-ATP PPADS,
ATP > ATPyS et
ATP 2-MeSATI? > PPADS >Suramina, Canal cationico
(1.0) AMP CPP; f,y- NF770, NF110
CPATP NF778, aminoglycoside
2MeSATP> [N ATE, BORPADS>
ATP R 2 A = NF110 > L
AMP-CPP; . Canal catiénico
(0,4) : PPADS, Ip5I, rojofenol,
PAPET-ATP; . .
BZATP RN-183i ,F§2p3|norf|na,
ATP ATP s>AMp-  TEDELISSATE
CPP>> CTP, . Canal catiénico
(0,5) >-MeSATP BBG, Paroxetina,
fenolftaleina; Suramina
ATP = 2-
ATP MeSATP = BBG > PPADS, el e
(1) ATPyS >>AMP- Suramina
CPP> AP4A
Solo
- comoheteromulti Canal catiénico
mero
KN62, BBG, KNO4,
MRS2427,0-ATP,
ATP BzATP> ATP A740003, A-438079,
(>100- 22-MeSATP A-804598, GSK- Canal cationico
300) >>AMP-CPP 1370319,,
AZD-9056, CE-224535;
Suramina; PPADS

>, mayor potencia; =, mayor o igual potencia; =, igual potencia
Datos tomados de[105,107,115-117]

Los receptores P2X seexpresan en todo el cuerpo humano, incluyendo los sistemas

nervioso, cardiovascular,inmune y digestivo, y estan implicados en una amplia gama



de procesos fisiologicos que incluyen la transmision sinaptica, la contraccion del
musculo liso, el gusto, la nocicepciony la inflamacioén[119-120].

1.3.2.2.2 Receptores P2Y.

Los receptores P2Y son receptores metabotropicos con siete segmentos
transmembrana que se encuentran a acoplados a proteina
Gheterotrimérica.Agonistas de estos receptores inducen cambios en la
concentracion intracelular de AMPc y/o de inositoles fosfato.

Hasta la actualidad se han descripto ocho subtipos en mamiferos, P2Y1, P2Y,, P2Y,,
P2Ys, P2Y11, P2Y1,, P2Y13 and P2Y34[121].Los subtipos faltantes en la clasificacion
representan receptores ortdlogos en organismos no mamiferos o con homologia de
secuencia con receptores P2Y ya clasificados, pero cuyos agonistas no son
nucleotidos [105,122].

Los agonistas naturales de estos receptores son el ATP, UTP, ADP, UDP y UDP-
glucosa; también pueden ser activados por ATPyS, UTPyS, ADPBS, UDPBS, 2-
MeSADP Y 2-MeSAMP. Existen agonistas generales para estos receptores
[105,115] y en los dltimos afios se han desarrollado antagonistas especificos para
los diferentes subtipos [107,123]. Enla Tabla 3 se resumen agonistas, antagonistas y

mecanismos de sefializacion.

Al igual que los receptores P2X, los receptores P2Y se expresan en todo tipo de
tejidos y 6rganos humanos y estan implicados en una amplia gama de procesos
fisiolégicos que incluyen migracion celular, fagocitosis, desarrollo embrionario del

rinon y proliferacion de tumores, entre otros [124-126].



Tabla 3. Receptores P2Y

Otros .

Recepto

P2Y,

P2Y,

P2Y,

P2Ye

P2Y11

P2Y 1

P2Y13

P2Y14

Agonista
natural
KosuM

ADP (8,10)

UTP(0,008)

ATP (0,08)

UTP (2,50)

UDP (0,30)

ATP (17)

ADP (0,06)

ADP (0,01)

UDP-
glucosa
(0,35),
UDP (0,16)

MRS2365 >
ADP > 2-
MeSADP =
Aps(yB) >>
ADPBS > ATP
>2-MeSATP

2-S-UTP > UTP,

MRS2698 =
ATP,
INS 365> INS

37217, UTPyS >

Ap4A > MRS
2768,

20-Azido-dUTP>

UTPyS,
UTP = ATP =
ApsA UpsU
MRS2693 >
UDPBS,
PBS0474>
INS48823,
UpsU,
UDP > UTP >>
ATP, o,B-Me
UDP
ATPyS > AR-
C67085MX >
BzATP =ATP,
NF546, NAD",

2-MeSADP 2
ADP > ATP,
ADPBS

ADP = 2-
MeSADP > 2-
MeSATP, ATP

MRS2690 >
UDP > UDP-
glucose 2UDP-
galactosa,
UDP-

MRS2500 > MRS2279 >
MRS2179, PIT, A3P5P,
Suramina

AR-C126313
>Suramina> RB2, PSB-
716, MRS2576, BBG

ATP > RB2 >Suramina,
MRS2577, PPADS

MRS2578 > RB2,
PPADS, MRS2567,
MRS2575

NF157 >Suramina>
RB2,
50-AMPS, NF340, AMP-
a-5
AR-C69931MX>
AZD6140,
INS50589 > RB2 > 2-
MeSAMP
AR-C66096, CT50547,
PSB-0413,MRS2395,
AR-C67085, Cangrelor
AR-C69931MX > AR-
C67085 >
MRS2211, 2-MeSAM

No se reportaron
antagonistasnucleotidico
S

Mecanismo de
transduccion

GyG1u1

Gq/Gl]_
(GilGo)*

Gq/G]_]_

(Giy*

Gq/Gll

Gq/Gll

GOL|

Gi/Go

Gq/Gll



glucosamina
>, mayor potencia; =, mayor o igual potencia; =, igual potencia

! Se postula que también esa via de sefializacion.
Datos tomados de [107,123]

Al igual que ocurre con los receptores P1, la exposicién prolongada de los
receptores P2 a sus agonistas induce la atenuacion de la respuesta observada
inicialmente [110,112]. Los receptores P2X de subtipos 1 y 3 presentan una rapida
desensibilizacion (100-300 mseg) mientras que en los subtipos 2, 4, 5, 6 y 7 el
fenbmeno es mas lento. Por otra parte, casi todos los receptores P2Y exhiben algun

grado de desensibilizacion [121,127-129].

En la Figura 3 se resumen los factores que modulan la concentracién del
ATPextracelular, y de otros nucledtidospurinicos ypirimidinicos.

Una vez que el ATP es liberado al medio extracelular, puede actuar sobre receptores
P en forma autdcrina y paracrina,y activar mecanismos de sefalizacion que pueden
activar o inhibirla salida del nucledétido. Por accién de las ecto-nucleotidasas de la
misma célula o de células adyacentes el ATP puede ser metabolizado a ADP, AMP y
adenosina,generando nuevos ligandos de receptores P. Alternativamente, el ATP
extracelular puede inhibir directamente la via de salida de ATP intracelular.

De esta forma, en funcién de las ecto-nucleotidasas y receptores P que se expresen
en la superficie de una célula, se desencadenaran distintos mecanismos de
sefalizacion intracelular, a la vez que se generaran mecanismos de

retroalimentacion positivos o negativos sobre la liberacion de ATP.
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Figura 3.Regulacion de ATP extracelular.

El ATP que sale de la célula (por canales, transportadores, exocitosis o lisis) puede
ser metabolizado por ecto-nucleotidasas, unirse a receptores P o difundir en el
medio extracelular. La union del ATP extracelular y sus metabolitos a receptores P
desencadena vias de retroalimentacién que pueden potenciar o inhibir la salida del
ATP.ATPI, ATP intracelular; ATPe, ATP extracelular.

1.4 El ATP extracelular y el volumen celular

El volumen celular es determinado principalmente por flujos de agua y osmolitos que
atraviesan la membrana plasmatica.

In vivo la mayoria de las células estan sujetas a cambios de volumen provocados
por desbalances osmdéticos entre las células y el medio extracelular, que pueden
ocurrir como consecuencia de la captacién de solutos y de cambios metabdlicos.

Las células animales pueden contrarrestar los cambios devolumen mediante
sistemas regulatorios altamente conservados [130].Por lo general, un aumento del
volumen celular inducido por exposicion de las células a un medio hiposmético,
produce la expulsion de osmolitos y agua al exterior celular, con la consecuente
disminuciéon del volumen celular. Esta respuesta regulatoria se conoce como RVD
(del inglés, RegulatoryVolumeDecrease). Se sabe queel RVD esacompafiado por

liberacion de ATP y otros nucleotidos al medio extracelular, lo que llevo a pensar que

los nucledtidos extracelulares podrian estar involucrados en la respuesta regulatoria



de volumen[131]. Si bien existe abundante informacion sobre los mecanismos
intracelulares que median el RVD, poco se sabe sobre los eventos de sefalizacion
extracelular.

En los ultimos afios se ha avanzado en la caracterizacion de la modulacion del RVD
por nucledétidos extracelulares [14,100,132].

El modelo canonico para la modulacion del RVD por nucleotidos extracelulares,
propuesto por Roman y col. [131] postula que el aumento de volumen celular gatilla
la salida de ATP al espacio extracelular. Seguidamente, la estimulacion de
receptores P2 por el ATP extracelular podria activar el flujo de salida de osmolitos,
promoviendo la salida osmoética de agua y la recuperacion del volumen celular

mediante el RVD. En la Fig.4se ilustra el modelo propuesto.

‘\ Extracelular

Intracelular

\/
Aumento del

volumen celular
Figura 4. Modelo propuesto para explicar la respuesta reguladora de volumen
mediada por receptores P en células de hepatoma[l3l]. La salida de CI es
acompafnada por salida de agua, induciendo RVD.
De manera consistente con este modelo, se demostré que en células epiteliales
humanas, bovinas y murinas, el aumento de volumen inducido por exposicion a
medios hiposmoticos lleva a la liberacion de ATP [133].Por otro lado, en varios tipos

celulares la remocion del ATP extracelular o el bloqueo de los receptores P2

previene la salida de osmolitos implicados en el RVD [14,134].



Si bien la literatura es heterogénea en lo que respecta al mecanismo involucrado en
la liberacion de ATP en respuesta al estimulo hiposmotico[70-135], se sugiere que el
aumento del volumen celular lleva al estiramiento de la membrana plasmatica y a la
activacion de canales activables por estiramiento. Muchos tipos celulares presentan
canales sensibles a estiramiento, algunos de los cuales han sido postulados como
vias de salida de ATP (ver seccion 1.2.2). Alternativamente, la variacion de volumen
provocaria cambios en la concentracion de uno o varios factores citosélicos que
activarian movimientos netos de osmolitos a través de la membrana plasmatica

[136].

Durante la ultima década se complementd y profundizé el modelo de RVD,
generandose nueva informacion y abriéndose nuevos interrogantes.

Como mencionamos en 1.3.1, en varios sistemas la actividad de ecto-nucleotidasas
es suficientemente elevada como para actuar en forma acoplada con otras enzimas
para desfosforilar totalmente el ATP extracelular en condiciones fisiologicas [96,137].
Estas enzimas son capaces de imponer un limite temporal a la funcidn reguladora de
los nucleotidos sobre el volumen celular. Por lo tanto la actividad de las ecto-
nucleotidasas generaria acumulacion transitoria de agonistas naturales de
receptores P como ATP, ADP, adenosina, UTP y UDP, en el rango de
concentraciones de los valores de Kps para la interaccién lingando-receptor

[14,79,134,138-139].

1.5Eritrocito: modelo in vitro para el estudio del ATP extracelular y la
regulacion de volumen por nucleétidos extracelulares.

1.5.1 El eritrocito y el ATP extracelular. Relevancia fisiologica



En situaciones de alta demanda energética, como por ejemplo en el musculo
esquelético en ejercicio, el sistema circulatorio es modulado para aumentar el flujo
sanguineo en aquellas zonas donde se requiere una mayor provision de oxigeno. En
1929 AugustKrogh[140] propuso que deberia existir una coordinacion dinamica muy
fina entre la demanda de oxigeno (por ejemplo, el musculo en ejercicio), y su oferta
(el flup de sangre conteniendo eritrocitos). Varias lineas de investigacion
demostraron la existencia de numerosos factores que a nivel celular, tisular y
sisttmico promueven el sensado de este requerimiento energético, Yy
consecuentemente la activacion de mecanismos que modulan el calibre de los vasos
[141]. Se trata de una coordinacion compleja, que requiere estudiar el intercambio de
gases a nivel tisular, el metabolismo energético muscular, y la funcién del endotelio y
el musculo liso de los vasos sanguineos [142].

Una parte de esta investigacion se enfoco en identificar compuestos liberados en la
circulacion por las células sanguineas, entre ellos el ATP liberado por los eritrocitos.
El primer indicio que vincula la regulacion del calibre de los vasos sanguineos y el
ATP intravascular liberado por los eritrocitos humanos aparece en los trabajos de
Bergfeld y Forrester en 1992 [7]. Estos autoresreportaron que los eritrocitos
humanos in vitro eran capaces de liberar ATP en respuesta a la hipoxia/hipercapnia.
Se propuso entonces que, en esta condiciéon el ATP intravascular proveniente de los
eritrocitos seria capaz de inducir la sintesis de vasodilatadores por el endotelio
vascular.

De esta forma se estaba postulando que el eritrocito no sélo era eltransportador de
0., sino que también, de alguna manera, era capaz de sensar el requerimiento
energeético, y consecuentemente gatillar una serie de eventos que conducen a la

vasodilatacion.



Afos mas tarde se caracteriz0 experimentalmente el rol del ATP extracelular
liberado por los eritrocitos en este proceso. Estudios in vitro con eritrocitos de raton,
rata, conejo y humano mostraron que, en condiciones que simulan alta demanda
energeética, los eritrocitos eran capaces de liberar ATP en ausencia de hemolisis. Por
otro lado, se utilizaron modelos animales para demostrar que el ATP extracelular
proveniente de los eritrocitos era capaz de inducir la dilatacion de pequefios vasos
(arteriolas y capilares) [143-144].

En paralelo con estos estudios se observd que el endotelio vascular presentaba
receptores purinérgicos funcionales y que varios subtipos de estos receptores, al ser
activados por ATP y otros nucleotidos, eran capaces de activar la sintesis de
vasodilatadores como oOxido nitrico y prostaglandinas [145]. Estos compuestos
promovian, a nivel ab-luminal la relajacion del musculo liso, con el consiguiente
aumento del calibre de los vasos [146].

Ademas, la activacion de receptores P especificos sobre la superficie del eritrocito
lleva a la liberacion de eicosanoides que también contribuyen a la vasodilatacion.
[147].

Posteriormente se comenzaron a estudiar mas en detalle aquellos estimulos
fisiologicos a los cuales los eritrocitos se ven expuestos en la vasculatura, como por
ejemplo al pasar por los capilares de la microcirculacion [141].

Se observo en estas células liberacion de ATP frente a medios hiposmoéticos [135],
agonistas B-adrenérgicos [148], deformacion mecanica [149], hipoxia y acidosis.

En general la liberacion de ATP de eritrocitos involucra la activacion en estas células
de proteinas Gs y Gq, ligadas al aumento intracelular de AMPc y la consecuente
activacion de la proteina quinasa A (PKA, la via clasica) [150] o de la proteina

quinasa C (PKC) [151]. Ademas se sabe que proteinas G del tipo Gi de eritrocitos



transducen el estrés mecanico en liberacion de ATP [149]. La cadena de eventos
gue asocia la activacion de Gi con el eflujo de ATP involucra la disociacion de la
proteina trimérica Giapy, permitiendo que dimeros de las subunidades By estimulen
las isoformas I, IV y VIl de adenilato ciclasas [152], o que lleva a un aumento en la
sintesis de AMPc, activacion de PKA 'y liberacion de ATP [153-154].

En la Fig. 5 se resume el mecanismo propuesto para la regulacion de la
microcirculacion mediada por eritrocitos.

De manera general, la activacion de las proteinas Gi y Gs del eritrocito lleva a la
liberacién de ATP. Una vez en el medio extracelular, el ATP puede:

1) activar en forma parécrina receptores P2Y en la superficie de las células
endoteliales y, mediante el aumento en la concentracién de calcio intracelular,

inducir la sintesis de 6xido nitrico y prostaglandina (NO y PGI,).

Vascular
endothelium Eﬂ.’EDHF

Hyperpolarize \T Q;@E /—\S‘OC Cal*
EDHFfAA"‘chLAﬂ?Caz;x/‘%)

PGl, eNOS—» no)

~_9
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S
Vascular
smooth muscle

Hyperpolarize ="

Figura 5.Mecanismo propuesto para la vasodilatacion mediada por ATP extracelular
de eritrocitos.

Ver texto para la explicacion de la figura.

AA, &cido araquidonico; ACII, adenalto ciclasa Il; PDE, fosfodiesterasa; EDHF, factor
hiperpolarizante derivado del endotelio; EETs, éacidos epoxieicosanotrienoicos;
eNOS, oxido nitrico sintasa endotelial; ER, reticulo endoplasmatico; IP, receptor de
prostaclina; Kca>*, canales de potasio activados por calcio; KIR, canales de potasio
rectificados hacia adentro; NO, Oxido nitrico; P2X, receptor P ionotropico; P2Y,
receptor P metabotrépico; PGI2, prostaciclina; cPLA2, fosfolipasa A2 citosdlica; PLC,
fosfolipasa C; sGC, gualinato ciclasa citosolica; SOC, canales de calcio operados
por almacenamiento; GAP, uniones estrechas.

Adaptado de [155].



Tanto NO como PGl.difunden a través de la membrana plasméatica del endotelio e
inducen la relajacién del musculo liso que recubre los vasos.

2) Alternativamente, el ATP liberado por eritrocitos puede activar receptores P2X en
forma autdcrina, e inducir la sintesis de eicosanoides (EETSs). Estos compuestos
difunden hacia el musculo liso e inducen la relajacion del mismo por
hiperpolarizacion de la membrana.

Ambos mecanismos llevan a la vasodilatacion en la microcirculacion.

Tanto las células endoteliales como las musculares pueden transmitir a células
adyacentes la hiperpolarizacién a través de uniones estrechas, lo que lleva a la
propagacion de la sefial de relajacion en forma retrograda y anterégrada.

Se han descripto dos bucles de retroalimentacion negativa que inhibirian la
liberacion de ATP del eritrocito:

1) la inhibicién de la proteina G; del eritrocito por NO. EI NO producido por las células
endoteliales, no solo difunde a nivel ab-luminal para interactuar con células de la
musculatura lisa vascular, sino que también puede liberarse al lumen vascular y
afectar al eritrocito. In vitro el agregado de NO al medio extracelular reduce la
liberacién de ATP de eritrocitos inducida por varios estimulos fisiol6gicos[153,156].

2) el ADP extracelular, obtenido a partir de la hidrolisis del ATP por accién de
ectonucleotidasas, puede activar receptores P2Y (acoplados a proteina G;) en la

superficie del eritrocito e inhibir la sintesis de AMPc [157].

1.5.2 El eritrocito humano como modelo celular
Mas arriba se ha descripto la importancia del estudio de la regulacién del ATP
extracelular de eritrocitos humanos a nivel celular y sistémico. Ademas, el eritrocito

humano representa un modelo celular sencillo para estudiar la regulacion del ATP



extracelular, y su interrelacion con el volumen celular, ya que, en comparacion con

otros tipos celulares:

1) Posee una salida de ATP no litica mas simple.
Como carece de compartimientos intracelulares y de vesiculas secretorias, no
presenta salida de ATP por exocitosis, mientras que en la mayoria de los tipos
celulares el ATP se libera por mecanismos conductivos (poros y transportadores) y
exocitoticos[15]. Ademas, se trata de células aisladas que no forman uniones
estrechas y no expresarian conexinas [158] que, como se indico en la seccién 1.2.4,
podrian mediar la salida de ATP. Por otro lado, se ha avanzado en la caracterizacion
funcional de la panexina 1, que podria transportar ATP en el eritrocito humano [69],
aunque la evidencia es incompleta. También se ha reportado que mdrl y CFTR

podrian estar involucrados en la salida de ATP [159].

2) Posee una Unica via de sintesis de ATP.
La salida de ATP depende en gran medida de la concentracion de ATP intracelular.
En la mayoria de los tipos celulares, el ATP se sintetiza por glucélisis y fosforilacion
oxidativa. En el caso del eritrocito, la glucdlisis es el Unico proceso de sintesis de
ATP. Se conoce en detalle la regulacién de la glucdlisis del eritrocito, en especial,
cémo el flujo glucolitico (proporcional a la velocidad de produccion de ATP) es
modulado por la interaccion de enzimas glucoliticas con proteinas integrales de

membrana [160].

3) Posee un sistema de sefalizacion P relativamente simple.
De entre los siete receptores P2X, ocho receptores P2Y y cuatro receptores P1, la

mayoria de las células muestra un gran repertorio de receptores P funcionales [107].



En cambio, en el eritrocito humano maduro se expresan pocos subtipos de
receptores P.

Si bien estas células carecen de organelas intracelulares y de la maquinaria para la
sintesis de proteinas, contienen trazas de ARNm que pueden ser detectadas por
RT-PCR. De los receptores P2Y, se detectaron bajos niveles de P2Y; y P2Y, y altos
niveles de P2Yi3. Este dltimo subtipo, con alta afinidad por ADP, también fue
identificado por Western Blot utilizando anticuerpos especificos, y fue ademas
caracterizado farmacoldgicamente utilizando agonistas y antagonistas selectivos

[157]. Por otro inmunocitoquimica han

lado, estudios farmacolégicos y de
demostrado la presencia de receptores P2X, y P2X7[161-162] y receptores A,B
(receptor P1 [137]).

En la Tabla 4 se resumen los receptores P expresados en eritrocitos humanos y se

indican algunos agonistas y antagonistas.

Tabla 4. Receptores P presentes en eritrocitos humanos

Jara -

natural : Antagonista
Agonistas

Kos (uM) g

Mecanismo

transduccion

ADO (5,1) NECA MRE2029
>
N NesATS b PPADS
P2X, FALTA >Suramina, Canal catiénico
AMP CPP; B,y- NF110
CFATP
ATP BzATP> ATP CECZAZIEZ’%S'
P2X5 (>100- >2-MeSATP Suramina: ’ Canal catiénico
300) >>AMP-CPP BB
ADP ADP = 2- AR-C67085 >
P2Y 13 (7.94) MeSADP > 2- MRS2211, 2- GilG,
’ MeSATP, ATP MeSAMP

Datos tomados de [107,157,161-161]

Adicionalmente, nuestro grupo de trabajo ha reportado que el eritrocito humano es

capaz de desfosforilar completamente el ATP extracelular a adenosina [137], pero



hasta el momento no se han identificado las ecto-nucleotidasas responsables de la

hidrolisis.

1.5.2.1 El ATP extracelular de eritrocitos y el volumen celular.

Como se menciond en la seccién 1.4, la mayoria de las células eucariotas liberan
ATP ante estimulos que inducen un aumento del volumen celular [133]. Por ende, en
el contexto de esta tesis, resulto interesante considerar si alguno de los estimulos
utilizados para inducir la salida de ATP era capaz de producir cambios volumétricos.
En 1950 se postulé que los eritrocitos humanos no eran capaces de regular su
volumen, es decir, se comportaban como un osmémetro ideal cuyo volumen estaba
determinado por la distribucion de agua en equilibrio a través de los compartimientos
intra- y extracelulares [163]. Esto significa que, en principio, en medios hiposméticos
un eritrocito incrementa su volumen celular hasta alcanzar su nivel de equilibrio
osmatico.

Sin embargo, nuestro grupo de trabajo ha observado que estimulos hiposmoticos
promueven la salida de ATP de estas células, y que la desfosforilacion completa de
ATP induce la acumulacion de adenosina extracelular. Seguidamente, la activacion
de receptores P1 (A,B) por adenosina es capaz de inducir una pequefia, pero
significativa disminucion de volumen [137].

La capacidad de los eritrocitos humanos de liberar ATP frente aumentos del
volumen, y de desfosforilar el ATP extracelular resultante implica que los productos
metabdlicos ADP, AMP y adenosina son capaces de acumularse en el medio
extracelular. Esto sugiere que en eritrocitos humanos, ademas de la activacion del

receptor de adenosina A,B, podrian activarse otros receptores P como los detallados



en la Tabla 4. Se sabe que en células de hepatoma, astrocitos y linfocitos, la
activacion de receptores P especificos es capaz de afectar los mecanismos que
llevan a la liberacion de ATP extracelular [14,164-165].Es decir que se podria
establecer un vinculo mecanistico entre volumen celular, receptores purinérgicos y

salida de ATP.

1.5.2.2Eritrocitosde pacientes con esferocitosis hereditaria.

Gran parte de las propiedades mecanicas y elasticas del eritrocito humano se deben
al citoesqueleto. En el eritrocito humano, las principales proteinas del citoesqueleto
lo constituyen a- y B-espectrina, F actina, anquirina R, proteinas 4.1R, aducina,
dematina, tropomiosina, tropomodulina, proteina 4.2 y pp55, mientras que las
principales proteinas transmembrana la constituyen la banda 3, glicoforina A y C,
proteinas Rh, Cd47, Lw, Duffy, XK'y Kell.

Estudios recientes muestran que estas proteinas se asocian en grandes complejos
multiproteicos involucrados en funciones metabdlicas y de transporte [166]

En eritrocitos de pacientes con esferocitosis hereditaria se observa principalmente
una disminucion significativa en la expresion de anquirina y/o espectrina. Por lo
tanto, estas células constituyen un buen modelo para estudiar la interrelacién entre
el volumen celular, el citoesqueleto y los mecanismos de transporte de ATP. Sobre
todo teniendo en cuenta estudios recientes que sugieren que el correcto arreglo de
las proteinas del citoesqueleto define la forma bicéncava de los eritrocitos y su
capacidad de deformarse al atravesar los capilares de la microcirculacion. Se
observdé que compuestos que se unen a espectrina reducen la deformabilidad del
eritrocito, y llevan a una reduccion de la salida de ATP inducida por hipoxia [71]. Por
otro lado la expresion funcional de panexina 1, una proteina que mediaria la salida

de ATP, requiere de su interaccion con proteinas del citoesqueleto [167].



1.5.2.3 Otros modelos eritrocitarios.

1.5.2.3.1 Eritrocitos de ratoén.

Clasicamente el raton ha sido utilizado como modelo de enfermedades humanas,

debido a que muchos procesos bioquimicos son similares al hombre [168].

Los eritrocitos de ratdbn son capaces de liberar ATP al medio extracelular en
respuesta a varios estimulos de manera similar que el eritrocito humano
[169];también presentan una respuesta osmomeétrica de volumen similar. Se ha
reportado que frente a un medio hiposmotico los eritrocitos de raton liberan ATP al
medio extracelular por un mecanismo dependiente de panexina 1 [170].

Ademas, por ser una de las especies mas estudiadas a nivel genético [171], ofrece
la posibilidad de trabajar con animales knockout (KO) para proteinas involucradas en
la via sefalizacion por nucleotidos extracelulares, como el CFTR y, panexina 1,

entre otras[172-173].

1.5.2.3.2 Eritrocitos de perro.

Se ha demostrado que los eritrocitos de perro son capaces de liberar ATP al medio
extracelular en forma independiente del AMPc[174-175]. Por eso estas células
representan un modelo adecuado para evaluar: 1- efectos inespecificos de estimulos
que inducen la salida de ATP mediada por AMPc, 2- inductores de la salida de ATP
no dependientes de AMPc.

1.5.2.3.3 Eritrocitos de Xenopuslaevis.

Los eritrocitos de Xenopuslaevis son células nucleadas,que presentan un
metabolismo més complejo que los eritrocitos de mamiferos. Se ha reportado que,
en estas células la salida de ATP inducida por estimulos osmdéticos podria estar

mediada por panexina 1 [73]. El modelo de eritrocito de Xenopus, comparado con



los de ratdn y humanos, permite una comparacién mas amplia de la regulacién del
ATP extracelular en eritrocitos de vertebrados, con la posibilidad de generalizar los

resultados obtenidos en humanos.

1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivo General.

Estudiar a los nucleétidos como sefiales extracelulares involucradas en respuestas

autdcrinas y paracrinas en eritrocitos.

1.6.2 Objetivos especificos.

Para comprender los mecanismos que controlan el perfil temporal de acumulacién
de ATPe (cinética de ATPe) de eritrocitos humanos se inducira la liberacién de ATP
mediante diferentes estimulos. En estas condiciones se estudiaran:
I. Los mecanismos de salida de ATP intracelular (ATPI).
II. Los receptores P y actividad ecto-ATPasa involucradas en la respuesta.
[ll. Los mecanismos intracelulares involucrados en la via de sefalizacion.
IV. Potenciales moduladores de la cinética de ATPe: adhesion celular, volumen
celular
V. Un modelo matematico que, mediante el ajuste a los datos experimentales,
permitacuantificar el peso relativo de los distintos procesos que contribuyen a
la cinética de ATPe y predecir distintos escenarios de interés fisioldgico y

patologico.



Materiales y Métodos



Introduccién.

Para reproducir una metodologia experimental se debe contar con buenos registros
de las tareas desarrolladas. Por esa razén, este capitulo describe en detalle las
principales técnicas empleadas en las labores experimentales empleadas en
estatesis. Asi también se incorpora una descripcion de los materiales necesarios

para poder llevarlas a cabo.

2.1Reactivos.

Los siguientes reactivos fueron provistos por Sigma Aldrich de Argentina: poli-D-
lisina, lisina, seroalbumnina bovina libre de acidos grasos (BSA), mastoparan 7,
mastoparan 17, &cido (3[B)-3-[(3-carboxipropanoil)oxi]-11-oxoolean-12-en-30-0ico
(carbenoxolona, CBX), Acido 4-(dipropilsulfamoil) benzoico (probenecid, PBC),
luciferasa de luciérnaga (EC 1.13.12.7), forskolina, isoproterenol, papaverina, H-89,
laminina, colageno, 8-sulfofenil teofilina, 2-metil tio-adenosina difosfato (2-MeSADP),
6-(2’-cloro-5’-nitro-azofenil)-piridoxal-5a-fosfato (MRS2211), CoA-SH, ionomicina,
PMSF, cloruro de colina, B-D-tio-galactoésido (IPTG), amiloride,NF110, digitonina,
Imidazol y &cido. Alfa — Hidroxiisobutirico (HIBA).

La luciferina y los acetoximetil ésteres de Fluo-4 (Fluo-4AM) y 2'7'-Bis-(2-
Carboxietil)-5-(y  6)-Carboxifluoresceina (BCECF-AM) fueron provistos por
Invitrogen/Molecular Probes Inc. (Eugene, OR, EEUU). El [y-**PJATP (10 Ci/mmol)
fue provisto por Perkin Elmer LifeSciences (Santa Clara, California, EEUU).La
Adenosina 5'-Trifosfato (ATP) para realizar las curvas de calibracion por

luminometria fue comprada aGE HealthcareLifeSciences.



El anticuerpo especifico para AMPc fue provisto por Nationallnstitutes of Health
(NIH. Dr. A. F. Parlow, National Hormone and Peptide Program, NIDDK, National
Institutes of Health).

Los demas reactivos utilizados fueron de grado analitico.

El capilar de silice fundida utilizado para electroforesis capilar fue provisto por

Polymicro Technologies (actualmente perteneciente a Molex, Lisle, IL, EEUU).

2.2Medios utilizados.

RBC-2 (en mM): 137 NacCl, 2,7 KCI, 2,50 Na;HPO,, 1,50 KH,PO,, 1,32 CaCl,, 1,01

MgSOQy, 5 glucosa, pH 7,4 a20 °C, osmolaridad 300 mosM.

RBC-4 (en mM): 2,7 KCI, 4,72 Na;HPO,, 1,50 KH,PO,, 1,32 CaCl,, 1.01 MgSO,, 5

glucosa, pH 7,4 a20 °C, osmolaridad 45 mosM.

RBC libre de Ca** (en mM): 137 NaCl, 2,7 KCl, 2,50 Na;HPOy,, 1,50 KH,PO,, 1,01

MgSOQy, 5 glucosa, pH 7,4 a20 °C, osmolaridad 300 mosM.

HIPO RBC: se prepararon medios hiposmoéticos mediante la mezcla de RBC-2 y
RBC-4 en diferentes proporciones.

HIPO tratamiento, 270 mosM (88:21, RBC-2:RBC-4)

Soluciones de calibracién en experimentos de microscopia:

HIPO 1, 285-280 mosM (94:6, RBC-2:RBC-4)

HIPO 2, 265-260 mosM (85:15, RBC-2:RBC-4)

HIPO 3, 245-240 mosM (79:21, RBC-2:RBC-4)

HIPER RBC: se construyeron medios hiperosmoéticos mediante el agregado de
sacarosa al medio RBC-2 de la siguiente manera:

HIPER tratamiento, 345 mosM (RBC-2 con sacarosa 45 mM)



Soluciones para calibracion para experimentos de microscopia:
HIPER 1, 310 mosM (78:22, RBC-2:HIPER 1)
HIPER 2, 320 mosM (56:44, RBC-2:HIPER 1)
HIPER 3, 340 mosM (11:89, RBC-2:HIPER 1)

RBC—Colina, sin Na* (en mM): 136 Cloruro de colina, 2,7 KCI, 2,50 K;HPO,, 1,50

KH,PO4, 1,01 MgSO,, 1,32 CaCl,, 5 glucosa, pH 7,4 a20 °C, osmolaridad 300
mosM.
Buffer HEPES-IMIDIZOL-SACAROSA (en mM): 20 Hepes, Imizadolcsp pH 7,40, 240

sacarosa; pH 7,4 a 20 °C, osmolaridad 300 mosM.

En todos los casos el pH de los medios fue de 7,40 y se midié con un pHmetroOrion
720A (Termo Fisher Sci., MA, EE.UU) y la osmolaridad fue determinada con un

osmometro de presion de vapor Wescor 5100 B (Wescor Inc., Logan, EE.UU).

2.3Modelo celular.

Se utilizaron eritrocitos humanos provenientes de voluntarios sanos; eritrocitos
humanos de pacientes con esferocitosis hereditaria (provistos por la Dra. Crisp,
SeccibnHematologia Hospital Posadas); eritrocitos caninos provistos porla Dra.
Maria Marta Rivero (Centro Hemolab Srl. Banco de Sangre Canino. Av. Alsina 1146.
Banfield, Lomas De Zamora, Prov. de Buenos Aires); eritrocitos de Xenopuslaevis,
gentileza del laboratorio de Biomembranas de la Catedra de Fisiologia, Facultad de
Medicina, Universidad de Buenos Aires y del laboratorio del Dr. Daniel J. Calvo,
Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular (INGEBI),
CONICET. Se utilizaron ademaseritrocitos de raton C57BL/6 wild type y knockout de

panexina 1 (gentileza del Dr. Eduardo Lazarowski, Centro de Investigacion y



Tratamiento de Fibrosis Quistica Pulmonar, Universidad de Carolina del Norte en
Chapel Hill, EE.UU).

Todos los experimentos con eritrocitos obtenidos de sangre de pacientes con
esferocitosis hereditaria fueron incluidos en un protocolo de investigacion clinica
aprobado por el comité de bioética del Hospital Nacional Profesor Alejandro
Posadas, Haedo, Provincia de Buenos Aires (22 de febrero de 2013).

Todos los experimentos realizados con animales fueron evaluados por el comité de
ética de facultad de Farmacia y Bioquimica (CICUAL-FFYB) de la Universidad de

Buenos Aires.

2.4Aislamiento de eritrocitos.

2.4.1 Extraccion de sangre.

En _humanos: se extrajo entre 5-10 mL de sangre por puncién venosa de la vena
cefalica o de la vena basilica mediana de voluntarios sanos. Se utiliz6 EGTA 200
mM como anticoagulante (20 uL /mL de sangre). En las muestras correspondientes
a pacientes con esferocitosis hereditaria, se trabajo con 100-150 uL sangre. Para
evitar la contaminacion con eritrocitos provenientes de la sangre transfundida, los
pacientes no fueron transfundidos por al menos 90 dias previos a la toma de
muestra.

En perros: se extrajo entre 2-5 mL de sangre por puncion venosa de la vena cefélica
o de la vena safena. Se utiliz6 Heparina como anticoagulante (5-10 Ul/mL de

sangre).



En Xenopuslaevis: se extrajo entre 1-2 mL de sangre por puncion cardiaca de ranas

anestesiadas. Se utilizé EGTA 200 mM como anticoagulante (20 uL /mL de sangre).
Los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical.

En ratones: se extrajo entre 0,100-0,150 mL de sangre por puncién venosa del seno-
orbital de ratones knock-out y wild type para panexina 1. Se utiliz6 Heparina como

anticoagulante (5-10 Ul/mL de sangre).

2.4.2 Purificacion de eritrocitos.
2.4.2.1Separacion por lavado con RBC-2 y centrifugacion.

Inicialmente, las plaquetas y los leucocitos fueron separados de los eritrocitos
mediante centrifugacion de la muestra de sangre a 900 g durante 3 min a
temperatura ambiente. El plasma se separd por aspiracion manual y se descarté,
junto con la capa superior del pellet (que contiene mayoritariamente leucocitos). El
pellet enriquecido en eritrocitos fue lavado 3 veces con RBC-2, repitiéndose el
procedimiento de centrifugacion y eliminacién del sobrenadante. Finalmente, se
obtuvo una suspension de eritrocitos en RBC-2 a la que se agrego 0,5 % de BSA.
Mediante este procedimiento se obtuvieron eritrocitos de todas las edades
biolégicas.

Tanto las plaquetas como los leucocitos pueden responder en forma mas robusta
que los eritrocitos a los estimulos inductores de la salida de ATP; es por eso que la
eliminacién de ambos tiempos celulares es muy importante durante la obtencion de
las muestras de eritrocitos. Para evaluar la pureza de las suspensiones de eritrocitos
aislados por la técnica de lavado y centrifugacion con RBC-2, las muestras fueron
tefidas con Hoechst (colorante que e insercion en ADN) y analizadas en el

microscopio de fluorescencia en busca de células nucleadas. Los resultados de



estos experimentos mostraron solo 0,05 % de contaminacion con células nucleadas

(10 células nucleadas cada 20000 células totales).

2.4.2.2Separacién por gradiente discontinuo de Percoll.

Se sabe que los eritrocitos aumentan su densidad a medida que envejecen. La
centrifugacion en gradientes de densidad es la técnicamas utilizada para separar

subpoblaciones de eritrocitos segun su edad.

Por ende, se utilizaron gradientes discontinuos de Percoll para separar eritrocitos
senescentes, maduros y jovenes. Estos ultimos incluyen reticulocitos, es decir,
glébulos rojos inmaduros que contienen RNA y son liberados prematuramente al

sistema circulatorio [176].

Se prepararon las siguientes soluciones:

- RBC 20X (en M): 2,74 NaCl, 0,054 KCI, 0,05 Na;HPOQO4, 0,03 KH,PO,4, pH= 7,40 a

20 °C.

- Solucién A: 19 volumenes de 5,25 % BSA en agua:1 volumen de RBC 20 X.

- Solucién B: 19 volumenes de 5,25 % BSA en Percoll:1 volumen de RBC 20 X.

Las soluciones A y B fueron mezcladas para obtener 5 soluciones de Percoll de
concentracion final de 60 %, 66 %, 70 %, 74 % y 80 %. Luego se construyo un
gradiente discontinuo de Percoll mediante el agregado manual de 1 mL de solucion
80 %, seguido de 3 mL de 74 %, 3 mL de 70 %, 3 mL de 66 % y 1,5 mL de 60 %.
Finalmente se sembraron 1,5 mL de la muestra de sangre sobre el gradiente

discontinuo formado.



El gradiente fue centrifugado a 4000 g durante 15 min a temperatura ambiente en un
rotor de angulo fijo (SS34 en centrifuga Sorvall RC5B o RB5C, Thermo Fisher, MA,
EE.UU). En la Fig. 6se ilustra el procedimiento.

— ——

F1

60%
F2

1. Sembrado muestra
66% 2. Centrifugacion

70%
F4
F5
W

Gradiente discontinuo
de Percoll

Figura 6. Gradiente discontinuo de Percoll para la separacién de glébulos rojos. La muestra se
siembra sobre el gradiente y luego se centrifuga, obteniéndose de esta forma 5 fracciones de
glébulos rojos. En las fracciones F 1 y F2 se encuentran los reticulocitos, en las fracciones F 3y F4 se
encuentran los eritrocitos de edad biolégica media y en la fraccion F 5 se encuentran los eritrocitos de
mayor edad biolégica.

Las fracciones superiores del gradiente (F1 y F2) contienen las células mas jévenes
y los reticulocitos, mientras que las células de mayores edades bioldgicas y
senescentes se encuentran en la parte inferior (F5). Las células presentes en las
fracciones 3 y 4 representan la mayor parte de los eritrocitos totales y contienen a
los eritrocitos de edad biolégica intermedia.

Las fracciones 3 y 4 fueron separadas del gradiente, lavadas con RBC-2 y
centrifugadas durante 3 min a 900 g a temperatura ambiente. El sobrenadante fue
removido y el pellet resuspendido en RBC-2 con 0,5 % seroalbumina bovina (BSA).
Este procedimiento fue repetido 3 veces con el fin de eliminar completamente el
Percoll.

La ausencia de células nucleadas en la suspension celular final fue corroborada
mediante tincibn con Hoechst y posterior visualizacion de las muestras en

microscopio de fluorescencia.



Los resultados obtenidos utilizando una u otra técnica de separacién no presentaron
diferencias significativas (ver Resultados capitulo 3, seccion 3.2, Fig. 2). Por lo tanto,
con excepcion de los resultados que se muestran en la figura mencionada, todos los
experimentos fueron realizados aislando los eritrocitos por la técnica de lavado y

centrifugacion con RBC-2.

2.5Medicién de ATP.

Se utiliz6 la reaccion de luciferina-luciferasa. La luciferasa de luciérnaga
(Photinuspyralis) cataliza la oxidacién de luciferina en presencia de ATP vy libera
energia en forma de luz. La intensidad de la luz emitida es directamente proporcional
a la concentracion de ATP presente en el medio de reaccion [177-178].En la Fig.
7se muestra el esquema de reaccion de la luciferina-luciferasa y sus productos de
reaccion. A bajas concentraciones de ATP (<uM), la produccioén de luz es constante,
mientras que a concentraciones mayores (>uM) la produccion de luz presenta un
maximo que luego decae. La caida se debe a una lenta liberacién de oxiluciferina del
sitio de reaccion que determina una disminucion de la velocidad global de la
reaccion. Para lograr una produccion constante de luz en el rango de
concentraciones de ATP ensayadas (nM-uM), se adicion6 coenzima A (CoA) al
medio de reaccion, ya que este factor estimula la liberacion de oxiliciferina mediante
un mecanismo aun no conocido. Adicionalmentese agregd BSA 1%, al medio de
reaccion para disminuir la tension superficial de la solucién y asi generar una

superficie homogénea en toda el area de medicion.



N X
H 1)
N N> N =
COOH (0] (0] (0] N
\>_</ \H Il Il Il
& N A S S S
HO H O O OH
luciferina ATP HoH HH
luciferasa
+
M92+
NH,
N XN

adenil-luciferina OH

o7}

N N O
\>—</]/ + HO + CO, + AMP + luz
-0 S S

oxiluciferina

Figura7. Reaccion de la luciferasa utilizada para la detecciéon de ATP. La luciferina es
transformada en oxiluciferina mediante la enzima luciferasa, en una reaccién que consume ATP y O,
y libera energia en forma de luz. La intensidad de la luz es proporcional a la concentracién de ATP en
el medio de reaccion.

Dado que la actividad de la luciferasa a 37 °C es solo un 10% de la observada a 20
°C (Gorman 2003), las mediciones de ATP se llevaron a cabo en un ambiente
climatizado a 20 °C.

Para medir la concentracion de ATPe se utiliz6 un sistema de detecciéon de
luminiscencia de alta sensibilidad (Fig. 8).Las células son depositadas sobre un
cubreobjetos de 2,5 cm de diametro, que luego se asienta sobre una camara de
medicién especialmente desarrollada para los lumindmetros disefiados y construidos

por nuestro grupo de trabajo.
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Figura8.Esquema del sistema sensor de luminiscencia. 1. fotomultiplicador. 2. Obturador
electrénico. 3. Camara de medicién. 4. Tapa hermética a la luz. 5. Controlador del obturador. 6.
Computadora con interfases a fotomultiplicador y controlador del obturador electrénico. La flecha
indica la direccion en que la luz es registrada por el sistema.

La sefal se registra de manera continua en la direccidon que indica la flecha de la
Fig. 3. El sistema incluye un fotomultiplicador (sensor de luz, P30232-02;
ElectronTubesLtd, Conventry, Reino Unido), dos gabinetes impermeables a la luz
(uno que contiene a la muestra y el otro contiene al fotomultiplicador), un obturador
electronico que regula el paso de luz entre la muestra y el fotomultiplicador y una
PC. La informacion se recoge digitalmente con una frecuencia de adquisicion de 1

seg* utilizando el programa de adquisicién Sobral v1.01 (Buenos Aires, Argentina).

2.5.1 Mediciones de ATPe off-line con luciferasa soluble.

Para las determinaciones off-line, se incubaron suspensiones de eritrocitos en
presencia 0 ausencia de MST7. Posteriormente, las suspensiones fueron
centrifugadas durante 2 min a 1000 x g a temperatura ambiente. Las mediciones de
ATPe fueron realizadas en 45 uL del sobrenadante obtenido, mediante el agregado
de luciferina, luciferasa, CoA y BSA. La luz emitida fue transformada en

concentracion de ATPe mediante una curva de calibraciéon realizada al final de cada



experimento. Los resultados se indican como AATP,9, que resulta de la diferencia de
la concentracion de ATPe basal y la concentracién de ATPe a los 10 min después

del estimulo.

2.5.2 Cinéticas on-line de ATP.
2.5.2.1Mediciones de ATPe con luciferasa soluble.

Las mediciones on-line se realizaron con 3 x 10° células depositadas sobre
cubreobjetos recubiertos con poli-D-lisina 0,001% (células adheridas) o sin pre-
tratamiento (células no adheridas). A esta baja concentracion de poli-D-lisina, los
eritrocitos cargados negativamente se adhieren al cubreobjeto y mantienen su forma
discoidal [179]. La poli-lisina es el compuesto mas utilizado para adherir las células
in vitro.Alternativamente, para realizar experimentos con células adheridas, los

cubreobjetos fueron recubiertos con 5 ug de laminina o 0,5-50 ug de coladgeno.

Para realizar losexperimentos con eritrocitos adheridos, se sembraron 400 uL de una
suspension celular de hematocrito 0,075% sobre cubreobjetos pre-tratados con poli-
D-lisina 0,001% y se permitié la adhesion durante 1 hora. Posteriormente se retiro el
sobrenadante, se lavd y se reemplazé por 40 uL de RBC-2 fresco. Los cubreobjetos
fueron luego montados sobre las camaras de los luminémetros para registrar la
emision de luz de fondo (sin luciferina y luciferasa), luego se reemplazaron los 40 uL
de RBC-2 por 40 uL de medio de reaccién conteniendo luciferina y luciferasa.
Posteriormente se agrego 1 ulL del estimulo y/o el tratamiento a ensayar, dejando al
mismo difundir en el volumen de reaccion.

En estas condiciones de ensayo la altura comprendida entre la base de la camara

(donde se asientan las células) y la superficie del liquido es de 100 um. Es decir que



la luciferasa solublese distribuye entre 0 y 100 um de la superficie celular.En la Fig.

9se ilustra el principio de la técnica.

Medio @
de I

reaccion
luciferasa

eritrocito

Medio de reaccion
100 um
eritrocitos

Figura 9.Principio de deteccion de ATP extracelular con luciferasa soluble. Las células se
depositan sobre la superficie de un cubreobjeto y se agrega el medio de reaccion con luciferasa
soluble y luciferina. EI medio de ensayo tiene una altura de 100 um.

Para realizar los experimentos con eritrocitos no adheridos, se sembraron 10 uL de
una suspension celular de hematocrito 3% sobre cubreobjetos sin adherentes y se
agregaron 50 uL de medio de reaccion conteniendo luciferina y luciferasa. Es decir,

el volumen de reaccion fue de 60 pL.

El hematocrito es una medida del volumen relativo que ocupan los eritrocitos en la
sangre y, por extension, en un medio de ensayo in vitro. Si bien en un medio de
ensayo in vitro, el termino correcto seria citocrito (volumen relativo que ocupan las
células en un medio de ensayo), no se hace distincion entre ambos términos en esta

tesis.

Si se considera que el volumen corpuscular medio (VCM, volumen promedio de un

eritrocito) de un eritrocito humano es de alrededor de 90 fl, cuando se siembran 400



uL de una suspension celular de hematocrito 0,075% se estan sembrando
aproximadamente 3 x 10° células. Cuando los 400 uL de medio son reemplazados
por 40 uL de medio de reaccion, el hematocrito pasa a ser diez veces mayor al
sembrado originalmente, es decir, 0,75%. Del mismo modo, al sembrar 9uL deuna
suspension celular de hematocrito 3%, se estan sembrando aproximadamente 3 X
10° células. Al agregar 50 ul de medio de reaccion, el hematocrito original se reduce

a 0,45%.

Los volumenes de sembrado fueron ajustados cuando se trabajé con eritrocitos
provenientes de otras especies (0 provenientes de pacientes con patologias

eritrocitarias), en funcion del VCM de las células en estudio.

En todos los experimentos, la intensidad de la luz emitida fue transformada en
concentracion de ATPe mediante una curva de calibracion realizada al finalizar cada
experimento, agregando concentraciones crecientes de ATP (de soluciones stock) al
medio de reaccion.

Los resultados fueron expresados como concentracion de ATPe para cada tiempo,
obteniéndose una cinética de ATPe. La concentracion de ATPe fue expresada en
pmoles/10°células o nM/(3 x 10° células)/40 pL.Alternativamente, los incrementos en
la concentracion de ATPe fueron analizados como la diferencia entre la
concentracion de ATPe a un tiempo fijo luego del estimulo y el valor basal de la
concentracion de ATPe previo al estimulo, y se indicaron como AATP2, (20 min
luego del estimulo, para eritrocitos humanos) o AATPs (5 min luego del estimulo,

para eritrocitos de raton).



2.5.2.2Medicién de ATP intracelular.

El contenido total de ATP intracelular (ATPi) fue estimado por luminometria on-line,
utilizando eritrocitos adheridos (3 x 10° células). Los eritrocitos se permeabilizaron
mediante el agregado de digitonina (50 mg/mL) y la liberacion del ATP citosolico fue
determinado como se indicé en 2.5.2.1. Luego de considerar el volumen total
ocupado por todas las células presentes en la camara y el volumen relativo de agua
libre del eritrocito [180], los valores de ATP obtenidos fueron expresados como la
concentracion de ATPI. Se tuvieron en cuenta los cambios de volumen inducidos

por el MST7.

2.5.3 Medicion de ATPe utilizando luciferasa unida a la membrana plasmatica.

La técnica se basa en la unidén de una proteina quimérica denominada ProAluca
antigenos de la superficie celular (Fig. 10). La proteinaProAluccontiene la secuencia
completa de la enzima luciferasa y una porcidon de la proteina A. Laproteina
Aproviene de StaphilococcusAureusycontiene sitios de union a la porcion Fc de los
anticuerpos. La metodologiarequiere de un anticuerpo cuyo segmento Fc una a la
proAluc con alta afinidad y que su porcion Fab se una a un antigeno de superficie de
la célula en estudio. EI método tiene muy alta resolucién espacial, dado que la

porcion luciferasa de la sonda se encuentra a 30 nm de la superficie celular.
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Figura 10.Principio de deteccién de ATP extracelular con proAluc. Deteccién por proAluc. Las
células se adhieren sobre cubreobjetos y son incubadas durante 1 h en forma secuencial, con el
anticuerpo y la sonda. Luego se agrega el medio de reaccién contiendo luciferina.

Para poder realizar esta técnica fue necesario expresar y purificar la enzima
ProAluc, asi como también identificar un antigeno en la superficie de los eritrocitos
qgue pudiera ser utilizado como blanco para unir a la sonda (ver mas adelante). Esta

union no debia inducir per se la liberacion de ATP de las células.

Las mediciones se realizaron por luminometria on-line. Se depositaron 3 x 10°
células sobre cubreobjetos recubiertos con poli-D-lisina 0,001% y se incub6 durante
1h con el anticuerpo primario. Luego de la incubacion, se realizaron tres lavados con
medio RBC-2, para eliminar el anticuerpo no unido, y se incubé 1 h con ProAluc.
Posteriormente se realizaron otros tres lavados con medio RBC-2, para eliminar la
proAluc no unida, y se dejaron reposar las células durante 30 minutos. Luego
seagregaron 40 uL de medio de reaccion conteniendo luciferina y se midid la

emisibn de luz antes y después del agregado del estimulo. En todos los



experimentos, la luz emitida fue transformada en concentracion de ATPe mediante
una curva de calibracion realizada al finalizar cada experimento, agregando
concentraciones crecientes de ATP (de soluciones stock) al medio de reaccion.

En experimentos preliminares, se ajustaron las concentraciones de anticuerpo y

ProAluca utilizar.

2.5.3.1 Produccion y purificacion de ProAluc.

El plasmido PMALU7 codificante para proAluc fue gentilmente donado por el Dr.
Kobatake (Tokyolnstitute of Technology, Japon). Se transformaron E. coli JM109 con
este plasmido. Posteriormente se expreso y purificd la proteina de fusion resultante
segun meétodos descriptos [181]. Brevemente, E.coli JIM109 transformadas fueron
cultivadas en medio LB con ampicilina 1 mM a 37 °C hasta la mitad de la maxima
densidad, luego de lo cual fueron inducidas con IPTG 1 Mm e incubadas overnight a
30 °C para que expresen la proteina.

Luego, las bacterias fueron concentradas por centrifugacion a 4000 g a 4 °C durante
4 minutos, lavadas dos veces con PBS y finalmente resuspendidas en PBS con
PMSF 1 Mm (inhibidor de proteasas).

Posteriormente las bacterias fueron lisadas por sonicacion en frio (0-4 °C, 3 ciclos de
10 segundos). El lisado bacteriano se centrifugd a 7000g a 4 °C durante 20 minutos
y luego se sembré en una columna de IgG-sefarosa (1 Ml) a 4 °C durante 1 hora.
Posteriormente la proteina se eluyé con un buffer Hac/NaAc 0,5 M Ph: 3,4 y las
fracciones fueron recogidas en buffer de neutralizacién Tris-HCI 1 M Ph: 8,00. Las
fracciones eluidas fueron luego desaladas y concentradas en un solo paso mediante
ultracentrifugacién en tubos Centriprep YM-50 (50 kDa NMWL, EMD Millipore). El

contenido de proteina fue determinado mediante el micrométodo de Bradford [182].



2.5.3.2 ldentificacion de antigenos eritrocitarios de superficie para union de ProAluc.

Se realizaron ensayos de aglutinacion para los siguientes antigenos eritrocitarios:

e Sistema ABO. Para realizar el ensayo se utilizé una mezcla de IgM monoclonal Anti-
Ay Anti-Bmurinos (SeracloneAnti-A,B (AB03).BioRad).

e D (perteneciente al sistema antigénico Rh). Para realizar el ensayo se utiliz6 una
mezcla de IgGelgM anti-D monoclonal humano (Seraclone Anti-D (RH1) Blend.
BioRad)

e Fy? (perteneciente al sistema antigénicoDuffy). Para el ensayo se utilizolgG
monoclonal humano (Seraclone Anti-Fy? (FY1).BioRad).

e M (perteneciente al sistema antigénico MNS).Para el ensayo se utilizé IgM
monoclonal murino (Seraclone Anti-M (MNS1).BioRad)

También se utilizé un anticuerpo anti Glicoforina A (IgG monoclonal humano. Abcam,
Cambridge, MA) para la adhesion de la ProAluc a la superficie de los eritrocitos. La
glicoforina A es la principal glicoproteina de la membrana eritrocitaria, ya que

conforma la estructura basal del Sistema antigénico MNS y es abundante en la

banda 3, aunque no es critica para la integridad de los eritrocitos.

2.6Medicién del volumen celular.

2.6.1 Volumen corpuscular medio

La determinacion del volumen corpuscular medio (VCM) de un eritrocito se puede
estimar mediante recuento en camara de Neubauer y determinacion del hematocrito.
Se determind el niumero de eritrocitos contenidos en 1 pl de una suspension de

hematocrito conocido.

El VCM estimado de un eritrocito humano fue de 90 fl, valor similar al reportado en

literatura [183].



De forma similar, se obtuvieron los VCM de los eritrocitos de ratén (48 fl), de
Xenopus (170 fl), de perro (66 fl) y de donantes con esferocitosis hereditaria (80-85

fl)

2.6.2Determinacién de la variacion de volumen por hematocrito.

Como se mencion6 anteriormente, el hematocrito es una medida del volumen
relativo que ocupan los eritrocitosen la sangre. Por lo tanto, en una suspension de
eritrocitos, cambios en el hematocrito indican cambios en el volumen de estas
células.
Para determinar el hematocrito, las células fueron centrifugadas en capilares de 80
uL a 5000 g durante 3 min.Dado que los capilares poseen una seccion interna
constante, el volumen de células y el volumen de medio extracelular pueden ser
estimados mediante la medicion de la longitud que ocupan dentro del capilar (Fig.
11).
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Figura 11.Determinacién del hematocrito.
La suspension celular se centrifuga en capilares de 80 uL y el volumen de células y el volumen de
medio extracelular se estiman mediante la longitud que ocupan dentro del capilar.



Para la determinacion de la variacion del volumen celular se prepararon
suspensiones de eritrocitos humanos en medio RBC-2 + BSA 0,5% y hematocrito
aproximado de 20%. Las célulasfueron expuestas durante 2 minutos a un medio
RBC-2 (control) o MST7 10 uM), en presencia o ausencia de inhibidores. Luego se
determind el hematocrito por centrifugacion en capilares de 80 pL.

El volumen relativo (Vr) fue calculado como

Hct,
"~ Hct,

Vr

Donde Hcty Hct. son los hematocritos de células tratadas y control respectivamente.

2.6.3Determinacion de la variacion de volumen por microscopia de epifluorescencia.

Para medir el volumen celular se utiliz6 el fluor6foro BCECF, derivado de la
fluoresceina. La membrana plasméatica es impermeable a la mayoria de fluoréforos
conteniendo grupos carboxilos que en las condiciones de ensayo exhiben carga neta
negativa. Sin embargo, losacetoximetil ésteres (AM) de estos compuestosson
altamente permeables a lascélulas. En esta técnicael BCECF-AM atraviesa la
membrana celular y una vez dentro de la célula el grupo acetometil es
desesterificado por esterasas intracelulares (Fig. 12), quedando el fluoréforo libre
atrapado en el interior de la célula, ya que a pH 7-8 la molécula desesterificadatiene

4-5 cargas negativas.
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Figural2. Mecanismo de captacién de BCECF. El compuesto esterificado (AM) puede atravesar
libremente la membrana plasmatica, siendo hidrolizado en el medio intracelular por esterasas. De
esta forma el fluoréforo libre posee carga neta negativa y queda retenido en el interior de la célula.

En ciertos protocolos experimentales, la intensidad de fluorescencia de las células
cargadas con algunosfluoréforosdisminuye con el aumento de la concentracion de
dicho fluordforo. Este efecto, denominado extincion de la fluorescencia o quenching,
puede ser utilizado para medir cambios en el volumen de agua de varios tipos
celulares por microscopia de fluorescencia [184]. Como se esquematiza en la Fig.
13, cuando células cargadas con BCECF son expuestas a medios de distinta
osmolaridad, la magnitud del volumen celulares inversamente proporcional a la
concentracion del fluoréforo. Sin embargo, el aumento del volumen celular es

directamente proporcional a la intensidad de fluorescencia, por el efecto quenching.
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Figural3.Medicion del volumen celular con BCECF intracelular. El nimero de moléculas de
fluoréforo se mantiene constante en las diferentes condiciones de ensayo, pero su concentracion
varia en la variacion del volumen celular (A). Los gréaficos inferiores esquematizan el sentido de la
variacion del volumen celular (B) y la intensidad de fluorescencia (C) frente a cambios en la
osmolaridad del medio extracelular.

Cuando la célula aumenta su volumen frente a un medio hiposmético, la intensidad de fluorescencia
aumenta de con la disminucién de la concentracion del BCECF ya que disminuye el quenching; el
efecto opuesto se observa frente a un medio hiperosmaético.

Si bien este fluoroforo se utiliza para medir cambios en el pH intracelular, cuando el
fluoréforo es excitado en la longitud de onda correspondiente al punto isosbéstico
(Fig. 14) la intensidad de fluorescencia emitida es independiente de los cambios de
pH. Como consecuencia, al excitar a la muestra en la longitud de onda isosbéstica,
el BCECF puede utilizarse para la medicion temporal del volumen celular relativo.
Esta técnica ya fue empleada por nuestro grupo para evaluar la regulacion del

volumen celular de eritrocitos humanos [137].



10X

Intensidad de fluorescencia

—— .

400 450 500 550
Longitud de onda (nm)

Figural4. Espectro de excitacion de BCECF en funcion del pH. La ampliaciéon 10X corresponde a
la region por debajo de los 470 nm. La linea roja marca el punto isosbéstico a ~445 nm. Tomado de
Invitrogen, Life Technologies.

Para estudiar la cinética de volumen de eritrocitos humanos, se adhirieron 3 x 10°
células sobre cubreobjetos pre-tratados con poli-D-lisina 0,001% y fueron incubados
en un medio RBC-2 con 5 uMBCECF-AM durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente las células fueron lavadas 3 veces con RBC-2 para eliminar la sonda
no incorporada a las células y los cubreobjetos fueron luego montados sobre la
camara de medicion del microscopio invertido de epifluorescencia Nikon TE-200.La
adquisicion de la sefial fluorescente se realiz6 por medio de una camara CCD (del
inglés chargedcoupleddivice, HamamatsuC4742-95, Japon), utilizando el programa
Metafluor 5.3 (Universal Imaging, PA, EE.UU); este programa permite elegir la
frecuencia de adquisicion de imagenes y calcular la intensidad de fluorescencia de

regiones especificas de las células, denominadas pinholes digitales.

Los cambios en el volumen de agua de la célula se infieren de la lectura de la

intensidad de fluorescencia a Aexc: 445 nmy Aem: 510 NmM, adquiriendo imagenes a



intervalos de 30 seg (lecturas previas a los estimulos) o de 1 seg (lecturas post-
estimulos).

Los valores de volumen celular se obtuvieron a partir de la relacion de intensidades
de fluorescencia Fi/Fo. Donde F, representa la sefial obtenida a partir de una
pequefia regidn circular situada en el plano de la imagen de cada célula cargada con
BCECFequilibrada en medio isosmaético, mientras que Ft indica la fluorescencia del
mismo pinhole a tiempo t. Por lo tanto, esta medida representa un volumen
fraccional en el que el valor de volumen celular isosmotico inicial es 1 y los cambios
de volumen se expresan en relacion al mismo, es decir como volumen relativo (Vr).
Entonces esta técnica nos permite obtener mediciones de Vr de forma continua en el

tiempo.

La conversion de la intensidad de fluorescencia (en unidades arbitrarias) a Vr se
realiz6 mediante una calibracion, en la cual se expusieron las células a medios de
distintas osmolaridades (hipo o hiperosmaticos) al final de cada experimento. Como
se ilustra en la Fig. 15A, las células equilibradas en medio isosmoético(ISO) son
expuestas a un medio hiposmético 1 (HIPO 1), para luego ser nuevamente
equilibradas en medio isosmatico. Este procedimiento se repite en forma secuencial

con otros dos medios hiposmoticos (HIPO 2 e HIPO 3).
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Figural5. Experimentos de calibracién.

A: Intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias (AU) en funcion del tiempo. Las células son
expuestas a un medio isosmético (ISO) y medios hiposméticos (HIPO1, HIPO2, HIPO3) en forma
secuencial.

B:F,/Fy en funcién de osM,/osM,, obtenido de los promedios de los valores de A. La linea continua
corresponde al ajuste de una recta a los datos experimentales.

F« Yy Fo, son los valores de intensidad de fluorescencia al exponer las células a medios hiposméticos e
isosmotico, respectivamente. osM,y osMgson las osmolaridades de las solucion hiposméticas e
isosmotica, respectivamente.

En estas condiciones las células cambiaron su intensidad de fluorescencia,
alcanzando un valor estacionario especifico para cada uno de los medios. Luego se
procedi6 a realizar la curva de calibracion a partir del curso temporal de
fluorescencia de cada célula individual. Para ello se realizaron los siguientes
calculos:

1) FJ/Fo, donde F4 es la intensidad de fluorescencia estacionariamedida al exponer
las células a medios hiposméticos, mientras que Fo es el valor de intensidad
estacionaria de fluorescencia medida en medio isosmotico.

2) osM,/osMy, donde osMy es la osmolaridad del medio hiposmaético, mientras que
0sMy es la osmolaridad de la solucion isosmética.

A partir de estos valores se graficO F/Fy en funcion de osM,/osMp y se aplicé

regresion lineal a los datos (Fig. 15B). Luego, los valores de Vr para cada célula se

calcularon de la siguiente manera:




_ (Fo/F)—b
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Donde Fq representa la intensidad de fluorescencia promedio en medio isosmotico y
F¢ la intensidad de fluorescencia a tiempo t ya y b son los parametros de la regresiéon

lineal.

Alternativamente, cuando los tratamientos indujeron una disminucién del volumen
celular las calibraciones al final de cada experimento se hicieron con soluciones
hiperosmoticas. En el punto 2.1se indican las osmolaridades de las soluciones de
calibracion. Durante los cambios de medio las posiciones X, Y y Z del campo del

microscopio se mantuvieron sin cambios.

2.7Viabilidad celular y determinacion del numero de células.

Debido a que la principal fuente de ATP extracelular (ATPe) es el ATP intracelular
(ATPI), la lisis celular es uno de los mecanismos por los que el ATPi es liberado al
medio. Por ende, dado que en esta tesis se estudiaron los mecanismos no liticos de
salida de ATP, fue necesario corroborar la ausencia de muerte celular en los
ensayos.

Por otro lado, uno de los estimulos empleado para inducir la salida de ATP requiere
que las células se encuentren adheridas durante el ensayo.Si bien en todos los
ensayos se sembré el mismo namero de células, fue necesario determinar el nimero
de células adheridas al finalizar el experimento y asiobtener el nimero real de
células que respondieron al tratamiento.

Dado que el eritrocito tiene una alta concentracion de hemoglobina (=5 mM), la

presencia de esta proteina en el medio de ensayo es un indicador de muerte celular.



Por otro lado, la concentracion de hemoglobina presente en las células permite
estimar el nimero de células en un ensayo.

De acuerdo a esta idea, al finalizar cada experimento de luminiscencia on-line, se
separo el sobrenadante para la determinacion de hemoglobina libre (y evaluar asi la
lisis celular), mientras que las células adheridas al cubreobjeto fueron lisadas
mediante el agregado de 50 uL de KH,PO425 mM, utilizandose el sobrenadante

obtenido para medir hemoglobina y determinar el nimero de células adheridas.

2.7.1 Viabilidad celular.

La concentracion de ATPi es mM, mientras que la concentracion de ATPe en los
ensayos es nM. Por eso, incluso un pequefio grado de muerte celular durante los
experimentos podria generar aumentos importantes en la concentracion de ATPe.
Esto indica que se requieren de técnicas de alta sensibilidad para detectar la muerte
celular. En este trabajo de tesis se utilizaron dos técnicas independientes, una
técnica enzimética de deteccion de hemoglobina altamente sensible y microscopia

de epifluorescencia.

2.7.1.1Deteccion de hemoglobina mediante técnica enzimatica.

Casi todas las hemoproteinas y las heminas presentan actividad peroxidasa. Por lo
tanto, la hemoglobina (Hb) y algunos de sus productos de degradacion poseen
actividad enzimatica comparable a las peroxidasas. En base a este principio se
utilizé el método de Vazquez y col. (1991) [185]) que detecta microcantidades de Hb.
La técnica se basa enla determinacién de la velocidad inicial (vi) de formacion de
unproductocoloreado (CPZ")que se genera durante la oxidacion de la clorpromazina

(CPZ, sustrato) mediada por la Hb. Brevemente, se midieron por



espectrofotometrialas cinéticas de acumulacion de CPZ"en medios conteniendo
concentraciones variables de Hb (Fig. 16 A). Luego se ajusto la ecuacion

Y=Y, +A4 x (1— exp™**?)

a cada una de las curvas; donde Y e Y, son los valores de CPZ"a tiempo t y a t=0,
respectivamente; A representa el maximo valor alcanzado por Y en el tiempo y k es
un coeficiente de velocidad. Los parametros de mejor ajuste a la regresion fueron
usados para calcular la velocidad inicial (vi) como k x A. Posteriormente se grafico vi
en funcion de la concentracion de Hb, obteniéndose asi la curva de calibracion (Fig.
16 B).

Para determinar la concentracion de Hb en la muestra, se realizo la cinética de
CPZ"y se calculé su vi. Luego se calcul6 la concentracion de Hb utilizando los
parametros de la curva de calibracion. El limite de cuantificacion de esta técnica es
de 0,073 ug/ml de Hb, que representa un 0,003% de lisis en los experimentos

realizados.

Como se indico previamente, una vez finalizados los experimentos de luminiscencia
on-line se recogid el sobrenadante (entre 40 y 50 uL) y se centrifugé a 3000 g
durante 3 min. Luego se tomaron 10uL del sobrenadante, se mezclaron con el medio
de reaccion y se realizd la cinética de acumulacién de CPZ"; posteriormente se
calculd la concentracién de Hb utilizando los parametros de la curva de calibracion

realizada en el dia.
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Figural6. Determinacién enziméatica de Hb.

A: Absorbancia en funcion del tiempo a diferentes concentraciones de Hb. Se mide la acumulacion (a
530 nm) del producto de oxidacién de la clorpromazina en funcién del tiempo.

B: Velocidad inicial (vi) en funciéon de la concentracion de Hb. La linea continua corresponde a la
regresion lineal ajustada a los datos experimentales para tener una curva de calibracion lineal.

2.7.1.2 Cinética de viabilidad por microscopia de epifluorescencia.

Células cargadas con BCECF fueron monitoreadas antes y después del agregado
de agentes farmacoldgicos, durante el mismo periodo y en condiciones similares que
los experimentos de luminiscencia descriptos en 2.5.2.1. Mediante esta técnica se
puede observar que cuando una célula muere, presenta un aumento agudo de la
intensidad de fluorescencia seguido de una caida abrupta de la sefial por dilucién del
fluéroforo en el medio de ensayo, observandose de esta forma la desaparicion de la
célula en la imagen registrada (186). Teniendo en cuenta que con una magnificacion
de 40X, se observan alrededor de 600 células en el campo, esta técnica permite
detectar un 0,002% de mortalidad celular, con la ventaja de saber el momento

preciso en que una célula en el campo muere.

Los experimentos en que se detectdé muerte celular (menos del 1% de los

experimentos) fueron descartados.




2.7.2Determinacion del nimero de células adheridas.

La hemoglobina es una de las proteinas mas abundantes en el eritrocito y su
concentracion puede ser determinada espectrofotométricamente midiendo su
absorbancia a 405 nm, longitud de onda en la que absorbe tanto la hemoglobina
oxigenada como carboxigenada. Conociendo el contenido de hemoglobina
corpuscular media (CHCM, contenido promedio de hemoglobina por eritrocito) y el
volumen corpuscular medio (VCM), al medir concentraciéon de hemoglobina de un

lisado celular se puede determinar el nUmero de células.

Como se indico previamente, una vez finalizados los experimentos de luminiscencia
on-line se separd el sobrenadante y las células adheridas al cubreobjeto fueron
lisadas por agregado de 50 uL de KH,PO, 25 mM. El lisado fue vortexeado 5
segundos y luego centrifugado a 1000g durante 1 minuto. Luego se tomaron 5 uL del
sobrenadante, se mezclaron con 195 puL de KH,PO, 25 mM y se midid la
absorbancia de la muestra a 405 nm.

El contenido de hemoglobina fue transformado en nimero de células mediante
curvas de calibracion (Fig. 17), considerando CHCM y VCM como, 5,3 mM y 90 fl

respectivamente.
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Figural7.Curva de calibracion de hemoglobina. Absorbancia a 405 nm en funcién la concentracion
de hemoglobina



2.8Medicion de Ca?'intracelular.

La determinacién de la concentracién de Ca** intracelular en respuesta al MST7 se

realizé por microscopia de epifluorescencia, utilizando Fluo4-AM.

Los eritrocitos (3 x 10° células) fueron adheridos a cubreobjetos pre-tratados con
poli-D-lisina 0,001%. Luego fueron incubados con 5 uM Fluo4-AM en medio RBC-2
durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, las células se lavaron 3 veces con RBC-2 a
temperatura ambiente para eliminar la sonda no incorporada a las células. Los
cubreobjetos fueron montados en la camara de medicion del microscopio invertido
de epifluorescencia. Se determind la intensidad de fluorescencia en intervalos de 30
seq a Aexcitacion: 495 NM Y Aemision: 510 nm.

Todas las mediciones fueron realizadas a 20 °C.

La conversidon de la intensidad de fluorescencia (en unidades arbitrarias) a
concentraciéon de Ca?" se realizd6 mediante una calibracién al final de cada
experimento. Dado que los eritrocitos carecen de membranas internas, todo
aumento de Ca®" intracelular registrado corresponde a la entrada de calcio desde el
medio extracelular, por lo tanto la calibracionse realizé en presencia de un ionéforo
de calcio. Para la calibracion se midi6 la intensidad de fluorescencia minima (Fmin),
mediante el agregado de 0,5 mM EGTA en un medio libre de Ca*, y la intensidad de
fluorescencia maxima (Fmax) por adicion de 2 mM CacCl,, ambas determinaciones en
presencia de ionomicina (ion6forode calcio).Los resultados fueron transformados en
concentracion de Ca?* intracelular utilizando la siguiente ecuacion:

Kd X (F_ Fmin)
(Fméx_F)

[Ca?™] =



Con una constante de disociacion Ky = 345 nM187]. F representa la intensidad de
fluorescencia a cada tiempo. Las concentraciones de Ca®'; obtenidas fueron

corregidas considerando el cambio de volumen celular inducido por el MST7.

2.9Medicién de AMPc intracelular.

La determinacion de AMPc ser hizo por RIA utilizando el método descripto por
Stainer y col. [188] con modificaciones [189-190].El método se basa en la
competicién entre AMPc presente en la muestra y una cantidad fija de [***IJAMPc por
la unién a un anticuerpo.El TME-cAMP fue radiomarcado con Na[*?l] por el método

de la cloramina T (actividad especifica 600 Ci/mmol) [191].

Eritrocitos humanos o caninos, en un hematocrito de 50%, fueron incubados con 10
uM MST7 o RBC-2 (control) durante 10 min a temperatura ambiente. La reaccion fue
luego detenida por el agregado de 4 mL de etanol frio con 1 mMHCI. La mezcla
resultante se centrifugd 4 min a 14000 x g a 4 °C. El sobrenadante fue incubado
overnight a -20 °C para precipitar las proteinas remanentes.

Las muestras fueron luego centrifugadas durante 10 min a 3700 g a 4 °C. El
sobrenadante fue luego secado por centrifugacion al vacio (Savant™ SPD131DDA
SpeedVac™ Concentrador) y el residuo se resuspendid en buffer acetato de sodio
50 mM (pH 6,00).Las muestras y los estandares de calibracion fueron acetiladasy
medidas en uncontador Beckman Gamma 4000.Los coeficientes de variacion inter

ensayo fueron menores al 10 %.

2.10Medicion de sodio intracelular.

La determinacion del contenido de sodio intracelular se hizo por electroforesis
capilar, en un equipo P/ACE MDQ (BeckmanCoulter, Brea, CA, U.S.A.), equipado

con un detector de arreglo de diodos UV — visible.



Para ello, los eritrocitos (3 x 10° células) fueron adheridos a cubreobjetos pre-
tratados con poli-D-lisina 0,001% y expuestos a RBC-2 (control) o MST7 10 uM
durante 2 o 5 minutos. Inmediatamente se retir6 el sobrenadante y se lavaron las
células 3 veces con buffer Hepes-Imidazol-Sacarosa para eliminar todo el sodio
extracelular. Se agregaron 2 uL de LICO3 4 mM (estandar interno) y luego se lisaron
las células mediante la exposicion a TCA (20% final) a 4 °C durante 10 minutos. El
lisado se recogio y se centrifugd a temperatura ambiente durante 5 minutos a 14000
rom. Se descarto el precipitado y el sobrenadante se secd durante 2 horas en un
concentrador SpeedVacTM. Las muestras secas fueron conservadas a 4 °C en
heladera. Dado el alto contenido de sacarosa en la muestra, las muestras “secas”
presentaron una consistencia de gel, no pudiéndose eliminar el agua

completamente. Finalmente, las muestras se reconstituyeron con 5 uL de agua milli

Q al momento de su analisis, quedando un volumen final de 20 pL.
Las condiciones de corrida fueron las siguientes:

- Capilar, 75 um d.i x 60 cm de largo total, 50 cm hasta el detector

- BGE (solucién de corrida), compuesto por Imidazol 50 mM, &c alfa-
hidroxiisobutirico 6,5 mM, pH 3,0.

- Inyeccion, 10 seg a 1 kV.

- Volumen de inyeccion, 10 uL

- Voltaje, 20 kV, polaridad normal.

- Deteccion, indirecta a 254 nm.

Los resultados fueron expresados en forma relativa al control, en el que el valor
basal (control) del contenido de sodio es 1 y los cambios observados con el

tratamiento se expresan en relacion el mismo (Na*,).



2.11Actividad ecto-ATPasa.

Uno de los mecanismos involucrados en el metabolismo del ATPe es la hidrélisis del
nucleétido en el medio extracelular. Esta hidrolisis es facilitada por enzimas de
membrana denominadas ectonucleotidasas. Se determiné la actividad ecto-ATPasa
de ecto-nucleotidasas presentes en los eritrocitos humanos y de raton, mediante un

método radioactivo y un método luminiscente, que se describen a continuacion.
2.11.1 Actividad ecto-ATPasa por método radiactivo.

Dado que el ATP extracelular no puede ser captado por células enteras [96], cuando
se agrega ATP exdgeno a una suspension celular, la velocidad de hidrolisis de ATP
a ADP + yPi que se observa puede ser definida en estas condiciones como actividad

ecto-ATPasa (Fig. 18).

ATP

@ ADP + 1P
C C

Ecto-nucleotidasa
con actividad ATPasa

Figural8. Suspensioén celular con agregado de ATP exdgeno. Como el ATPe es impermeable a las
células, la velocidad de hidrélisis del ATP a ADP + Pi que se observa corresponde a la actividad ecto-
ATPasa de una o masecto-nucleotidasas. Estas enzimas de membrana exhiben susitio activo
expuesto al medio extracelular.

La técnica se basa en determinarla velocidad inicial (vi) de formacién del [y**P]Pi
liberado a partir de [y**P]-ATP agregado a una suspension celular [105,192].La vi de

la curva de [y**P]Pi en funcién del tiempo permite estimar la actividad ecto-ATPasa.



Se evalud la actividad ecto-ATPasa en condiciones parecidas a las fisiologicas, ya
que se utilizaron concentraciones nM de ATP, similares a las esperables in vivo, y el
ensayo se realizocon células enteras. Se evaludasi la capacidad de las células de

hidrolizar ATP mediante una o varias ectonucleotidasas.

Brevemente, la activad ecto-ATPasa fue determinada a 20 °C en suspensiones
celulares con un hematocrito final de 20% en RBC-2. La reaccion fue iniciada con el
agregado de [y**P]-ATP (0.27 Ci/mmol) disueltos en RBC-2. Inmediatamente, y a
intervalos de tiempo definidos, se tomaron alicuotas de 200 ul de la suspension
celular, se centrifugaron a 900 g durante 30 segundos y 100 ml del sobrenadante se
mezclaron con 750 ml de solucion de frenado fria (conteniendo 4,05 mM
Mo07024(NH4)s ¥ 0,83 mM HCIO,4). Luego se agregaron 600 ml de isobutanol y se
agité durante 40 segundos. Como consecuencia de este tratamiento, el molibdato de
la solucion de frenado forma un complejo con el fosfato gamma presente en el medio
de reaccidbn para dar un complejo fosfomolibdico extraible con isobutanol.
Posteriormente las fases fueron separadas por centrifugacion a 1000g durante 3
minutos, se extrajeron 200 ul de la fase isobutandlica y se mezclaron con 2 ml de
NaOH 0,5 M. En estas condiciones, el NaOH destruye el complejo fosfomolibdico y
libera el ortofosfato. La radiactividad de las muestras fue medida mediante efecto
Cerenkov en un contador de centelleo liquido Wallac 1214 Rackbeta.

La produccién de [y*?P]Pi fue determinada a los 0, 5, 10, 20, 40 y 60 minutos. El
mismo procedimiento se realiz6 manteniendo constante el [y*’P]-ATP y variando las
concentraciones de ATP frio (de 150 a 900 nM) en presencia o0 ausencia de MST?7.
Para calcular la activad ecto-ATPasa se graficé la concentracién de [y*?P]Pi en
funcidon del tiempo para cada una de las concentraciones de ATP frio ensayadas y

se ajusto la siguiente ecuacion



Y=Y, +A4 x (1— exp™**?)

a cada una de las curvas; donde Y e Y, son los valores de [y**Pi] a tiempo t y a t=0,
respectivamente; A representa el maximo valor alcanzado por Y en el tiempo y k es
un coeficiente de velocidad. Los parametros de mejor ajuste a la regresiéon fueron
usados para calcular vi como k x A. Posteriormente se graficd vi en funcion de la

concentracion de ATP, obteniéndose asi una curva de sustrato.

2.11.2Medicion por luminiscencia on-line.

La vi de hidrolisis de ATP a ADP + yPi fue estimada a partir del curso temporal de la
desaparicion de ATPe, utilizando la técnica de luminiscencia on-line descripta en
2.5.2.1.

Brevemente,se montaron cubreobjetos con suspensiones de 3 x 10% 30 x 10°
célulasen la camara de medicion del luminbmetro y se agregé mezcla de reaccion.
Se midio la intensidad de luz basal durante 20 minutos, se agregé ATP exdgeno en
concentraciones finales de 103, 206 and 326 o0 863 nM (en experimentos separados)
y se continué midiendo la intensidad de luz durante 20 minutos mas. Utilizando
curvas de calibracion se transformaron los datos de luz emitida en concentracion de
ATP para cada tiempo. A partir de la disminucion de ATPe en el tiempo fue posible

estimar vi.

2.12 Analisis estadistico de los datos.

El efecto de los tratamientos fue evaluado mediante ANOVA de una via seguido se
un test a posteriori de Tukey-Kramer. Los valores de p< 0,05 fueron considerados

significativos. En todos los casos los resultados se muestran como valores promedio.



2.13 Modelado matematico de la cinética de ATPe de eritrocitos expuestos a

MST7.

Se desarroll6 un modelo matemético ara explicar los resultados experimentales
observados en las cinéticas de ATPe cuando los eritrocitos humanos son expuestos
a MST7 10 pM.

En el modelo, la concentracion de ATPe es controlada por la velocidad de liberacion
de ATP (Jr), que incluye uno o mas mecanismos de salida no litica de ATP, y la
velocidad de consumo de ATPe por la actividad ecto-ATPasa (Jv).

Los cambios en el tiempo en la concentracion de ATPe estan dados por:

M:JR_JV Ec. 1
dt
donde Jr y Jv son los flujos de salida de ATP y de hidrélisis de ATPe,

respectivamente.

2.13.1 Velocidad de consumo de ATPe (J,).

Luego de analizar los resultados experimentales de actividad ecto-ATPasa en
eritrocitos intactos en suspension, para un amplio rango de concentraciones de
ATPe (100-900 nM, ver Fig. 39 C, seccion 4.5, capitulo 4), se obtuvo una expresion

lineal que describe la dependencia del Jyconla concentracion de ATPe:
3,2k, | ATPe] Ec. 2
Dado que el MST7 no afecta la actividad ecto-ATPasa (Fig. 39 A,seccién 4.5,

capitulo 4), se asumié que karp €s constante a lo largo del experimento, tanto en

ausencia como en presencia de MST7.



2.13.2 Salida no litica de ATP (Jgr).

En eritrocitos humanos expuestos a MST7, la liberacion de ATP ocurre en ausencia
de lisis y puede ser explicada por uno 0 mas mecanismos de transporte. Se asume
que el eflujo de ATP es mediado por un mecanismo de difusion facilitada no

saturable como:

J.=P(ATPi[-{ATPe] Ec. 3
Donde P es la permeabilidad del ATP (cuyas propiedades se explican mas abajo), y
[ATPi] y [ATPe] son las concentraciones intracelular y extracelular de ATP,
respectivamente. La diferencia entre ambas concentraciones representa el gradiente
quimico de ATP a través de la membrana plasmatica del eritrocito.

Segun la ecuacion 3, Jg depende de “P” multiplicado por el gradiente quimico del
ATP. El gradiente eléctrico del ATP, por otro lado, pudo ser calculado como “z x F x
Vm” (donde z representa la carga eléctrica del ATP, F es la constante de Faraday y
Vm es el potencial eléctrico de membrana). Sin embargo, aun considerando que a
pH intracelular (pH=7) la carga eléctrica del ATP (un promedio ponderado de todas
las especies anidnicas de ATP, ver [18]es aproximadamente -2,4, debido al bajo
potencial de membrana de los eritrocitos humanos (alrededor de -10 Mv[193], el
gradiente eléctrico del ATP representa alrededor del 1% del total del gradiente
electroquimico del ATP y por lo tanto no fue considerado en laEc.3.

Dado que los cambios en la concentracion de ATPe ocurren en el rango nanomolar
mientras que la concentracion de ATPi es milimolar (ver Resultados 3V - MST7) el
gradiente quimico es aproximadamente igual a la concentracion de ATPi y por lo

tanto Jr pudo ser modelada como:

Jo=P{ATPi] Ec. 4



2.13.3 Un modelo de dos vias para la salida de ATP.

En eritrocitos expuestos a MST7, la cinética de la concentracion de ATPe observada
(Fig. 32 A, seccion 4.2, capitulo 4) se puede interpretar suponiendo cambios
dependientes del tiempo en el flujo de liberacion de ATP (Jr). El modelo asume que
los cambios en Jg son debido a diferentes grados de activacion de las vias
responsables del flujo de salida de ATP.

Por consiguiente, en la condicion pre-estimulo (en ausencia de MST7), hay un
estado basal de flujoestacionario e isosmatico (i). La exposicion a MST7 induce una
transicion irreversible instantdnea a un estado (s) estimulado, seguido por un
decaimiento irreversible posterior a un estado final (f).

Para cada una de las vias de salida de ATP, esta transicion se formula como un

proceso de dos pasos irreversibles:

y f Esquema 1

donde k; y kz son constantes de velocidad de primer orden que gobiernan la cinética
de esta transicion. Como se explica mas abajo, la primera transicién (i->s) fue
considerada un paso instantaneo luego de la adicion de MST7.

Para una via de salida determinada, la fraccién de vias en estado inicial, estimulado
y final son denominadas xi, Xs Yy X;, respectivamente y varian con el tiempo de
acuerdo a las siguientes ecuaciones:

antes del agregado de MST7
X=1,X=X,=0 Ec.5
luego de la exposicion a MST7

x.=C Ec. 6

XS:e’kz'(Hs) Ec. 7



x,=1-e () Ec. 8

Donde ts indica el tiempo al que se afadio MST7, de tal manera que en cualquier

momento los valores de x varian de 0 a 1 y estan relacionados por:

X +X+X=0 Ec.9

Para un modelo de una via de salida, la permeabilidad P en las Ec. 3 y 4 esta dada
por:

P=X P+ X Pt X - Py Ec. 10

por lo que Jr se puede expresar como:

J :(x‘ DX P+, -y )-([ATPI]-[ATPE) Ec. 11
donde pi, ps Y pr son los parametros de permeabilidad de los estados inicial,
estimulado y final de la via de salida, respectivamente. Dado que los valores de
estos parametros no cambian con el tiempo, y el gradiente quimico solo varia
ligeramente durante la induccion con MST7 (ver mas adelante), el curso temporal de
Jr es controlado principalmente por la dependencia temporal de X, Xs Y Xs.

En el caso de dos vias de salida sometidos a una transicion de dos pasos similar (es
decir, i —» s — F, como en el Esquema 1), con cada flujo siendo impulsado por el
mismo gradiente quimico (es decir, [ATPI] - [ATPe]), Jr se puede expresar como la
suma de dos flujos, con cada flujo teniendo sus parametros de permeabilidad

correspondientes, donde tanto P.como P, se describen por:

Jo=du+35=(P,+ P, (ATPI]-[ATPE] Ec. 12
R=X1 PutXg Pt X1 Py Ec. 13
=X, Dot X Pt Xi27 Py Ec. 14

por lo tanto, antes de la adicion de MST7,

P=p,+ P, Ec. 15



luego de aplicar el estimulo,

—k21.(t—ts)

o —kn.(t—ts)

—Kyy . [t—
. p51+(1—e (t tS))' Pn=Puyt€ '(psl_ pfl) Ec. 16

P2 — e‘k22'(t _tS)'pSZ + [1_ e_k22'(t _ts)j_pfz = pp,t e_kzz'(t _ts)_(p52 — pfz) Ec. 17

donde k21 y k22 son las constantes de velocidad de primer orden para la segunda
transicion (s— f) de las vias de salida 1 y 2, respectivamente.

Suponiendo que la concentracion de ATP intracelular permanece constante en el
tiempo (ver resultados), el modelo predice que, tras la activacion instantanea del
flujo de [ATPIi] . (pi1 + pi2) @ [ATPi] . (ps1 + Ps2), Jr Se describe por una funcién
decreciente biexponencial de tiempo, con lo que Jg decrece de [ATPI]. (ps1 + ps2 +) a
[ATPI]. (pr1 + Pr2).

De esta manera Jr (considerado como el flujo total de ATP) fue capaz de describir la
cinética de ATPe en ausencia de carbenoxolona (CBX), siendo lacontribucion de la
actividad ecto-ATPasano significativa.

Sobre la base de las caracteristicas anteriores del modelo, la cinética de la

concentracion de ATPe viene dada por:

[ ATPGH ATPe]basal o (L) +{ AT ]H PitPr2 PaPr2 PP, .(1_ gt () Ps=Pr1 ( g (Hs)) P~ P2 _(1 _eszz(—tsi) Ec. 18

kATP kZl_kATP k22_kATP k21_kATP kzz - kATP

En el modelo, se asumid que Jgr; era totalmente bloqueado por CBX. Esto significa
que, en presencia de CBX, Jrg sera una funcidbn monoexponencial decreciente de

tiempo y la cinética de la [ATPe] sera dada por:

[ATPel[ATP],.., - () +[ATPi ]H Prz_PePrz ]-(l—e‘kATP'(Hs))+psz_pf2~(1—e‘k22‘(“s)) Ec. 19

kATP 22 -k ATP 2 -k ATP

En la Tabla 5 se muestran los parametros del modelo.



Tabla 5: Parametros del modelo.

* 3

kz, (Min™) 6.1+0.2 5+0.1
kz (Min™) 0.32+0.02 1.13+0.01 0.33+0.02
Ps totar (10° Min™) 110+ 3 S 50+ 2
P2 (10° min™) 50+ 2 * i
Ps1 (10 min™) 35.5+0.9 * 10.9+0.2
Ps2 (10° min™) 0.83 +0.04 6.35 + 0.07 0.47 +0.03
pi (10° min™) 2.24+0.01 2.76 +0.01 2.166 + 0.005

Los resultados son los valores del mejor ajuste obtenido al ajustar el modelo a los datos
experimentales.

(*) Los mejores valores ajustados de estos parametros son iguales en presencia o en ausencia de
CBX, como se demuestra por ajuste simultaneo a los datos experimentales.

(**) Mejor valor ajustado proporcionado por ajuste a los datos obtenidos en medio isoténico (Iso).

2.13.4 Ajuste de distintos modelos a los datos experimentales.

Se aplicaron ajustes modelo dependiente los datos experimentales de la cinética de
ATPe, con la restriccion de que los modelos ajustados debianajustar
simultaneamente los perfiles de acumulacion de ATPe en presencia y ausencia de
CBX.

Consideramos un modelo de dos vias que explicara Jr1 Y Jre de la Ec. 12.

2.13.5 Evaluacion de modelos mas simples.

Durante la construccion del modelo, probamos modelos alternativos mas simples
gue no proporcionaron un ajuste aceptable a los datos experimentales de laFig.32
A, seccion 4.2, capitulo 4. En todos los casos se aplicé el criterio de Akaike[194],
gue no sélo premia la bondad de ajuste, sino quetambién incluye una penalidad, que
es una funcion creciente del nimero de parametros estimados. Esta sancion
desalienta el aumento innecesario del nimero de parametros.

1- Un modelo de dos pasos, en el cual hay solo una transicion de un estado

inicial a un estado final (i — f). Este modelo define el flujo de ATP por una funcién de



tiempomonoexponencial creciente, en la cual Jz debe aumentar en un paso
repentino y permanecer estable de ahi en adelante. En este caso, la cinética de ATP
predicha no fue capaz de ajustar a los datos experimentales, a menos que se fijaran
valores de actividad ecto-ATPasa muy elevados (no compatible con los resultados
de la Fig.39, seccion 4.5, capitulo 4).

2- Un modelo de tres pasos (I — s — f), similar al modelo usado para las
simulaciones (Esquema 1), excepto que el flujo en el estado final fue fijado para ser
igual al flujo en el estado inicial. Este modelo predice que la concentracién de ATPe
final debe ser igual a la concentracion de ATPe inicial, lo cual no coincide con la

cinética de ATPe observada.

En esencia, para describir la cinética de ATPe fue necesario suponer un flujo de ATP
compuesto por una funcién de tiempo biexponencial.

Esto significa que en lugar de nuestro modelo actual donde Jgr estd compuesto por
Jr1 Y Jr2, con cada uno de estos subflujos experimentando una transicion de dos
pasos irreversibles (es decir, i->s->f), los resultados fueron también compatibles con
una liberacion de ATP mediada por una sola via de salida (tal vez un complejo
supramolecular) sufriendo una transicion irreversible de tres pasos.

i—os—s,—f

Es decir, para explicar los resultados experimentales, dos transiciones irreversibles
(2 subflujos) compuestas por dos pasos, puede ser reemplazada por una Unica
transicion irreversible (un flujo Unico) compuesta por tres pasos. En este caso se
cumple el requisito de tener al menos 2 funciones exponenciales de tiempo para
definir el flujo de ATP y la bondad del ajuste es tan buena como en el modelo

propuesto. La gran dificultad de un modelo de 1 viaradica en modelar el efecto del



CBX. Es decir, no es posible asignar de manera univoca que parametros de dicho
modelo se verian afectados y en qué medida por este bloqueante.

Estudios futuros podrian permitir identificar como y cuando diferentes vias de salida
de ATP (panexina 1, VDAC, CALHML1, etc) actian como entidades separadas o en

asociacion.

2.13.6 Efectos del aumento del volumen celular sobre el gradiente quimico de ATP.

Para explicar los cambios en el volumen celular inducido por MST7, la concentracion
de ATPi puede ser descompuesta como:

MATPI

[ATPi ]= Ec. 20

Donde mATPI es el contenido intracelular de ATP en moles y Vt es el volumen
celular promedio de los eritrocitos a diferentes valores de tiempo durante el
experimento. Dado que la exposicion de los eritrocitos a MST7 no altera mATPi, esta
magnitud fue considerada constante.

La técnica fluorométrica utilizada para los experimentos volumétricos cuantifica los

cambios de volumen relativo en funcion del tiempo (Vr, Fig. 47 B, seccion 4.6.5,

capitulo 4).
Vit
Vr = —
Vo Ec. 21

donde el volumen a tiempo 0 es uno (VO) y los cambios de volumen en el tiempo (Vt)

son relativos a este valor.

Considerando las Ec. 3,20 y 21, Jr puede ser expresado como:

mATPI

J.=P-
§ vov

~[ATPe) Ec. 22




En esta ecuacion, los valores de Vr para cada tiempo fueron obtenidos por el ajuste
de una funcion biexponencial a los datosexperimentales (Fig. 47 B, seccion 4.6.5,

capitulo 4).

2.13.7 Predicciones del modelo para evaluar la importancia de la actividad ecto-

ATPasa.

Luego del ajuste del modelo a los datos experimentales, y de la consiguiente
obtencion de los valores de mejor ajuste de los parametros, se procedio a utilizar el
modelo para predecir la importancia relativa de la actividad ecto-ATPasa en la
cinética de ATPe. Las predicciones fueron hechas asumiendo que katp = O (es decir,
bloqueo de la actividad ecto-ATPasa) o karp = 0,051 min™ (alrededor de 43 veces la

katp derivada de la Fig.39, seccion 4.5, capitulo 4).

2.13.8 Ajuste de los parametros del modelo

Los mejores valores de ajuste de los parametros, sus errores estandar asociados y
todas las simulaciones mostradas en resultados se obtuvieron numéricamente con el

software Copasi, version 4.7 [195].
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Introduccion.

Cuando los eritrocitos son expuestos a agentes farmacol6gicos capaces de inducir
un aumento en la concentracién de AMPc, la respuesta se traduce en un aumento
de la liberacion de ATP al medio extracelular.

El aumento de la concentracion de AMPc lleva a la activacién de la PKA y, por
mecanismos no del todo conocidos, se produce la salida de ATP. Esta via de
sefalizacion involucra también a las fosfosdiesterasas, enzimas que degradan al

AMPc para finalizar la sefial (ver Fig. 5 de lalntroduccion).

Nuestro grupo de trabajo optimizé la formulacion de un cocktail que induce, en
eritrocitos humanos, un aumento agudo y robusto de la concentracion de AMPc
[196]. El cocktalil, llamado 3 Valientes (3V), estd compuesto por isoproterenol 10 uM,
forskolina 30 uM y papavarina 100 uM. EIl isoproterenol es un agonista beta
adrenérgico que incrementa los niveles de AMPc via activacion de la proteina
trimérica Gs; la forskolina es un activador de adenilato ciclasas (AC) y la papaverina
es un inhibidor de fosfodiesterasas. Utilizados en combinacion, en concentraciones
optimizadas, los tres compuestos potencian el aumento de la concentracion de
AMPc inducida por activacion -adrenérgica.

En este capitulo se describen resultados de la cinética de acumulacién de ATP
extracelular (denominada “cinética de ATPe”), obtenida al exponer a los eritrocitos

humanos al cocktail 3V.



La cinética de ATPe depende de la velocidad de liberacion de ATP (que induce
aumento de la concentracion de ATPe) y de la hidrélisis extracelular de ATP (que

induce disminucién de la concentracion de ATPe).

Esta cinética fue estudiada en varias condiciones y/o tratamientos:
1) Utilizando diferentes poblaciones eritrocitarias
2) Evaluando la participacion de potenciales moduladores:
e Variacion del volumen celular
e Adhesién celular a un sustrato
3) En presencia de blogueantes de la salida de ATP
4) Utilizando distintas sondas para sensar ATPe.
Ademas se estudiaron:

5) La sefalizacion intracelular por AMPc

6) La actividad ecto-ATPasa

Se muestra también estudios comparativos de las cinéticas de ATPe y la actividad
ecto-ATPasa de otros modelos eritrocitarios (eritrocitos de perro, raton

yXenopuslaevis).

En todos los experimentos realizados, la acumulacion de ATPe corresponde a la
salida no litica de ATP, ya que los experimentos en los que se detecté hemoglobina
libre en el sobrenadante (menos del 1% de los experimentos) fueron descartados

(ver seccibn 2.7.1, Materiales y Métodos).



3.1 ATP intracelular.

En eritrocitos humanos la principal fuerza impulsora de la salida de ATP es el
gradiente quimico transmembrana del nucleétido. Sin embargo, dado a que la
concentracion de ATP intracelular (ATPi) es al menos tres Ordenes de magnitud
superior a la concentracion de ATP extracelular (ATPe), el ATPi constituye el

principal componente del gradiente quimico que impulsa la salida de ATP.

Las determinaciones del contenido total de ATPi y del volumen celular (seccion
2.8.1, Materiales y Métodos), permitieron calcular la concentracion de ATPi, tanto en

ausencia como en presencia de estimulos inductores de la salida de ATP.

El volumen celular fue de 90 = 7 fl, y el contenido de ATPi de 147,7 + 19,2
pmoles/10° células, resultando una concentraciéon de 2,05 + 0,27 mM. No se
observaron diferencias significativas en el valor de estos parametros en ausencia o

en presencia de 3V.

3.2 Cinética de ATPe de eritrocitos humanos estimulados con 3V.

En la Fig. 19 se muestra la cinética de ATPe de eritrocitos humanos expuestos a 3V.
Se utilizaron 3x 10° células en 60 pl de medio de ensayo.

Se puede observar que, durante los primeros 20 minutos, la concentracion basal de
ATPe permanece estable en 0,50 + 0,11 pmoles/10° células. La posterior
estimulacién con 3V promueve un incremento agudo de la concentracion de ATPe

hasta alcanzar un valor maximo a 0,98 + 0,23 pmoles/10° células.
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Figura 19.Efecto del 3V sobre eritrocitos humanos.
Cinética de ATPe de eritrocitos expuestos a 3V.Una suspension de eritrocitos, conteniendo 3 x
10°células, fuedepositada sobre un cubreobjetos y luego de 20 minutos las células fueron expuestas

a 3V (N=5, n=7). La flecha indica exposicion al estimulo. Se indica en niUmero de determinaciones (n)
de preparaciones independientes (N).

Como se mencion6 en la seccién 2.4.1.2 de Materiales y Métodos, mediante el
aislamiento de eritrocitos por lavado y centrifugacion con RBC-2 se obtienen
muestras con eritrocitos de todas las edades biologicas, es decir, toda la poblacion
eritrocitaria. Las células podrian responder en forma diferencial de acuerdo a su
edad, aumentando de esta forma la variabilidad en la determinacion de la cinética de
ATPe.

Para evaluar esta idea, se realizaron experimentos de exposicion a 3V utilizando una
subpoblacién de eritrocitos obtenida mediante purificacion por gradiente de
discontinuo de Percoll (seccion 2.4.2.2, Materiales y Métodos). Mediante esta
técnica se aislaron eritrocitos de edad biologica intermedia, que representan la
mayor poblacion de eritrocitos en sangre.

Los resultados obtenidos utilizando la separacion por gradiente de Percoll
(subpoblacién de eritrocitos) o por lavado y centrifugacion con RBC-2 (poblacion

total de eritrocitos) no presentaron diferencias significativas (de 0,53 £ 0,04 a 0,81 +



0,04 pmoles/10° células y de 0,57 + 0,23 a 0,97 + 0,33 pmoles/10° células,

respectivamente; Fig. 20A y B).
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Figura 20.Efecto del 3V sobre eritrocitos de diferentes edades bioldgicas.

A:Cinéticas de ATPe.Eritrocitos humanos fueron purificados por lavado y centrifugacion con RBC-2
(e; N= 5, n=7), obteniendo muestras de eritrocitos de todas las edades bioldgicas, o purificados por
un gradiente de discontinuo de Percoll (e; N=2, n=4), obteniéndose muestras so6lo de eritrocitos
maduros. Cada muestra conteniendo 3 x 10° células fue depositada sobre un cubreobjeto y, luego de
10 minutos, expuesta a 3V durante 20 minutos. La flecha indica laexposicion al estimulo.

B: Aumento de la concentracion de ATPe dependiente de 3V, calculado de los datos de A.Los valores
estan expresados como AATP,, es decir, la diferencia entre la concentracion de ATPe a los 20 min
luego del estimulo y la concentracion de ATPe basal. Los resultados estan expresados como media +
ES. Se indica el numero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).

3.3 Efecto del volumen celular sobre la concentracion de ATPe de eritrocitos
humanos expuestos a 3V.

Cambios en el volumen de los eritrocitos pueden alterar de manera directa o
indirecta la liberacion de ATP, con cambios concomitantes en la cinética de ATPe.
Por lo tanto se investigd la posibilidad de que el volumen celular pudiera ser
afectado por la exposicion a 3V. Los resultados muestran que la exposicién a 3V no

altera el volumen celular (Fig. 21)
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Figura2l.Efecto de 3V sobre la cinética del volumen celular (Vr).

Las células fueron cargadas con BCECF durante 1 h a temperatura ambiente y luego lavadas 3 veces
con medio isosmaético (RBC-2, 298 mosM). Luego fueron adheridas a cubreobjetos tratados con poli-
D-lisina 0,001% durante 1 h. Al inicio de la medicion, las células fueron incubadas 20 min en medio
isosmatico (298 mosM) y luego expuestas a 3V. Las calibraciones se realizaron al final de cada
experimento exponiendo secuencialmente a las células a medios de ensayo con las siguientes
osmolaridades (en mosM) 298, 286, 260 y 245. Los resultados estan expresados como media + ES
de 20-30 células (N=3, n=4). La flecha indica exposicién al estimulo. Se indica en numero de
determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).

3.4 Efecto de la adhesion celular sobre la concentracién de ATPe de eritrocitos
humanos expuestos a 3V.

La metodologia empleada para la determinacién de la variaciéon del Vr requirié de la
adhesion de las células a la superficie del cubreobjeto, mediante la utilizacién de un
adherente. En consecuencia, fue necesario investigar si la adhesién celular afectaba
la cinética de ATPe inducida por 3V.

Por lo tanto, los experimentos de cinética de ATPe se repitieron adhiriendo las
células a cubreobjetos pre-tratados con poli-D-lisina 0,001% (Fig. 22 A). Los
resultados obtenidos con células adheridas o no adheridas no presentaron
diferenciassignificativas (de 0,57 + 0,23 a 0,97 + 0,33 pmoles/10° células y de 0,41 +

0,14 a 0,82 + 0,25 pmol/10° células, respectivamente; Fig. 4 B).
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Figura22. Efecto dela adhesion celular sobre la cinética de ATPe de eritrocitos humanos.
A:Cinética de ATPe de eritrocitos adheridos y sin adherir expuestos a 3V. Las células fueron
adheridas a cubreobjetos tratados con poli-D-lisina 0,001% (e, Con adhesién; N=3, n=4) o
depositados sobre cubreobjetos sin ningun adherente (e, Sin adhesion; N=5, n=7) y luego expuestos
a 3V. La flecha indica la exposicion al estimulo.

B: Aumento de la concentracion de ATPe dependiente de 3V, calculado de los datos de A.Los valores
estan expresados como AATP,, es decir, la diferencia entre la concentracion de ATPe a los 20 min
luego del estimulo y la concentracion de ATPe basal. Los resultados estan expresados como media +
ES.Se indica el numero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).

3.5 Sefnalizacion intracelular.
A continuacion, se chequeot si los cambios observados en la concentracion de ATPe
se correlacionaban con los cambios en la concentracion de AMPc. La incubacién de

los eritrocitos con 3V indujo un aumento en la concentracion de AMPc a los 10 min

del estimulo, de 0,10 + 0,01 a 1,23 + 0,16 pmoles/10° células (Fig. 23).
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Figura 23. Niveles de AMPc de eritrocitos humanos expuestos a 3V.

Las células fueron incubadas por 10 min a temperatura ambiente en condiciones control o en
presencia de 3V. La concentracion de AMPc se determiné por radioinmunoensayo (N=4, n=15). Los
resultados estan expresados como media + ES. (***, p<0.001 respecto al control).

Se indican el nimero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).

3.6 Vias de salida de ATP en eritrocitos humanosy de raton.

La panexina 1 fue sugerida como una de las vias de salida de ATP en eritrocitos
humanos [71,197], por lo tanto investigamos la cinética de ATPe dependiente de 3V
en presencia de carbenoxolona (CBX) un inhibidor de panexinas y conexinas.

En la Fig. 24 se observa que la pre-incubacion de las células con CBX 100 uM

bloqued completamente el incremento en la concentracion de ATPe inducido por 3V.

1,4 -
. 3V .
o 3V +CBX 100 uM

=Y
[\
L

=Y
(=]
L

ATPe
(pmoli 0°cels)

Tiempo (min)

Figura 24.Efecto de CBX sobre la cinética de ATPe de eritrocitos expuestos a 3V.

Cinética de ATPe de eritrocitos pre-incubados con un bloqueante de panexina 1. Previo a la
exposicion a 3V, las células fueron pre incubadas durante 10 min con 10 yM CBX (0,3V + CBX, N=4,
n=7). A fines comparativos se muestra la cinética de ATPe sin bloqueante (e, 3V, Fig. 1)

La flecha punteada indica el agregado de CBX vy la flecha continua indica exposicion a 3V.Se indican
el numero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).



Para investigar mas a fondo el papel de la panexina 1 en la liberacion de ATP de
eritrocitos humanos, se repitieron los experimentos utilizando eritrocitos de ratones
wild type (WT) y knockout (KO) de panexina 1. De manera similar a lo observado en
eritrocitos humanos, en eritrocitos de ratones WT expuestos a 3V se observé una
induccién aguda de la acumulacién ATPe hasta un valor de 0,79 + 0,17pmoles/10°
células, respuesta que fue totalmente bloqueada por CBX. En concordancia con

estos resultados, en eritrocitos de ratones KO, 3V no alter6é la concentracion de

ATPe basal (Fig. 25).
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Figura 25. Salida de ATPe en eritrocitos de raton expuestos a 3V.

A:Cinética de ATPe de eritrocitos de ratéon wild type (WT) y knockout (KO) de panexina 1. Las células
fueron adheridas a cubreobjetos tratados con poli-D-lisina 0,001% y expuestas a 3V en presencia o
ausencia de CBX10 pM. (e, WT, N=2, n=5; o, KO, N=2, n=5; ¢, WT+CBX, N=2, n=4). La flecha
punteada indica agregado de CBX y la flecha continua indica el agregado de 3V.

B:Aumento de la concentracion de ATPe dependiente de 3V, calculado de los datos de A. Los valores
estan expresados como AATP4,, es decir, la diferencia entre la concentracién de ATPe a los 20 min
luego del estimulo y la concentracion de ATPe basal. Los resultados estan expresados como media +
ES. (*** p<0.001 respecto al WT;&, no significativo respecto al KO).Se indican el niumero de
determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).

3.7 Efecto de 3V en eritrocitos de Xenopusy de perro.
Se planted verificar si la dependencia de la liberacién de ATP con el aumento de la

concentracion intracelular de AMPc es generalizable a eritrocitos de vertebrados no

mamiferos. Para ello expusimos eritrocitos nucleados de Xenopuslaevis a 3V. Se



trata en este caso de células nucleadas que exhiben un metabolismo energético mas
complejo que en el caso de eritrocitos anucleados de mamifero.

En eritrocitos de Xenopus, la estimulacion con 3V llevo a un rapido aumento en la
concentracién de ATPe hasta un valor maximo de 15,51 + 0,13 pmoles/10° células,
seguido de una lenta disminucion (Fig. 26 A). SimultAneamente se verificO un
aumento de 12 veces de la concentracion de intracelular AMPc (Fig. 26 B). Cuando
las células fueron pre-incubadas con CBX 100 uM se bloqued completamente la
liberacién de ATP, al igual que lo observado en eritrocitos humanos (Fig. 26 A). En
la Fig. 26 A, el decaimiento constante de la concentracion de ATPe, tanto en

ausencia como en presencia de 3V, se debe a la alta actividad ecto-ATPasa de

estas células (ver Secciéon 3.9).
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Figura26. Efecto de 3V sobre la cinética de ATPe y el contenido de AMPc de eritrocitos de
Xenopuslaevis.

A:Cinética de ATPe. Las células (3 x 10° células) fueron depositadas sobre cubreobjetos y luego
expuestas a 3V, con (o, N=3, n=6) o sin (e, N=3, n=6) incubacién previa con CBX 100 uM. La flecha
punteada indica el agregado de CBX y la flecha continua exposicion a 3V.

B: Contenido de AMPc.Los eritrocitos se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente en
condiciones control o en presencia de 3V. El contenido de AMPc (N=4, n=4) se determind por
radioinmunoensayo. Los resultados estan expresados como media + ES (***, p<0.001 respecto al
control). Se indica el nimero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).

Anteriormente se habia demostrado que los eritrocitos de perro no presentan una via

de liberacion de ATPe dependiente de AMPc [174]. Por ende, estas células pueden



ser usadas para evaluar efectos no especificos de uno o varios componentes del 3V
sobre la salida de ATP.

Los resultados muestran que tanto el contenido intracelular de AMPc como la
concentracion de ATPe de eritrocitos de perros son parecidos (aunque no iguales)
similares a los observados en eritrocitos humanos (Fig.27). Luego de la activacion
con 3V, se puede observar una tendencia hacia un aumento de la concentracion de
AMPc que no es significativa (de 0,022 + 0,003 a 0,028 + 0,008 pmoles/10° células;

Fig. 27 B), mientras que no se observan cambios en la concentracion de ATPe (Fig.

27 A).
A 05 B
um_
0.4
— um-
0 0
d)tou SEI.EB
Q,
ae 82
<3 <3
£ gﬂm'
& 2
0.1 ot
oo r T T T T 1 um
0 5 10 15 20 25 30 Qrid v

Tiempo (min)

Figura 27: Efecto de 3V sobre eritrocitos de perro.

A:Cinética de ATPe. Las células fueron depositadas sobre cubreobjetos y luego expuestos a 3V
(N=4; n=8). La flecha indica la exposicién al estimulo.

B:Contenido de AMPc.Los eritrocitos se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente en
condiciones control o en presencia de 3V. El contenido de AMPc (N=4, n=4) se determind por
radioinmunoensayo. Los resultados estan expresados como media = ES. Se indican el nimero de
determinaciones (n) de preparaciones independientes (N)

3.8 Empleo de la sonda ProAluc para estudiar la cinética de ATP superficial de

eritrocitos humanos estimulados con 3V.

La utilizacion de la sonda ProAluc requiere de un anticuerpo cuyo segmento Fc una

a la ProAluc con alta afinidad y su porcion Fab se una a un antigeno de superficie de



la célula en estudio (ver Fig. 5, seccién 2.5.3, Materiales y Métodos). Como
consecuencia, fue necesario realizar una pesquisa sobre los antigenos eritrocitarios
de superficie expresados en la poblacion muestra, para luego poder seleccionar un
anticuerpo apropiado.
La eleccion del antigeno de superficie al cual se uniria el anticuerpo se baso en dos
criterios:

- Debia estar presente en gran cantidad de copias sobre la superficie celular

- Su interaccion con el anticuerpo no debia inducir respuesta (liberacion de

ATP) per se.

En base al primer criterio, se decidid realizar ensayos de aglutinacion para los
siguientes antigenos eritrocitarios de superficie:

- Sistema ABO. Este sistema esta compuesto por glicoproteinas glicosiladas de 40-42
kDa.

- D (perteneciente al sistema antigénico Rh), que pertenece a una familia de proteinas
no glicosiladas de 30-32 kDa.

- Fy? (perteneciente al sistema antigénicoDuffy). Fy®pertenece a una familia de
proteinas glicosiladas de 35-66 kDa presente en alrededor de 15 x 10° copias/célula.

- M (perteneciente al sistema antigénico MNS). M pertenece a una familia de proteinas
glicosiladas de 36-100 kDa presente en alrededor de 10°-10° copias/célula.

En la Tabla 6 se indican los resultados obtenidos en los ensayos de aglutinacién.

Los antigenos D, Fy? y M fueron los que se encontraron presentes en el mayor

numero de individuos.



Tabla 6: Resultados de los ensayos de aglutinacién para identificar la presencia de
antigenos eritrocitarios en la poblacién muestra.

Los resultados estan expresados como porcentaje de la poblacién que presenta el antigeno.

En funcion de estos resultados, se decidié evaluar la utilidad de los anticuerpos anti-
Fy? (IgG monoclonal humano. Seraclone, BioRad) y anti-M (IgM monoclonal murino.
Seraclone, BioRad) para ser utilizados con la ProAluc.

Alternativamente, también se evalud el anticuerpo anti-Glicorforina A (anti-GlyA. 1gG
monoclonal humano. Abcam). La glicoforina A es la principal glicoproteina de la
membrana eritrocitaria (formando parte de la estructura troncal del Sistema
antigénico MNS) y es abundante en la banda 3.

Luego se procedi6 a evaluar si los sistemas antigeno-anticuerpo elegidos cumplian
con el segundo criterio (no inducir salida de ATP per se). Las células fueron
adheridas a cubreobjetos pre-tratados con poli-D-lisina 0,001% e incubadas durante
1 hora con el anticuerpo primario. Luego de 3 lavados para eliminar el anticuerpo no
unido, se agregé mezcla de luciferina-luciferasa y se midié la luz emitida por la
muestra. Cuando se comparan las curvas de luminiscencia obtenidas con y sin
incubacion con anticuerpos, se observa que ninguno de los anticuerpos ensayados
indujo salida de ATP por interaccion con su antigeno, ya que no hay diferencia entre

las curvas (Fig. 28).
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Figura28. Efecto de la union antigeno-anticuerpo sobre la salida de ATP.

Luminiscencia en funcion del tiempo de eritrocitos humanos pre-tratados con anticuerpos
primarios.Las células fueron adheridas a cubreobjetos tratados con poli-D-lisina 0,001% e incubadas
con anticuerpos anti-Fy?, anti-M o anti-GlyAo con vehiculo (RBC-2). Los cubreobjetos fueron
montados sobre el lumindmetro y se registro la sefial de luz basal (fondo); luego se agregaron 40 uL
de luciferina y luciferasa y, una vez estabilizada la sefal, se agregé 50 nM ATP (ATP) como control
positivo del aumento de la sefial.

En experimentos preliminares, utilizando ProAluc, las células se incubaron con un
anticuerpo primario y, luego de 3 lavados con RBC-2, se expusieron a ATP exdgeno
(50 nM) en presencia de luciferina (150 puM). Solo las células que fueron pre-
incubadas con un anticuerpo primario fueron capaces de emitir luz, demostrando la
especificidad de la union de la ProAluc a la superficie de la célula (Fig. 29).
Asimismo, las concentraciones de anticuerpo y ProAluc fueron ajustadas para

obtener la maxima sefal posible.
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Figura 29. Especificidad de unién de ProAluc a la superficie celular.

Luminiscencia en funcién del tiempo de eritrocitos humanos adheridos y pre-incubados con ProAluc.
Las células fueron adheridas a cubreobjetos tratados con poli-D-lisina 0,001% e incubadas con
ProAluc, con incubacion previa (linea roja) o sin incubacion previa (linea azul) con un anticuerpo
primario. Los cubreobjetos fueron montados sobre el lumindmetro y se registré la sefial de luz en
condiciones basal (fondo); con 150 uM de sustrato (luciferina) y una vez estabilizada la sefial, con 50
nM ATP (ATP).

Si bien en presencia de antigeno D se obtuvo una alta aglutinacion, no fue posible
obtener sefal luminiscente al incubar con ProAluc. Es posible que, debido a la
naturaleza del anticuerpo utilizado (ver seccion 2.5.3.2, Materiales y Métodos), no se

haya adherido bien el anticuerpo y, en consecuencia, no se haya unido la ProAluc.

En la Fig.30 se muestran los resultados obtenidos cuando los eritrocitos son
expuestos a 3V utilizando ProAluc como sensor de ATPe superficial. Se puede
observar que la concentracién basal de ATP es similar para todos los anticuerpos
utilizados (0,22 + 0,05 pmoles/10° células). Sin embargo, luego de la exposicién a 3V
la cinética obtenida fue cualitativamente diferente a aquella obtenida con luciferasa
soluble, alcanzdndose valores de concentracion de ATPe superficial distintos segun
el anticuerpo utilizado. En presencia de anti M no se obtuvieron diferencias en la
concentracion de ATP superficial pre y post estimulo; mientras que en presencia
deanticuerpos anti-Fy? o anti-GlyA la concentracion de ATPe superficial mostré un

incremento agudo, seguido de un decaimiento exponencial. La mayor respuesta se



obtuvo mediante la unidon de la sonda al anticuerpo anti-GlyA, alcanzando una
concentraciéon maxima post estimulo de 2,36 + 1,3 pmoles/10° células, seguido de
un decaimiento exponencial lento hasta un valor constante de 1,20 + 0,64

pmoles/10° células. Este valor fue similar al valor maximo de ATPe obtenido con la

luciferasa soluble (0,98 + 0,23 pmoles/10° células).
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Figura 30.Cinética de ATPe superficial de eritrocitos humanos expuestos a 3V utilizando
ProAluc como sensor de ATP.

Cinética de ATPe de eritrocitos pre incubados con distintos anticuerpos primarios. Las células fueron
adheridas a cubreobjetos tratados con poli-D-lisina 0,001% y pre incubadas durante 1 h con el
anticuerpo anti-M (e; N=2, n=4), anti-Fy* (e; N=2, n=3) o anti-GlyA (o; N=3, n=5). Luego de tres
lavados se incubaron con ProAluc (125 pg/mL) durante 1 hora. Los cubreobjetos fueron montados
sobre un lumindémetro y se agreg6 luciferina. Luego de 15 min las células fueron expuestas a 3V. A
fines comparativos se muestra la cinética de luciferasa soluble. Se indican el ndmero de
determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).

3.9 Actividad ecto-ATPasa de eritrocitos de humanos, Xenopus, perro y raton.

Se utilizaron suspensiones de eritrocitos intactosde humanos, Xenopus, perro y
ratén para determinar el curso temporal de acumulacién de [y*?P]Pi liberado de [y-
$P]ATP 1 pM. La actividad ecto-ATPasa fue calculada como la velocidad inicial de
acumulacion [y*’P]Pi para cada una de las suspensiones celulares (Fig. 31). Como
era de esperarse para eritrocitos maduros anucleados de mamiferos, en eritrocitos

humanos, de perro y de ratdén la actividad ecto-ATPasa observada fue muy baja



(0,028 + 0,004 pmoles Pi/10° células/min, 0,024 + 0,003 pmoles Pi/10° células/min y
0,025 + 0,005pmoles/10° células/min, en humanos, perro y ratén, respectivamente),
mientras que en eritrocitos de Xenopus la actividad ecto-ATPasa ensayada en las
mismas condiciones fue 40 veces mayor que la observada en eritrocitos de

mamiferos (1,23 + 0,18pmoles Pi/10° células/min).
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Figura3l.Actividad ecto-ATPasa de eritrocitos de humanos, perro, ratén y Xenopus.

La actividad ecto-ATPasa se determind como la velocidad inicial de acumulacién de [y32P]Pi liberado
de [y-32P]ATP 1 uM. Los resultados estan expresados como media + ES (N=4, n=5) (***, p< 0,001).

Se indican el nimero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).



MASTOPARAN 7

Introduccién.

El mastoparan 7 (MST7) es un tetradecapéptido sintético derivado del mastoparan
(MST), un péptido presente en el veneno de avispa. EI MST7 presenta una
estructura desordenada en soluciones acuosas, mientras que en presencia de
vesiculas unilamelares o micelas adopta una estructura en a-hélice anfifilica[198].
De esta forma es capaz de intercalarse en las membranas biologicas y
desencadenar varias respuestas celulares. Se ha reportado que el MST, en forma
similar a los receptores acoplados a proteina G, cataliza el intercambio de GDP por
GTP en las proteinas Gjp[198], resultando en la disociacion del trimero en sus
subunidades. Esta respuesta puede ser bloqueada por la toxina pertussis. El
mecanismo propuesto para este efecto es que los péptidos con estructuras o-hélice
como el MST y el MST7, de topologia similar a las regiones transmembrana de los
receptores acoplados a proteinas G, promueven la formacion de lipidos a fase
hexagonal Il H;[199], fase a la cual se unen con preferencia tanto G;como las
subunidades By; mientras que la subunidad o; se une a lipidos en fase lamelar[200].
Ademas los eritrocitos humanos transducen el estrés mecanico y la hipoxia en
liberacién de ATP a través de la activacion de la proteina Gj[201], por lo tanto el MST
y el MST7 se utlizan como estimulos que mimetizan esos estimulos
fisiol6gicos[154].

La via de sefializacién por G; involucra la activacién de la adenilato ciclasa Il (AC 11),
aumento de la concentracion intracelular de AMPc, activacion de PKA y liberacion de
ATP [154]. También involucra a la fosfosdiesterasa 3, enzima que degrada al AMPc

para finalizar la sefial (ver Fig. 5 de la Introduccion) [202].



En este capitulo se estudio la cinética de ATPe de eritrocitos humanos expuestos a
MST7 bajo distintos tratamientos:
1) Bloqueantes de las vias de salida de ATP
2) Medios anisosméticos
3) Potenciales moduladores:
e Variacion de volumen celular
e Adhesion celular
Ademas se estudiaron:
4) La sefializacion intracelular inducida por el MST7:
e AMPc, Ca* y Na' intracelulares
5) La actividad ecto-ATPasa

6) receptores P

Se muestra también estudios comparativos de las cinéticas de ATPe de otros
modelos de eritrocitos (eritrocitos de perro, ratén, Xenopuslaevis y eritrocitos de

pacientes con esferocitosis hereditaria).

Al final del capitulo se presenta un modelo matematico disefiado para predecir la
cinética de ATPe en respuesta al MST7, predecir los flujos de salida de ATP y

evaluar la importancia relativa de los distintos procesos que afectan esta cinética.

En todos los experimentos realizados la salia de ATP es un proceso no litico, ya que
los experimentos en los que se detectdé hemoglobina libre en el sobrenadante
(menos del 1% de los experimentos) fueron descartados. Ver Materiales y Métodos,

seccién 2.7.1 Viabilidad celular.



4.1 ATP intracelular.

Como se menciond en la seccion 3.1 del capitulo 3, la determinacion del contenido
total de ATP intracelular (ATPi), sumado a la determinacién del volumen celular,
permite calcular la concentracion de ATPi y asi estimar la fuerza impulsorague
controla la liberacién de ATP, tanto en ausencia como en presencia de estimulos

inductores de la salida de ATP.

En ausencia de MST7, el contenido de ATPi fue 147,7 + 19,2 pmoles/10° células y el
volumen corpuscular medio fue de 90 £ 7 fl, por lo tanto la concentracion de ATPi fue
2,05 £ 0,27 mM.En presencia de MST7 el contenido de ATPi fue 148,3 *
7,7pmoles/10° células.

Dado que el contenido de ATPi es similar en medios con y sin MST7, la
concentracion de ATPi en presencia de MST7 soélo puede ser modificada por
cambios en el volumen celular. Si bien el MST7 genera un ligero aumento de
volumen (ver seccion 4.6.5, mas adelante), la concentracion de ATPi fue de 2,06 +
0,11 mM, un valor que no es significativamente diferente de aquel estimado en

ausencia de MSTY7.

4.2Cinética de ATPe de eritrocitos humanos expuestos a MST7.

En la Fig. 32 se muestra la cinética de ATPe de eritrocitos humanos expuestos a
MST7.Los eritrocitos fueron adheridos a cubreobjetos tratados con poli-D-lisina (Cél
adheridas) o depositados sobre cubreobjetos sin ningun adherente (Cél no

adheridas).
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Figura 32. Cinética de ATPe de eritrocitos humanos expuestos a MST7.

A:Efecto de la adhesion celular sobre la cinética de ATPe. Los eritrocitos fueron adheridos a
cubreobjetos tratados con poli-D-lisina 0,001% (Cél adheridas; N=5, n=12) o depositados sobre
cubreobjetos sin ningln adherente (Cél no adheridas, N=3, n=4).La flecha indica agregado de MST7
10 uM.

B:Cinética de ATPe bajo exposicion prolongada a MST7. Los eritrocitos fueron adheridos a
cubreobjetos tratados con poli-D-lisina 0,001% y expuestos a MST7 durante 1 h. La flecha indica
agregado de MST7 10 uM.

C:Efecto de la toxina pertussis (PTX) y el MST17 sobre la cinética de ATPe. Eritrocitos adheridos
fueron expuestos a MST7 en ausencia o presencia de PTX (100 ng/mL, 4 h) (N=3, n=5). En
experimentos independientes, las células fueron expuestas a MST17 (N=3, n=4), un analogo inactivo

de MST7. La flecha indica agregado de MST7 o MST1710 uM.Se indica en numero de
determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).

En ausencia de estimulo, tanto en células adheridas como no adheridas, la
concentracién de ATPe permanecié estable en 0,52 + 0,09pmoles/10° células. El
tratamiento con MST7 no afectd la concentracion de ATPe de eritrocitos no
adheridos (Fig. 32 A). Sin embargo, en células adheridas el MST7 gatillé un

aumento agudo en la concentracion de ATPe igual a 8 veces su valor basal. Este



incremento fue seguido de una fase de aumento mas lenta, alcanzando una
concentracién de ATPe de 3,25 + 0,32pmoles/10° células a los 20 minutos post-
estimulo (Fig. 32 A).

La cinética de ATPepudo ser descripta por la suma de dos funciones exponenciales
de tiempo crecientes: una fase rapida que abarca alrededor del 70% del cambio total
en la concentracion de ATPe, con un ty; = 0,146 + 0,003 min y una fase lenta con un
ty2 = 6,1 £ 0,1 min. En experimentos similares, usando tiempos mas prolongados de
exposicion al MST7, la concentracion de ATPe alcanzo un valor estacionario (Fig. 32
B).

La exposicion de las células adheridas a MST17, un analogo inactivo de MST7, no
produjo resultados significativamente diferentes al basal (Fig. 32 C). El pre-
tratamiento con PTX, que desacopla Gjo de sus efectores, inhibié la acumulacion de
ATPe en un 89% (la concentracién de ATPe fue 0,85 + 0,12 pmoles/10° células

luego de 20 minutos de agregado el estimulo) (Fig. 32 C).

4.3 Sefalizacion intracelular.

A continuacion, se chequeb si los cambios observados en la concentracién de ATPe
se correlacionaban con cambios en la concentracion de AMPc. La concentracion de
AMPc aumenté un 31% con MST7 y 79% con MST7 + CTZ (inhibidor de la
fosfodiesterasa 3), mientras que la incubacién con CTZ no tuvo efecto (Fig. 33 A).
Esto indica que en presencia de MST7, la fosfodiesterasa 3 fue capaz de limitar
parcialmente el aumento en la concentracion de AMPc.

Se ha postulado que PKA, que es activada por AMPc, puede ser un importante
mediador de la sefalizacion intracelular que lleva a la activacion de la salida de ATP

[230].En consecuencia estudiamos el efecto del inhibidor de PKA H-89sobre la



cinética de ATPe. Bajo estas condiciones, H-89 inhibio el AATP,, en un 47 % (Fig.
33 B).

Paralelamente, se determiné la concentracién de calcio libre intracelular ([Ca®']) de
los eritrocitos humanos expuestos a MST7, para evaluar su posible participacion
como segundo mensajero. La exposicién de los eritrocitos a MST7 no afectd [Ca®']
(Fig. 33 C).

Para continuar evaluandola cinética de ATPe inducida por MST7, realizamos
experimentos utilizando eritrocitos de perro, en los cuales se ha reportado que la
liberacion de ATP no estd acoplada a cambios en la concentracion de AMPc
[174].Entonces los eritrocitos de perro permitirian comprobar potenciales efectos del
MST7 sobre la salida de ATP que fueran independientes de AMPc.

Como se observa en la Fig. 33A, comparado con eritrocitos humanos, los niveles
basales de AMPc en eritrocitos de perro son relativamente bajos. En presencia de

MST7 se observd un ligero aumento en la concentracion de AMPc, que no fue

significativo.
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Figura 33. Segundos mensajeros y sefializacidn intracelular.
A:Niveles de AMPc de eritrocitos humanos y de perro expuestos a MST7. Se incubaron eritrocitos
humanos (barras grises; N=5, n=22) por 10 min a temperatura ambiente en condiciones control
(Ctrol) o en presencia de MST7 10 uM, cilostazol (CTZ) 100 uM + MST7 10 uM o CTZ 100 pM. Los
eritrocitos de perro (barras blancas; N=6, n=11) se incubaron 10 min a temperatura ambiente en
condiciones control (Ctrol) o en presencia de MST7 10 uM. La concentracion de AMPc se determino
por radioinmunoensayo. Los resultados estan expresados como media + ES. (*, p<0.05, ***, p<0.001,
ns: no significativo respecto al control).
B:Efecto del inhibidor de PKA, H-89 sobre la concentracion ATPe. Células adheridas fueron pre-
incubadas con vehiculo (MST7) o con H-89 10 uM (H-89 + MST7) y luego expuestas a MST7 10 uM
(N=5, n=7). Los resultados se expresan como AATP,,, es decir, la diferencia entre la concentracion

de ATPe a los 20 min luego del estimulo y la concentracion de ATPe basal. Los resultados
representan la media + ES (***, p<0.001).

C: Efecto del MST7 sobre los niveles citosélicos de calcio libre ([Ca‘i]). Los cambios en funcién del
tiempo en la [Ca2+i] se midieron continuamente por microscopia de fluorescencia usando células
cargadas con Fluo-4. La flecha a los 10 minutos indica agregado de MST7 10 uM. Al final de cada
experimento, la sefal fue calibrada con ionomicinaen presencia de EGTA 0,5 mM (para obtener la
minima intensidad de fluorescencia) o CaCl, 2 mM (para obtener la maxima intensidad de
fluorescencia). Los resultados se expresan como media £ ES de 20-30 células (N=4).

Se indica en nimero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).
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4.4 Vias de salida de ATP en eritrocitos humanos y de ratén expuestos a MST7.

Los inhibidores de panexina 1 CBX y PBCbloquean la liberacion de ATP de
eritrocitos expuestos a 3V. Por lo tanto investigamos la posibilidad de que estos
inhibidores inhiban la salida de ATP inducida por MST7.

En ausencia de inhibidores, el MST7 produjo una cinética bifasica de aumento de la
concentracion de ATPe (Fig. 32 A). La pre-incubacion de las células con CBX 10
uM, PBC 10 uM o ambos inhibidores en una concentracion de 10 uM redujo de2 a 5

veces la fase aguda inicial e inhibio casi totalmente la fase lenta de la cinética de

ATPe (Fig. 34 A).
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Figura 34. Vias de salida de ATP en eritrocitos humanos.

A: Cinética de ATPe de eritrocitos expuestos a MST7 y pre incubados con bloqueantes de panexina
1. Previo a la exposicion a MST7, las células fueron adheridas a cubreobjetos tratados con poli-D-
lisina 0,001% y pre-incubadas durante 10 min con carbenoxolona 10 uM (CBX), probenecid10 uM
(PBC), 0 10 uM de ambos, CBX y PBC. La flecha punteada indica el agregado de los blogueantes y la
flecha continua indica exposicion a MST7 10 uM.

B:Aumento de la concentracion de ATPe dependiente de MST7 en presencia 0 ausencia de
diferentes bloqueantes, calculada de los datos de A. Los valores estan expresados como AATP,, es
decir, la diferencia entre la concentracion de ATPe a los 20 min luego del estimulo y la concentracion

de ATPe basal. Los resultados estan expresados como media + ES. (**, p<0.01, ***, p<0.001 respecto
al Control, MST7 solo).

Consecuentemente, con respecto a la situacion control (MST7 en ausencia de
inhibidores) los valores de AATPyo se redujeron un 48-49% con CBX (10 uM) o PBC

(10 uM) y un 68% con CBX 10 uM + PBC 10 uM. No se encontraron diferencias



significativas en los valores de AATP, entre los diferentes bloqueantes y

concentraciones usadas (Fig. 34 B).

Para corroborar el rol de la panexina 1 en la liberacion de ATP mediada por MST7

se repitieron experimentos claves utilizando eritrocitos de ratones wild type (WT) y

de ratones knockout (KO) de panexina 1.

2.0 7 —— WT +MST7
| — Ko +msT7

j

ATPe
(pmol/10°cels)

s
}

0.0

0 5 10 15
Tiempo (min)

Figura 35.Cinética de ATPe de eritrocitos de raton WT y KO de panexina 1.
Las células adheridas a cubreobjetos pre tratados con poli-D-lisina 0,001% fueron estimuladas con
MST7 10 uM. La flecha indica exposicion al estimulo.

La exposicion de eritrocitos de ratones WT a MST7 produjo un aumento agudo en la
concentracion de ATPe igual a 5 veces su valor basal, seguido de una fase donde la
concentracion de ATPe se mantuvo casi inalterada. (Fig. 35). En eritrocitos de
ratones KO también se observé un aumento agudo en la concentracion de ATPe,

pero los valores absolutos fueron un 57% menor que los observados en células de

ratones WT (Fig. 35).

En eritrocitos de ratones WT expuestos a MST7, la pre-incubacion con CBX 10 uM,

PBC 10 uM o ambos simultaneamente, produjo una reduccion de 63-75% en la

concentracion de ATPe (Fig. 36 A).
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Figura 36. Vias de salida deATP en eritrocitos de raton.

A:Cinética de ATPe de eritrocitos de ratbn WT expuestos a MST7 y pre-incubados con bloqueantes
de panexina 1. Las células adheridas a cubreobjetos pre-tratados con poli-D-lisina 0,001% fueron pre-
incubadas con CBX10 puM, PBC10 uM, o 10 pM de ambos, CBX y PBC, antes de la exposicion a
MST7 10 uM. La flecha punteada indica agregado de los bloqueantes y la flecha continua indica el
agregado de MST7.

B:Aumento de la concentracion de ATPe dependiente de MST7 en presencia o ausencia de los
diferentes bloqueantes, calculado de los datos de A. Los valores estan expresados como AATPs, es
decir, la diferencia entre la concentracion ATPe a los 5 min luego del estimulo y la concentracién de
ATPe basal. El valor de AATP;5 de eritrocitos de ratones KO expuestos a MST7 se muestra como una
barra blanca. Los resultados estan expresados como media + ES. (*, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001
versus WT expuestos a MST7).

C:Cinética de ATPe de eritrocitos de raton KO pre incubados con bloqueantes de panexina 1. Las
células adheridas a cubreobjetos pre tratados con poli-D-lisina fueron tratadas como en A. También
se muestra la cinética de ATPe de eritrocitos de raton WT (tomada de A). La flecha punteada indica
agregado de los bloqueantes y la flecha continua indica el agregado de MST7.

D:Aumento de la concentracion de ATPe dependiente de MST7 en presencia 0 ausencia de los
diferentes bloqueantes, calculado de los datos de C. Los valores estan expresados como AATPs, es
decir, la diferencia entre la concentracion de ATPe a los 5 min luego del estimulo y la concentracion
de ATPe basal. Los resultados estan expresados como media + ES.

Los valores absolutos de la concentracion de ATPe (estimados como AATPs) en

presencia de CBX o PBC fueron similares a los obtenidos usando eritrocitos de



ratones KOen ausencia de inhibidores (Fig. 36 B). No se observaron efectos
significativos de CBX o PBC sobre la concentracion de ATPe de eritrocitos de

ratones KO expuestos a MST7 (Fig. 36 Cy D).
Finalmente, la respuesta a MST7 fue analizada utilizando eritrocitos de ratones WT,
heterocigotas (HT) y KO para panexina 1. Comparado con eritrocitos WT, el AATPs

de los eritrocitos HT y KO fue 62% y 43% respectivamente, aunque las diferencias

entre las células HT y WT no fueron significativas (Fig. 37).
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Figure 37. Activacion de la salida de ATP inducida por MST7 en eritrocitos de ratones WT, HT y
KO para panexina 1.

Las células adheridas a cubreobjetos pre tratados con poli-D-lisina 0,001% fueron expuestas a 10 uM
MST7. Se evaluaron los aumentos en la concentracion de ATPe como la diferencia entre la
concentracién de ATPe a los 5 min luego del estimulo y la concentracién de ATPe basal, indicado

COmMOAATPs. Los resultados estan expresados como media + ES. (*, p<0.001 respecto a WT y &,
p<0.05 respecto a HT).

Los resultados de las Fig. 34 a 37 indican que la inhibicion de la salida de ATP por
CBX y PBC es parcial, lo que sugiere que existe al menos una via adicional de
salida de ATP. Por lo tanto, se probaron otros inhibidores de potenciales vias de
salida de ATP. En la Tabla 7 se indican los inhibidores utilizados, sus

concentraciones y sus blancos de accion y en la Fig. 38 se muestran los resultados

obtenidos.



Tabla 7. Inhibidores utilizados para bloquear la salida de ATP en eritrocitos humanos

expuestos a MST7.
(uM)
10

Inhibidor
Pnx1

CBX
CBX 100 Pnx1 , Cnxs

PBC 10 Pnx1, canales aniénicos
NPPB 100 Pnx1, Cnxs, MAC, VSOR
DIDS 100 Pnx1, MAC, VSOR

Gd°* 50, 100, 200 MAC, MSC
CBX+NPPB 10 + 100
CBX+DIDS 10 + 100

Gd*, Gadolinio; Pnx1, panexina 1; Cnxs, conexinas; mdr, multidrugresistant; CFTR, cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator; VSOR, Volume-Sensitive Outwardly Rectifying; MAC, maxi-
anion channel; MSC, mechano-sensitive channel.

Datos extraidos de [15,58,71,73,203-206]
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Figura 38.Grado de inhibicion de las vias de salida de ATP en eritrocitos humanos y de raton.
Porcentaje de inhibicion (% inhibicion) del aumento de la concentracion de ATPe dependiente de
MST?7 inducido por diferentes bloqueantes de la salida de ATP. Se incubaron eritrocitos humanos
(barras grises) con bloqueantes durante 10 min previos a la exposicion al estimulo. A modo
comparativo se muestra la inhibicién del aumento de la concentracion de ATPe de eritrocitos de
ratones KO para panexina 1 (barra blanca) y el de eritrocitos humanos co-incubados con CBX+PBC y
expuestos a MST7. Los resultados se expresan como % de inhibicion respecto a su control.

ns, no significativo (p> 0,5 respecto a su control)

Puede verse que ninguno de los blogueantes utilizados, solos o co-administrados,
fueron capaces de bloquear totalmente la salida de ATP inducida por MST7. En el
caso del Gd*", no se observé bloqueo de ninguna de las vias postuladas, ya que los

resultados obtenidos no se diferenciaron del control (MST7 solo).



Asimismo, no se observaron diferencias significativas entre las distintas
concentraciones de Gd*o entre las diferentes concentraciones de CBXutilizadas

(datos no mostrados).

4.5 Actividad ecto-ATPasa de los eritrocitos humanos y de raton.

Utilizando suspensiones de eritrocitos humanos intactos, la velocidad de hidrolisis de
ATP fue determinada siguiendo el curso temporal de la acumulacién de [y*’P]Pi
liberado de [y-*P]JATP (150-900 nM) (Fig. 39 A). La actividad ecto-ATPasa fue
calculada como la velocidad inicial de acumulacién de [y*’P]Pi (estimada de la Fig.
39 A) de suspensiones celulares o, alternativamente, como la velocidad inicial de la
extincion de ATPe medido por luminometria on-line usando células no adheridas
(Fig. 39 B). La actividad ecto-ATPasa siguié una funcion lineal con la concentracion
de ATP en un amplio rango de concentraciones (Fig. 39 C). La velocidad de
hidrolisis de ATPe no fue afectada por la exposicion de las células a MST7 (Fig. 39

A).
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Figura 39. Actividad ecto-ATPasa de eritrocitos humanos intactos.

A:Cinética de acumulacién de [*’P]Pi a diferentes concentraciones de ATP. La velocidad de hidrélisis
de ATPe fue determinada siguiendo la acumulacion del [y32P]Pi liberado de [y-32P]ATP(148-888 nM)
agregado a una suspension celular a un hematocrito de 20%. A ATP 312 nM el ensayo se realizé en
presencia y ausencia de MST7. Los resultados se expresan como el contenido de Pi (fmol/10° cels) y
representan la media + ES. N=2, n=2 (fmol/10° cél). Las lineas continuas representan ajustes de
funciones exponenciales a los datos experimentales.

B:Velocidad de hidrélisis de ATPe. Fue determinada por luminometria on-line siguiendo la extincién
de ATP exdgeno (326 y 864 nM) agregado a una suspension celular de 30 x 10° células. N=2, n=2
(fmol/10° cél).

C:Actividad ecto-ATPasa en funcién de la concentracién de ATPe. Los circulos negros representan la
velocidad inicial de acumulacion de Pi ([32P]Pi) obtenida de los datos experimentales de A. Los
triangulos blancos representan la velocidad inicial de consumo de ATPe (extincion de ATPe) en
eritrocitos humanos no adheridos e incubados con ATP (103, 206, 326 y 864nM, datos
experimentales de B) y medidos por luminometria on-line. Los resultados se expresan como media +
ES. La linea continua representa el ajuste de una funcién lineal a los datos experimentales.

Se indica en nimero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).

En forma similar, se determind la actividad ecto-ATPasa de eritrocitos de ratén.
Primero se determiné la cinética de acumulacién de [y**P]Pi liberado de [y-**P]ATP
(150-900 nM) (Fig. 40 A), y luego se calculé la actividad ecto-ATPasa. Esta pudo ser

descripta como una funcion lineal de la concentracion de ATP (Fig. 40 B).
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Figura 40. Actividad ecto-ATPasa de eritrocitos de raton intactos.

A:Cinética de acumulacién de [*’P]Pi a diferentes concentraciones de ATP. La velocidad de hidrélisis
de ATPe fue determinada siguiendo la acumulacion del [32P]Pi liberado de [y-sZP]ATP(O,125 - 0,9
mM) agregado a una suspension celular de hematocrito 20%. Los resultados estan expresados como
el contenido de Pi a los distintos tiempos y representan la media + ES. N=2, n=2 (fmol/10° cél). Las
lineas continuas representan ajustes de funciones exponenciales a los datos experimentales.
B:Actividad ecto-ATPasa en funcion de la concentracion de ATP. Los circulos negros representan la
velocidad inicial de acumulacion de Pi ([32P]Pi) obtenida de los datos experimentales de A. Los
resultados se expresan como media + ES. La linea continua representa el ajuste de una funcién lineal
a los datos experimentales.

Se indica en nimero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).

4.6 Otros moduladores de la cinética de liberacion de ATPe de eritrocitos

humanos expuestos a MST7.

Como se vio en 4.2, a diferencia de lo observado con 3V, el MST7 no induce salida
de ATP en eritrocitos humanos no adheridos, mientras que si lo hace cuando las
células se encuentran adheridas con poli-D-lisina.

Los experimentos descriptos en esta seccion fuerondisefiados para caracterizar el
efecto de adhesién sobre la salida de ATP, y evaluar la existencia de mecanismos
alternativos que pudieran inducir la salida de ATP de eritrocitos no adheridos y

expuestos a MST7.



4.6.1 Efecto de la adhesion celular sobre la liberacién de ATP inducida por MST7.

Como se mencion6 en la seccion 3.4 del capitulo de 3, se utilizé una concentracion
muy baja de poli-D-lisina (0,001%), ya que en estas condiciones las células se
adhieren y conservan su forma discoidal [179]. Considerando que el principio de
adhesion a la poli-D-lisina es la interaccion entre sus cargas positivas y las cargas
negativas presentes en la superficie de los eritrocitos, se disefiaron experimentos
para evaluar si la carga eléctrica podia actuar como un pre-estimulo inductor de la
liberacién de ATP inducida por MST7. Con este fin, se depositaron 3 x 10° células
sobre cubreojetos sin tratar y se co-incubaron con lisina soluble (67mg/mL) o poli-D-
lisina soluble (0,01lmg/mL). Como se muestra en la Fig. 41 A, la exposicion de las
células a MST7 no produjo respuesta.

Posteriormente, se evalud la cinética de ATPe utilizando otros sustratos de
adhesion. Las células fueron adheridas a cubreobjetos pre-tratados con laminina o
concentraciones variables de colageno y luego expuestas a MST7 (Fig. 41 B),
observandose en todos los casos liberacion de ATP. Cuando el adherente utilizado
fue colageno, la liberacion de ATP observada fue similar para todas las
concentraciones de colageno utilizadas; mientras que la adhesion a laminina llevo a

una menor liberacion de ATP.
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Figura 41.Efecto del sustrato de adhesion sobre la cinética de ATP de eritrocitos humanos
expuestos a MST7.

A: Efecto de la lisina y la poli-D-lisina. Eritrocitos no adheridos fueron incubados con L-lisina soluble
(67 mg/mL) (N=2, n=4) o con poli-D-lisina (0,01 mg/mL) (N=2, n=4). Los ensayos con eritrocitos
adheridos se hicieron como en 1 A (N=5, n=11). La flecha indica agregado de MST7 10 uM.

B: Efecto de diferentes adherentes. Los eritrocitos fueron adheridos a cubreobjetos tratados con poli-
D-lisina 0,001%, 5 pg laminina (N=2, n=4) o colageno (0,5 ug, 5 ug 0 50 pug;N=2, n=4; N=2, n=4; N=2,
n=4, respectivamente). La flecha indica agregado de MST7 10 puM.

Se indica en nimero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).

4.6.2 Efecto del hematocrito sobre la liberacion de ATP inducida por MST?7.

En reportes previos se demostré que la exposicion de los eritrocitos humanos a
MST7 induce salida de ATP [71,202]). Estos resultados fueron obtenidos por
mediciones off-ine de ATPe (ver seccion 2.5.1. Materiales y Métodos; [71]),

utilizando suspensiones de hematocritos relativamente altos (20-30 %).

Por otro lado, todas las cinéticas de ATPe analizadas hasta aqui fueron realizadas
utilizando una baja concentracién de células en relacién al volumen de ensayo, lo
que se aproxima a un hematocrito de 0,45-0,75%.

Surgid entonces la pregunta de por qué, en células adheridas, la exposicion a MST7
induce la salida de ATP a hematocritos altos [71] pero no a hematocritos bajos
(resultados de esta tesis).

Para comparar los resultados obtenidos por nuestro grupo con los reportados

previamente, se determind la concentracion de ATPe de eritrocitos humanos




expuestos a MST7 mediante luminometria off-line a tiempos fijjos y a distintos
hematocritos (Fig.42).

Se evalud la respuesta de los eritrocitos a los 10 minutos de la exposicion a MST7
(AATP31p) con hematocritos de 0,075 a 20 %. Los resultados muestran un aumento
del AATP; con el aumento del hematocrito, ya que a hematocritos 5% y 20 % las
concentraciones de ATPe aumentaron 4 y 17 veces el valor basal, respectivamente.
En el caso de los hematocritos en el rango de 0,75% y 0,05% no se observaron
cambios significativos en AATP1.
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Figura 42. Concentracién de ATPe en funcion del hematocrito para eritrocitos humanos
expuestos a MST7.

Los aumentos en la concentracién de ATPe dependiente de MST7 estan expresados como AATP1o,
es decir, la diferencia entre la concentracion de ATPea los 10 min luego del estimulo y la
concentraciéon de ATPe basal. Las células se mantuvieron en suspensién a los siguientes
hematocritos (en %) 0,075 — 0,75 — 1 — 5 — 10 y 20. Recuadro: detalle del grafico principal a bajos
hematocritos (0,075 — 5 %).

En 4.6.1y 4.6.2, habiamos observado que el MST7 solo induce la liberacion de ATP
cuando las células estan adheridas a un sustrato.

En base a esta observacion, se plante6 la posibilidad de que la adhesion pudiera
estar afectando o interactuando de alguna forma con el citoesqueleto.

Para testear esta hipotesis, se repitieron los experimentos cinéticas de ATPe con y

sin adhesion utilizando eritrocitos humanos provenientes de pacientes con



esferocitosis hereditaria (Fig. 43). Los eritrocitos de estos pacientes exhiben
deficiencias en los contenidos de una o mas proteinas del citoesqueleto, como
espectrina (o 0 B), anquirina o proteinas transmembrana como la banda 3.

Se sembraron 3 x 10° células en cubreobjetos pre-tratados o sin tratar con poli-D-
lisina 0,001%. Tanto en ausencia como en presencia de adhesion, la concentracion
de ATPe previo al estimulo permanecié estable a 0,20 + 0,04 y 0,42+ 0,09
pmoles/10° células, respectivamente. Luego de la exposicion a MST7, se observé un
aumento en la concentracion de ATPe en ambos casos. Cuando las células se
encuentran adheridas, el incremento de la concentracion de ATP es lento y alcanza
un valor de 2,74 + 0,33pmoles/10° células a los 20 min post estimulo; mientras que
cuando las células no estan adheridas, el aumento observado es mas rapido y
alcanza 0,95 + 0,43pmoles/10° células a los 20 min post estimulo. A diferencia de lo
observado con eritrocitos de dadores sanos, se observa salida de ATP en ausencia

de adhesion.
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Figura 43. Cinética de ATPe de eritrocitos expuestos a MST7, provenientes de pacientes con
esferocitosis hereditaria.

Los eritrocitos fueron adheridos a cubreobjetos tratados con poli-D-lisina (Cél adheridas; N=11, n=17)
o depositados sobre cubreobjetos sin ningln adherente (Cél sin adherir, N=8, n=11).La flecha indica
agregado de MST7 10 uM.

Se indica en nimero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).



4.6.3 Efecto del 3V en la liberacion de ATP inducida por MST7 en eritrocitos

humanos no adheridos.

Los experimentos de la Fig. 44 fueron diseflados para chequear si el MST7, cuando
es usado con 3V como co-estimulo, es capaz de inducir la salida de ATP en
ausencia de adhesion celular. El cocktail 3V fue previamente optimizado para inducir
un aumento agudo en la salida de ATP dependiente de AMPc en eritrocitos
humanos [196]. Como se indicé en la seccién 3.4 del capitulo 3, a diferencia del
MST7, el efecto del 3V sobre la cinética de ATPe es independiente de la adhesion
(Fig. 44 Ay B).

Cuando células no adheridas fueron simultaneamente estimuladas con 3V y MST7,
se obtiene un fuerte y agudo aumento en la concentracion de ATPe, alcanzando 3,4
+ 0,6 pmoles/10° célulasa los 20 minutos de la exposicién, que permanece luego
constante (Fig. 44 A). Experimentos similares, en presencia de MST7 e
isoproterenol 10 uM o forskolina 30 uM (dos componentes de la mezcla 3V)
produjeron aumentos significativos pero mucho menores en la concentracion de

ATPe (Fig. 44 C).
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Figure 44. Efecto de 3V en la salida de ATP dependiente de MST7.

A:Cinética de ATPe de eritrocitos humanos no adheridos expuestos a 3V, MST7 y MST7+ 3V. Las
células se depositaron en la superficie de cubreobjetos sin tratar con ningln adherente (Cél no
adheridas) y expuestas luego a 3V, MST710 uM o MST710 uM + 3V. La flecha indica la exposicién al
estimulo.

B:Cinética de ATPe de eritrocitos humanos adheridos expuestos a 3V y MST7. Las células fueron
adheridas a cubreobjetos pre tratados con poli-D-lisina 0,001% (Cél adheridas) y expuestas a 3V 0 10
MM MSTY7. La flecha indica exposicién al estimulo.

C:Liberacion de ATPe inducida por diferentes estimulos. Células adheridas fueron expuestas a
MST7. Células no adheridas fueron expuestas a MST7 en presencia de 3V, 10 uM isoproterenol
(Isop) o 30 uM forskolina (FSK). A modo comparativo se muestran los resultados bajo estimulacién
con 3V. Los aumentos en la concentracién de ATPe estan expresados como AATP,,, es decir, la
diferencia entre la concentracién de ATPe a los 20 min luego del estimulo y la concentracién de ATPe

basal.Los resultados estan expresados como media + ES. (***, p<0.001 y ns: no significativo versus
células adheridas expuestas a MST7).



4.6.4 Otros modelos celulares.

Las consecuencias de la adhesion fueron también testeadas en otros dos modelos

celulares, eritrocitos de perro y de Xenopus.

Como se indico en 4.3, la liberacion de ATP en eritrocitos de perro esta desacoplada
a cambios en la concentracion de AMPc, por lo que este modelo celular permitié
estudiar posibles efectos del MST7 no asociados a cambios en la concentracion de
AMPc.

En forma similar a lo observado en eritrocitos humanos, la exposicion de los
eritrocitos de perro a MST7 no produjo efecto en células no adheridas, mientras que
en ceélulas adheridas se observdé un aumento agudo de la concentracion de ATPe

hasta 1,87 + 0,75 pmol/10° células a los 20 min luego del estimulo (Fig.45 A).

Para evaluar si el efecto de la adhesion sobre la salida de ATP es generalizable a
eritrocitos de vertebrados no mamiferos, se utilizaron eritrocitos de Xenopus.

Bajo exposicion a MST7, se observo un aumento en la concentracion de ATPe, tanto
en presencia como en ausencia de adhesion (Fig. 45 B). Con células no adheridas,
la cinética de ATPe fue rapida y alcanzé un valor de 13 + 1,1 pmol/10° células a los
20 min luego del estimulo (recuadro Fig. 45 B); por otro lado, con células adheridas,
la concentracion de ATPe siguidé una cinética distinta, hasta un valor de 230 + 60

pmol/10° células.
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Figure 45.Efecto de la adhesién en la cinética de ATPe de eritrocitos de perro y Xenopus
expuestos a MST7.

A: Cinética de ATPe de eritrocitos de perro. Las células fueron adheridas a cubreobjetos pre-tratados
con poli-D-lisina 0,001% (Cél adheridas; N=, n=) o depositadas en la superficie de cubreobjetos sin
tratar con ninguin adherente (Cél sin adherir; N=, n=).La flecha indica exposicion al estimulo.

B: Cinética de ATPe de eritrocitos de Xenopus. Las células fueron adheridas a cubreobjetos pre-
tratados con poli-D-lisina 0,001% (Cél adheridas; N=, n=) o depositadas en la superficie de
cubreobjetos sin tratar con ningun adherente (Cél sin adherir; N=, n=). La flecha indica exposicién al

estimulo. Recuadro: Detalle del grafico principal mostrando la cinética de ATPe de eritrocitos no
adheridos, a bajos valores de ATPe.

4.6.5 Efecto del volumen celular sobre la cinética de ATPe de eritrocitos humanos

expuestos a MST7.

El aumento del volumen celular induce salida de ATP en la mayoria de los tipos
celulares [133]. De acuerdo a esta idea, la exposicion de eritrocitos humanos a un
medio hiposmatico produjo aumentos simultdneos del volumen celular (Vr) y de la

concentracion de ATPe (Fig. 46).
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Figura 46.Efecto del medio hiposmotico sobre las cinéticas de volumen celular y ATPe de
eritrocitos humanos.

A: Volumen relativo (Vr) en funcién del tiempo. Las células fueron cargadas con BCECF durante 1 h a
temperatura ambiente y luego de 3 lavados con medio isosmético (300 mosM), 400 uL de la
suspension celular se sembraron en cubreobjetos pre-tratados con poli-D-lisina 0,001%. Luego fueron
incubadas durante 20 min en un medio isosmético (300 mosM), para luego ser expuestas a un medio
hiposmético (270 mosM). Las calibraciones se realizaron al final de cada experimento exponiendo
secuencialmente a las células a medios de ensayo con las siguientes osmolaridades (en mosM) 300,
285, 260 and 245. Los resultados estan expresados como media = ES de 20-30 células (N=5).

B: Cinética de ATPe. Las células fueron adheridas a cubreobjetos tratados con poli-D-lisina 0,001%
en medio isosmotico (298 mosM) y luego fueron expuestas un medio hiposmético (e; 270 mOsM) o
isosmatico (o).

Por lo tanto se investigd la posibilidad de que parte del efecto del MST7 sobre la
cinética de ATPe fuera mediado por cambios del volumen celular.

Cuando las células son expuestas a MST7 en un medio isosmoético (RBC-2), las
células no adheridas no cambian su volumen (Fig. 47 A), mientras que las células
adheridas aumentan su volumen de forma aguda, llegando a un volumen relativo
(Vr) de 1,10 £ 0,01 (10 % de aumento de Vr,Fig. 47 B). La variacion de Vr en el
tiempo pudo ser descripta por la suma dos funciones exponenciales de tiempo

crecientes: una fase rapida que abarca alrededor del 50% del total del cambio de

volumen y una fase lenta.
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Figura 47.Efecto del volumen celular sobre la cinética de ATPe.

A:Cinética de Volumen relativo (Vr, estimado como unidades de fluorescencia relativa) de eritrocitos
no adheridos. Las células fueron cargadas con BCECF durante 1 h a temperatura ambiente y luego
de 3 lavados con medio isosmético (300 mosM), 400 uL de la suspensién celular fue depositada
sobre cubreobjetos sin tratar con ningin adherente. Se registré la fluorescencia basal y luego de 10
min las células fueron expuestas a MST7 en medio isosmoético. Los resultados estan expresados
como media + ESde 30-40 células (N=8).

B:Cinética de Vr. de eritrocitos adheridos. Las células fueron preparadas como se indicé en 14 A.
Posteriormente las células fueron incubadas en medio isosmético (300 mosM) y luego de 20 min
fueron expuestas a MST7 disuelto en medio isosmético (e, 300 mosM) o en medio hiperosmético (o;
345 mosM). Las calibraciones se realizaron al final de cada experimento exponiendo secuencialmente
a las células a medios de ensayo con las siguientes osmolaridades (en mosM) 300, 312, 325y 340.
Los resultados estan expresados como media = ES de 20-30 células (N=8) para el medio isosmaético
y 30-40 células (N=4) para el medio hiperosmético.

C:Cinética de ATPe. Las células fueron adheridas a cubreobjetos tratados con poli-D-lisina 0,001% y
estimuladas con MST7 10 mM en medio isosmético (298 mosM, MST7) o en medio hiperosmético
(345 mosM, MST7 Hiper). La flecha indica exposicién al estimulo.

En todos los casos, la flecha indica exposicién al estimulo. Se indica en nimero de determinaciones
(n) de preparaciones independientes (N).

Seguidamente, se disefid un experimento para evaluar los efectos del MST7 en
ausencia de cambios de volumen. Para ello las células fueron expuestas a MST7 en
un medio ligeramente hiperosmotico (345 mosM) para bloquear completamente el

aumento del volumen celular (Fig. 47 B). Bajo estas condiciones la acumulacion de



ATPe sensible a MST7 se redujo un ~50 % con respecto a la observada con MST7

en medio isosmotico(Fig. 47 C).

4.7Modelado de la cinética de ATPe de eritrocitos expuestos a MST7.

Los resultados de las Figs. 39 y 47 muestran que en eritrocitos humanos el MST7
induce un ligero aumento del volumen celular y una acumulacion no lineal de ATPe.
Al mismo tiempo estas células presentan actividad ecto-ATPasa en un amplio rango
nanomolar de concentraciones de ATP. A continuacion construimos un modelo
matematico basado en los datos experimentales para evaluar en qué medida estos
procesos (cambio de volumen, actividad ecto-ATPasa) controlan la cinética ATPe y

para predecir la cinética del transporte transmembrana que media la salida de ATP.

4.7.1 Flujos que median la salida de ATP.

La exposicidn de eritrocitos humanos a CBX 10 uM indujo una inhibicion parcial de la
cinética de ATPe (Fig. 34). Esto fue interpretado en el modelo mediante un flujo de
liberacion de ATP (Jr) que requiere dos vias de salida (subflujos Jr1 y Jr2), cON un
subflujo (Jr1) que es totalmente bloqueado por CBX (Fig. 48 A).

El modelo ajustado a los datos experimentales permitié simular la cinética de ATPe
en ausencia y en presencia de CBX con razonable exactitud, y predecir los

correspondientes subflujos que median el transporte de ATP (Fig. 48).
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Figura 48. Ajuste del modelo a las cinéticas experimentales de ATPe en presencia de MST7.
Predicciones sobre los flujos de ATP.

A: El modelo fue ajustado a las cinéticas de ATPe inducidas por MST7 en ausencia (lineas rojas) o
en presencia de carbenoxolona (CBX, lineas verdes). Las lineas discontinuas representan el ajuste
de un modelo donde se consideraron dos subflujos de ATP totalmente independientes, mientras que
las lineas continuas representan el ajuste de un modelo que considera cierto grado de interaccion
entre ambos flujos. Recuadro: detalle del gréafico principal de 20 a 22 minutos.

B: Luego de haber obtenido el mejor ajuste del modelo a los datos experimentales (lineas continuas
en A), el modelo predijo el flujo total de ATPe inducido por MST7 (Jg MST7, en nM/min) y los flujos
parciales (subflujos) que son sensible a CBX (Jgr;) 0 resistente a CBX (Jr.). El recuadro muestra un
detalle de los valores mas bajos de Jg.

Luego de la estimulacién con MST7, Jz mostré un incremento agudo de 1,5 x 10*
veces el valor inicial, de 0,044 a 668 nM/min en menos de 1 segundo, seguido por
una lenta disminucion no lineal a un valor constante de 1,3 nM/min. Jg; mostré una
alta amplitud inicial seguida por una disminucion aguda.

Por otro lado Jgrz, que actia como la Unica via de salida en presencia de CBX,
presentd una cinética diferente. Este flujo aumenté de manera aguda a un maximo de
s6lo el 18% del Jg total. Sin embargo, dado que la velocidad de decaimiento fue lenta
(comparado con Jgy), luego de 40 segundos Jg, fue mayor que Jgri (ver recuadro en
Fig. 48 B). En consecuencia, a partir de los 40 segundos Jgr, se vuelve el principal
subflujo que controla la salida de ATP, lo que explica la fase lenta y continua de

aumento en la concentracién de ATPe observada en la Fig. 32 A.

Grado de independencia de las vias de salida de ATP.



El ajuste modelo dependiente se aplicd con la restriccion de que los modelos
ajustados debian ajustar simultaneamente los perfiles de acumulacion de ATPe en
presencia y ausencia de CBX. Esto permitio evaluar la independencia de las vias de
salida de ATP.

Al considerar un modelo de dos vias (Jr1 Y Jr2 de la Ec. 12, seccidn 2.13, Materiales
y Métodos), donde la CBX bloquea completamente la activacion de Jg, la suposicion
de vias independientes lleva a un ajuste sesgado (lineas interrumpidas en la Fig. 48
A). De acuerdo con el criterio de Akaike [194], se obtiene un ajuste mejor del modelo
a los datos al suponer un cierto grado de interaccion entre ambas vias de salida de
ATP (lineas continuas en el inserto de la Fig. 48 A, seccién 4.7.1). Es decir, se
consider6 que la CBX no solo bloqued la activacion de Jgri, Sino que también inhibid
en cierto grado Jgr, (en términos del modelo, altero los valores de los parametros kz, y

ps2 de la Ec. 8 y 14, seccién 2.13, Materiales y Métodos).

4.7.2 Actividad ecto-ATPasa.

Los datos de la Fig. 39 muestran que la actividad ecto-ATPasa de eritrocitos
humanos es muy baja. Dado que el modelo matematico, al simular la cinética de
ATPe, utiliza los datos experimentales de la curva de sustrato para la actividad ecto-
ATPasa, era de esperar que el efecto de ésta sobre la cinética de ATPe simulada por
el modelo fuera pequefia, o despreciable.

De acuerdo con esta idea, se compar6 la curva de mejor ajuste de la cinética de
ATPe (que tiene en cuenta la actividad ecto-ATPasa medida, Fig. 48 A) con una
prediccién de la cinética de ATPe (utilizando los mismos valores de mejor ajuste de
los pardmetros) suponiendo bloqueo total de la actividad ecto-ATPasa. Como se

observa en Fig. 49, las diferencias entre las dos curvas fueron muy pequefias.



Por el contrario, cuando se realiza una prediccion de la cinética de ATPe utilizando
una actividad ecto-ATPasa >40 veces superior a la medida experimentalmente (como
se observa en la mayoria de los tipos celulares, [207], la cinética de ATPe predicha
muestra un comportamiento cinético distinto, con un aumento rapido de la
concentracion de ATPe, seguido de un lento decaimiento exponencial (Fig. 49).

Esto refleja que, en las condiciones experimentales, la actividad ecto-ATPasa casi no

tiene efecto en la cinética de ATPe de eritrocitos humanos.
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Figura 49. Prediccion del rol de la actividad ecto-ATPasa en la cinética de ATPe.

La linea roja representa la curva de mejor ajuste del modelo a los datos experimentales (tomada de
Fig. 22 A). La linea rosa representa la prediccion de la cinética de ATPe suponiendo bloqueo total de
actividad ecto-ATPasa (Jv). La linea azul representa la cinética de ATPe predicha suponiendo una
actividad ecto-ATPasa 43-veces mayor que la obtenida experimentalmente.

4.7.3. Volumen celular.

Los resultados experimentales mostraron que en medio isosmotico el MST7 induce
un aumento del volumen celular y salida de ATP. La acumulacion de ATPe
resultante fue fuertemente disminuida cuando las células fueron tratadas con MST7
en medio hiperosmético, donde se bloquearon los cambios en el volumen celular
(Fig. 15 D). Tras el ajuste del modelo a estos datos, se pudieron predecir los flujos
en ambas condiciones experimentales (es decir, MST7 en medios isosmoético e

hiperosmoético). En comparacion con MST7 en un medio isosmotico, en un medio



hiperosmotico el pico inicial de flujo de ATP disminuy6 un 70%, mientras que la fase
de caida se mantuvo casi intacta (Fig. 50 A 'y B).

En principio, el cambio de Vr podria afectar la cinética de ATPe debido a dos
factores: por un lado, teniendo en cuenta que el MST7 no afecto el contenido de
ATPi (seccion 4.1), el aumento de Vr —inducido por MST7- podria inducir una
disminuciéon de la concentracion de ATP intracelular (ATPi). Como se recordara de
4.1, el ATPi es la principal fuerza impulsora de la salida de ATP. Alternativamente, el
cambio de Vr podria afectar la permeabilidad al ATP.

Sin embargo, cuando se permiti0 en el modelo que la concentracion de ATPI
disminuyera como funcién del aumento de volumen celular, los efectos predichos
sobre la cinética de ATPe fueron pequeios (Fig. 50 C). Estos resultados sugieren
que el aumento del volumen celular dependiente de MST7 no afecto la cinética de
ATP a través de un cambio en la concentracion de ATPi, sino probablemente a
través de un cambio en la permeabilidad al ATP (Ecuacion 3 y Tabla 5, seccion

2.13.3, Materiales y Métodos).
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Figura 50. Ajuste del modelo a las cinéticas de ATPe experimentales de eritrocitos humanos
expuestos a MST7 en medio isosmético e hiperosmético y predicciones de los flujos
correspondientes.
A: Los datos experimentales (tomados de Fig. 15 D) muestran las cinéticas de ATPe de células
expuestas a MST7 en medio isosmético (MST7) y en medio hiperosmético (MST7+ Hiper). Luego se
ajusté el modelo a ambas situaciones experimentales. Las lineas representan el resultado del mejor
ajuste.
B:El ajuste del modelo a los datos experimentales permitié calcular los flujos de salida de ATP
correspondientes a la exposicion de las células a MST7 en medio isosmético (linea roja, Jg MST7) y
en medio hiperosmético (linea verde, Js MST7 + Hiper). El recuadro muestra los primeros minutos
post-estimulo del grafico principal.
C: Efecto de ATPi sobre la cinética de ATPe. La linea roja representa el mejor ajuste del modelo a la
cinética de ATPe (tomado de A). La linea azul representa una prediccién donde se permite que la
variacion de volumen afecte la concentracion de ATPI, y por lo tanto en el flujo de ATP, por lo que se
afecta la cinética de ATPe. Esto se hizo teniendo en cuenta los cambios de volumen celular
experimentales causados por el MST7 (Fig. 15 A) y usando la Ecuacion 22 (seccion 2.13.6,
Materiales y Métodos) que considera el efecto cambio de volumen en el flujo de ATP.

4.8Papel de los receptores P en la cinética de ATPe.

Dado que en eritrocitos humanos se ha descripto la presencia de receptores P2Y y
P2X funcionales, en esta seccidn se evalud la participacion de estos receptores en la

cinética de ATPe inducida por MST7.



ATPe

4.8.1 Receptor P2Y 3.

El eritrocito humano exhibe receptores P2Y 13 funcionales con alta afinidad por ADP.
Por lo tanto, evaluamos si la activacion del receptor P2Y13, que induce disminucién
de la concentracién de AMPc, es capaz de afectar la liberacion de ATP.

Se determiné la cinética de ATPe dependiente de MST7 de eritrocitos humanos
previamente incubados con 2-MeSADP, un potente agonista de ADP. En la Fig.51

se muestra la cinética de ATPe en ausencia y en presencia de 2-MeSADP 1 uM.
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Figura 51.Efecto de la activacion del receptor P2Y,; sobre la cinética de ATPe de eritrocitos
humanos expuestos a MST7.

A: Cinética de ATPe de células pre-incubadas con 2-MeSADP. Previo a la exposicion a MST7, las
células fueron adheridas a cubreobjetos tratados con poli-D-lisina 0,001% y pre-incubadas durante 10
min con 2-MeSADP 1 uM (N=3, n=4) 0 2-MeSADP+MRS2211 (N=3, n=4).La flecha punteada indica el
agregado de los bloqueantes y la flecha continua indica exposicién a MST7 10 uM.

B:Aumento de la concentracién de ATPe dependiente de MST7 en presencia 0 ausencia 2-MeSADP
+ MRS2211, calculada de los datos de A. Los valores estan expresados como AATP,, es decir, la
diferencia entre la concentracién de ATPe a los 20 min luego del estimulo y la concentracién de ATPe
basal. Los resultados estan expresados como media + ES. (***, p<0.001; ns, no significativorespecto
al Control, MST7 solo; #, p<0,05, respecto a 2-MeSADP+MRS2211).

Se indica en nimero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).

En ausencia de 2-MeSADP la cinética de ATPe exhibi6 una fase rapida de
incremento, seguido de una fase mas lenta (Fig. 32 A y 51A). Al pre-incubar las

células durante 10 minutos con 2-MeSADP 1 uM se observlé una fase rapida de



aumento similar a la curva control (MST7 en ausencia de 2-MeSADP), seguido de
inhibicion completa de la fase lenta (Fig. 51 A); consecuentemente, el AATP,, se
redujo41% (Fig. 51 B).

Cuando las células fueron pre-incubadas con MRS2211 10 uM, antagonista del
receptor P2Yi3, el efecto del 2-MeSADP sobre la cinética de ATPe fue
completamente bloqueado durante los primeros 5 minutos post- estimulo, mientras
que la fase lenta de aumento en la curva control no fue observada (Fig. 51A). Esto
indica que MRS2211 sélo pudo bloquear el efecto inhibitorio de 2-MeSADP sobre la
fase rapida de la respuesta. Aun asi, cuando se analizan los cambios en el ATPe
durante 20 min de estimulo, el valor de AATP,, con MST7 no es significativamente

distinto a aquel observado en presencia de MST7 + 2-MeSADP + MRS2211.

4.8.2Receptor P2X.

Se sabe que los eritrocitos exhiben receptores P2X, y P2X; funcionales. Sin
embargo, a las concentraciones de ATPe ensayadas, el receptor P2X; no se activa.
Las células fueron expuestas a MST7 en ausencia y en presencia de diferentes
bloqueantes de receptores P2X. Se utilizaron suramina y PPADS como bloqueantes
geneéricos de receptores P2X y NF110 para bloquear P2Xs.
La pre-incubacion con NF110 10 uM, PPADS 100 uM o suramina 100 uM llevé a un
40-50% de inhibicién de la salida de ATPe (Fig. 52 A y B). No se observaron
diferencias significativas entre los bloqueantes utilizados.
Los resultados obtenidos indicarian que el ATPe liberado luego de la exposicion a
MST7 seria capaz de activar receptores P2X, desencadenando eventos de

sefalizacion intracelular que llevan a un aumento de la salida de ATP.
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Figura 52.Efecto de la inhibicién de receptores P2X sobre la cinética de ATPe de eritrocitos
humanos expuestos a MST7.

A: Cinética de ATPe de células pre-incubadas con antagonistas de receptores P2X. Previo a la
exposicion a MST7, las células fueron adheridas a cubreobjetos tratados con poli-D-lisina 0,001% y
pre-incubadas durante 10 min con NF110 10 uM (N=3, n=5), PPADS 100 uM (N=5, n=6) o suramina

100 uM (N=5, n=6). La flecha punteada indica el agregado de los bloqueantes y la flecha continua
indica exposicion a MST7 10 uM.

B:Aumento de la concentracién de ATPedependiente de MST7 en presencia o ausencia de diferentes
blogueantes, calculada de los datos de A. Los valores estan expresados como AATP,, es decir, la
diferencia entre la concentracién de ATPe a los 20 min luego del estimulo y la concentracién de ATPe
basal. Los resultados estan expresados como media + ES. (*, p<0,05; **, p<0.01; no
significativorespecto MST7 solo).

Se indica en nimero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N)

4.9Interaccion dinamica entre volumen celular y ATPe.

Hasta aqui no se habia analizado el mecanismo que media el aumento del volumen

celular observado en los eritrocitos expuestos a MST7.

Se planted la hipotesis de que el aumento de volumen dependiente de MST7 (Fig.

47) era inducido por entrada neta de sodio a la célula.

Entonces, se estudid la cinética de volumen de eritrocitos expuestos a MST7 en
distintas condiciones. Por un lado se utiliz6 RBC-2 (medio estandar) conteniendo
amilorida, un inhibidor del transporte de sodio a través de canales vy
transportadores[208-209].Por otro lado, se utiliz6 un medio libre de sodio, es decir,

medio RBC-2 en el cual se reemplaz6 el sodio por colina, y finalmente, en



experimentos con RBC-2 se determind el contenido de sodio intracelular en ausencia
y en presencia de MST7.

Por dltimo, dado que los experimentos de la Fig.52 utilizando NF110 sugieren la
participacion de P2X, en la regulacion de ATPe, y que este receptor es capaz de
activar la entrada de sodio, también se evaluo el efecto de NF110.

En la Fig. 53 A se muestra la cinética de volumen de eritrocitos expuestos a MST7 en
medio estandar con y sin amilorida, y en un medio sin sodio.

En medio estandar se observo un aumento agudo de Vr hasta 1,10 = 0,01, valor en
que el volumen permanecio estable. Sin embargo, en medio sin sodio o en medio
estandar conteniendo amilorida, este aumento de Vr se redujo en un 90% con
respecto a la condicién control (Fig. 53A y B). Esta reduccion de Vr es ligeramente
menor que el bloqueo completo de aumento de Vr observado cuando las células
fueron expuestas a MST7 en medio hiperosmoético (Fig. 47 C). El tratamiento con
NF110 redujo un 85 % el aumento de Vr inducido por MST7 (Fig. 53 B).

En la Fig. 53 C se observa que el contenido relativo de sodio intracelular (Na*)
aumento alrededor de un 80% luego de la exposicion a MST7, lo que termina de

confirmar la participacion de esta cation en la variacion de volumen observada.
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Figura 53. Efecto del sodio sobre la cinética de Vr y de ATP de eritrocitos humanos expuestos
a MST7.

A:Cinética de Vr. Las células fueron cargadas con BCECF durante 1 h a temperatura ambiente.
Luego de 3 lavados con medio isosmético (300 mosM) se sembraron 400 uL de la suspension celular
en cubreobjetos pre-tratados con poli-D-lisina 0,001%. Las células fueron incubadas durante 10 min
en un medio isosmotico (300 mosM), para luego ser expuestas durante 10 minutos a un medio
isosmotico sin sodio (con cloruro de colina) o a medio isosmético conteniendo Amilorida 100uM. Para
evitar la superposicion de curvas no se muestra lascinéticas en medios con NF110 o en medio
hiperosmotico. Sin embargo su variacion final a los 20 min post estimulo se informan en B. Las
calibraciones se realizaron al final de cada experimento. Los resultados estan expresados como
media = ES de 20-30 células (Amilorida, N=3; Colina, N=3). La flecha punteada indica inicio del
tratamiento y la flecha continua indica exposicion al estimulo

B:Variacién de Vr. Los resultados estan expresados como Vryg, es decir el Vr a los 20 min luego del
estimulo. Las barras grises representan los valores de Vrycalculados a partir de A. Ademas se
muestran los valores de Vr,, obtenidos en presencia de medio hiperosmaético + MST7 (barra blanca) o
medio isosmatico + NF110 + MST7. Los resultados son media + ES. (*** p<0.001 respecto al control,
es decir, el Vry observado frente a MST7 en medio isosmatico).

C:Variacion del contenido relativo de sodio intracelular (Na',). Las células fueron adheridas a
cubreobjetos pre-tratados con poli-D-lisina 0,001% y expuestas a RBC-2 en ausencia (basal) o en
presencia de MST7 durante 2 o 5 minutos. Luego se lisaron las células con TCA 20% y se determind
el contenido de sodio del sobrenadante. Los resultados estan expresados como cociente respecto al
contenido de sodio basal y son valores promedio+ ES (**, p<0.01 respecto al control. N=1, n=6)

Se indica en nimero de determinaciones independientes (N).



Los resultados de la Fig. 53 B muestran que P2X activa el aumento de Vr. Dado que
P2X debe ser activado por su ligando natural (ATPe), entonces una reduccion en la
concentracion de ATPe deberia producir una inhibicién del aumento de Vr.

Entonces, se determind la cinética de Vr de eritrocitos expuestos a MST7 en
presencia de CBX o PBC 10 uM (bloqueantes de la salida de ATP mediada por
panexina 1) o de apirasa (enzima exdgena que, en exceso, actia como removedor
de ATPe). El blogueo parcial de la salida de ATP (CBX o PBC) o su remocién del

medio extracelular (apirasa) indujo una disminucion del50-55% del aumento de Vr

inducido por MST7 (Fig. 54).
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Figura 54. Efecto del ATPe sobre la cinética de Vr de eritrocitos humanos expuestos a MSTY7.
A:Cinética de Vr. Las células fueron cargadas con BCECF durante 1 h a temperatura ambiente.
Luego de 3 lavados con medio isosmotico (300 mosM) se sembraron 400 pL de la suspension celular
en cubreobjetos pre-tratados con poli-D-lisina 0,001%. Las células fueron incubadas durante 10 min
en un medio isosmotico (300 mosM), para luego ser expuestas durante 10 minutos a un medio
isosmatico con CBX o PBC 10 uM (blogueantes de la salida de ATP por panexina 1) o con apirasa 10
U/mL (removedor de ATPe, Apy). Las calibraciones se realizaron al final de cada experimento. Los
resultados estan expresados como media + ES de 20-30 células (CBX, N=4; PBC, N=3; Apy, N=3).
La flecha punteada indica inicio del tratamiento y la flecha continua indica exposicién al estimulo
B:Variacién de Vr calculado de los datos de A. Los resultados estan expresados como Vr,, es decir,
el Vr a los 20 min luego del estimulo. Los resultados son media + ES. (*** p<0.001 respecto al control,
es decir, el Vryy observado frente a MST7 en medio isosmético).

Se indica en nimero de determinaciones independientes (N).

Seguidamente, nos propusimos evaluar si el componente de la salida de ATP via

panexina 1 coincidia con el componente de la salida de ATP que era sensible al



aumento de Vr. Es decir, si sélo la salida de ATP sensible a panexina 1 fuera sensible

a Vr, entonces en medios hiperosméticos (donde Vr no cambia), el CBX no deberia

tener efecto sobre la cinética de ATPe.
En base a esta idea, se incubaron 3 x 10° células en un medio isosmético y, luego de
10 min, el medio fue reemplazado por un medio hiperosmaotico 345 mosM

contendiendo CBX 10 uM. Posteriormente, las células se expusieron a MST7 (Fig.

55).
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Figura 55. Efecto del bloqueo de panexina 1 sobre la cinética de ATPe en medio hiperosmético.
A:Cinética de ATPe de células expuestas a MST7 en medio hiperosmético en ausencia o en presencia
de carbenoxolona. Previo a la exposicion a MST7, las células fueron adheridas a cubreobjetos tratados
con poli-D-lisina 0,001% y se determind el ATPe basal durante 10 min en medio isosmatico. Luego el
medio fue reemplazado por un medio hiperosmético (345 mosM) sin CBX (MST7 hiper; tomado de Fig.
15 D) o con CBX 10 uM (MST7 + CBX hiper; N=4, n=7). La flecha punteada indica el cambio de medio
y/o el agregado de CBX y la flecha continua indica exposicién a MST7.

B:Aumento de la concentracion de ATPe dependiente de MST7 en medios iso o hiperosmético, y en
ausencia y presencia de CBX, calculado de los datos de A. Los valores estan expresados como
AATP,, es decir, la diferencia entre la concentracién de ATPe a los 20 min luego del estimulo y la
concentracién de ATPe basal. Los resultados estan expresados como media + ES.).

En la Fig. 55 se observa que, en presencia de medio hiperosmético + MST7, las
cinéticas de ATPe son similares en ausencia y en presencia de CBX. Con ambos

tratamientos la salida de ATP se bloqued en un 50-60%, no observandose diferencias

significativas entre ambos (Fig. 55 B).



Validacion del aumento de Vr inducido por MST7 mediante la técnica del

hematocrito.

Todos los experimentos de esta seccion fueron realizados con células adheridas y
un hematocrito muy bajo (0,75%). Nos propusimos evaluar si el efecto del MST7
sobre el volumen también ocurre en una condicion mas fisioldgica, como en
suspensiones celulares a altos hematocritos. El experimento cobra relevancia
teniendo en cuenta que en esta condicion experimental observamos salida de ATP
dependiente de MST7, aun cuando las células no estén adheridas (Fig. 42).
Ademas, al estimar volumen por hematocrito, podriamos ratificar (o0 rectificar) un
resultado obtenido con una técnica independiente. La Unica diferencia es que, a
hematocritos altos, la actividad ecto-ATPasa puede inhibir parcialmente la
acumulacion de ATPe, razon por la cual una serie de experimentos fue realizado con
POM-1, un inhibidor de ecto-nucleotidasas.

Entonces, suspensiones celulares de hematocrito 20% se incubaron con RBC-2 o
MST7 durante 2 minutos y luego se midié el Vr mediante la determinacion del
hematocrito (ver seccion 2.8.1 Materiales y Métodos). En la Fig. 56 se muestra que
la exposicion a MST7 indujo un incremento de 5 + 0,2 %. Cuando el experimento se
repitid pre-incubando las células con POM-1 la exposicion a MST7 produjo un
aumento de 8 + 0,2 %. Se observa un incremento mayor de Vr que, si bien no es
significativamente diferente al obtenido sin POM-1, marca una tendencia hacia el

aumento del Vr.
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Figura 56: Efecto del MST7 sobre el volumen celular de eritrocitos humanos no adheridos.
Suspensiones celulares de hematocrito 20 % fueron expuestas a RBC-2 (Ctrol) o MST7 10 uM, en
presencia o ausencia de POM-1 100 uM. Luego de 2 min de exposicién al estimulo, se determinaron
los hematocritos. Los resultados se expresan como media + ES (N=5, n=46) (***, p<0,001; **, p<0,05
respecto a su control; &: no significativo).

Se indica en nimero de determinaciones (n) de preparaciones independientes (N).



Discusion



Introduccion.

En ausencia de estimulo los eritrocitos humanos exhiben un estado estacionario
donde la concentracion de ATPe se mantiene constante en el tiempo. Este estado
estacionario depende principalmente del balance dinamico entre dos procesos: la
salida de ATP de las células, que aumenta la concentracion de ATPe, y la velocidad
de hidrdlisis de ATPe, que disminuye su concentracion. En consecuencia, cualquier
factor que modifigue o controle directa o indirectamente alguno de estos dos
procesos puede, en principio, alterar el curso temporal de la concentracion de ATPe,
es decir, su cinética.

En la presente tesis se analizaron los factores que controlan la cinética de ATPe de
eritrocitos humanos, cuando estas célulasfueron expuestas a dos estimulos
inductores de la salida de ATP: un cocktailB-adrenérgico denominado 3V y el péptido
MST?7.

Ademas de un analisis cuantitativo de la cinética de ATPe, evaluamos también
potenciales moduladores de la liberacién de ATP como Ca®'i, AMPc, adhesi6n

celular y volumen celular.

Con anterioridad al trabajo desarrollado en esta tesis, se pensaba que 3V y MST7
actuaban de manera parecida, activando proteinas G triméricasque llevan a la
sintesis de AMPg¢, y posterior sefializacion intracelular que llevaba a la salida de ATP
[141,154]. Sin embargo, los resultados de esta tesis muestran un sistema mas
complejo, donde aparecen otros moduladores de la salida de ATP, algunos de los
cuales interactian con el ATPe y los receptores P y participan de bucles de

retroalimentacion. Veremos que la naturaleza de los estimulos utilizados (3V y



MST7) es suficientemente distinta como para explicitar distintas caracteristicas de la

regulacion de ATPe.

Si bien los resultados experimentales se enmarcan exclusivamente en el nivel de
organizacion celular, y los estimulos utilizados son farmacolédgicos, se discuten las
implicancias de los hallazgos en un contexto sistémico in vivo, donde el organismo

como un todo debe responder a estimulos fisioldgicos.

5.1 Actividad ecto-ATPasa.

Asi como la salida de ATP aumenta la concentracion de ATPe, la actividad ecto-
ATPasa, mediada por a una o varias ecto-nucleotidasas, limita la acumulacién del
nucledtido en el medio extracelular. Utilizando eritrocitos enteros y viables los
resultados muestran que la actividad ecto-ATPasa es funcional en un amplio rango
de concentraciones nanomolares (Fig. 39), que es precisamente el rango de
concentraciones esperablesin vivo. En consecuencia, en principio uno podria
esperar que al aumentar la concentracion de ATPe, una mayor actividad ecto-
ATPasa compensaria estos cambios(siguiendo su curva de sustrato). Sin embargo,
la magnitud de la actividad ecto-ATPasa medida fue muy baja, lo cual es una
caracteristica comun en eritrocitos de mamiferos, como se pudo verificar al ensayar
la actividad ecto-ATPasa en humanos, raton y perro (Fig. 31). Por el contrario, en
eritrocitos nucleados, como los de Xenopuslaevis, la actividad ecto-ATPasa es muy
superior, constituyendo un importante determinante de la cinética de ATPe ([207],
ver Fig. 31).

La baja actividad ecto-ATPasa de eritrocitos humanos tiene una serie de

consecuencias practicas y fisiolégicas que es conveniente discutir:



1) en nuestras condiciones experimentales los eritrocitos se hallan en hematocritos
muy bajos, ya que el volumen total de todos los eritrocitos ocupa menos del 1% del
volumen de ensayo. Luego de la aplicacion de un estimulo (3V o MST7), el flujo de
salida de ATP es al menos 3 ordenes mayor que la actividad ecto-ATPasa, con lo
cual la cinética de ATPe observada se debe casi exclusivamente a la salida de ATP.
2) ¢Puede in vivo una baja actividad ecto-ATPasa de eritrocitos ser importante para
afectar la tasa de hidrélisis de ATP intravascular? A pesar de que el flujo de salida
de ATP es muy superior a la actividad ecto-ATPasa, a hematocritos similares a la
condicion in vivo, la concentracién de eritrocitos es tan alta (ocupando ~40% del
volumen de sangre), que la actividad ecto-ATPasa total de estas células consumiria
un 5-6% de ATP plasmatico por minuto. Por lo tanto, a pesar de que en el lumen
vascular los ecto-nucleotidasas de leucocitos y células endoteliales, e incluso
exonucleotidasas del plasma exhiben cierto grado de actividad ATPasa [210-211], la
actividad ecto-ATPasa de eritrocitos contribuye de manera significativa a la hidrolisis
de ATP plasmatico, ya que la relativa baja actividad ecto-ATPasa especifica es
compensada por la alta abundancia de estas células. Hasta el momento la
contribucion de la actividad ecto-ATPasa de eritrocitos a la velocidad de hidrolisis del
ATP intravascular no ha sido tenida en cuenta en estudios de ecto-nucleotidasas
vasculares [80,211-213].

Por otro lado, existen indicios de que en situaciones patoldgicas la contribucion de la
actividad ecto-ATPasa de eritrocitos a la cinética de ATPe podria incrementarse. Por
ejemplo, en un estudio de nuestro grupo de trabajo, se observé que luego de la
infeccion de eritrocitos por P. falciparum, la actividad ecto-ATPasa se incremento

400 veces [214], mientras que el flujo de salida de ATP solo aumenta al doble.



Claramente en esta situacion la contribucion relativa de estos dos procesos a la
cinética de ATPe esta alterada como producto de la infeccion.

Mas adelante en la discusion, el modelado matemético (ver seccidén5.3.2.2) permitir
visualizar como el flujo de salida de ATP y la actividad ecto-ATPasa contribuyen a la
cinética de ATPe en las condiciones ensayadas. Ademas el modelo permitira

predecir distintas situaciones fisiologicas y patoldgicas como las mencionadas.

5.2 Salida de ATP dependiente de 3V.

Se ha postulado que el AMPc es el principal segundo mensajero que activa la salida
no litica de ATP de eritrocitos humanos [150]. Por eso disefiamos el cocktail 3V,
optimizando la dosis de cada uno de sus componentes para inducir un aumento
agudo Yy significativo de la concentracion de AMPCc.

Previo a la adicion de 3V, la concentracion de ATPe se mantuvo constante en 12,5
nM/10° células. A esa concentracién la salida de ATP puede calcularse a partir de la
actividad ecto-ATPasa, ya que la constancia de la concentracion de ATPe se explica
suponiendo que la velocidad de ambos procesos (velocidad de salida de ATPi y
velocidad de consumo de ATPe) es equivalente. Entonces, segun la curva de
sustrato (Fig. 39), la actividad ecto-ATPasa y por ende también el flujo de salida de
ATP en reposo es de 0,2 fmoles/10° células/min.

La exposicion de las células a 3V produjo un incremento rapido y agudo de la
concentracion de ATPe, que corresponde a una velocidad inicial de liberacion de
ATP de ~880 fmoles/10° células/min, seguida de una rapida inactivacion (Fig. 19).
Es interesante observar que, si bien se trata de un incremento en el flujo de salida

de 4400 veces su valor basal, la masa de ATP liberada es solo el 0,3 % de la



concentracion de ATPi, y en consecuencia no representa un gasto energético para la

célula.

5.2.1 Vias de salida.

La salida de ATPe fue completamente bloqueada por carbenoxolona (CBX), un
inhibidor de panexina 1 (Fig. 24) En varios tipos celulares esta proteina de
membrana formaria un canal no selectivo a moléculas de M, menor a 900 [197], con
lo cual podria transportar ATP (M, ~507) y ademas se expresa en altos niveles en
eritrocitos humanos [70]. Masrecientemente se observd que en eritrocitos humanos
tres inhibidores de panexina 1 bloquearon la salida de ATP inducida por hipoxia,
mientras que CBX fue capaz de bloquear parcialmente la salida de ATP inducida por
medios hiposmaticos [71].

En nuestro caso, el bloqueo total por CBX indicaria que, al menos frente al cocktalil
3V, los eritrocitos humanos exhiben una Unica via de transporte de ATP que es
mediada por panexina 1. El mismo resultado se obtiene utilizando eritrocitos
deXenopus(Fig. 26). Ademas, en eritrocitos de ratén knockout (KO) para panexina 1,
el 3V no induce salida de ATP vy, al igual que en humanos y Xenopus, CBX bloquea

el flujo de ATP de eritrocitos de ratones wild type (WT).

5.2.2 ATP superficial.

En la casi totalidad de los experimentos de esta tesis, la concentracién de ATPe fue
sensada con luciferasa soluble en un volumen de ensayo pequefio, donde la enzima
mide el ATP en una columna de medio de ensayo de 100 um de altura con respecto

al fondo de la camara, donde estan ubicadas las células(Fig. 9). Sin embargo, en



una unica serie de experimentos se utilizé la sonda ProAluc para sensar el ATP
directamente sobre la superficie celular (Fig. 10).

Entonces utilizando la sonda ProAluc, la cinéticade ATPe superficial mostré un
incremento agudo hasta un valor maximo, seguido de un decaimiento exponencial
lento (Fig. 30). La velocidad inicial de liberacion de ATP calculada fue de ~2,6
pmoles/10° células/min, valor 3 veces superior al obtenido con luciferasa soluble, y
en el orden del valor obtenido al utilizar la misma sonda en células de astrocitoma
humano [215].

La fase de decaimiento tiende a estabilizarse a una concentracion de ATPe que es
ligeramente mayor, pero aun asi similar, al maximo valor de ATPe obtenido con la
luciferasa soluble. Esta caida no lineal de la concentracion de ATPe no se puede
atribuir a la actividad ecto-ATPasa, que demostrO ser despreciable en las
condiciones experimentales (seccion 5.1). Por lo tanto, hipotetizamos que la caida
observada en la concentracion de ATPe superficial es debida a la difusion
extracelular del nucleotido, desde la superficie celular hacia zonas mas alejadas de

la célula.

En este contexto, la cinética de ATPe con ProAluc indicaria que, luego de la
exposicion al estimulo,el ATP se acumula de manera transiente sobre la superficie
celular, donde es capaz de interactuar de manera autécrina con receptores P y ecto-
nucleotidasas. Luego, la difusiéon extracelular reduce los niveles de ATPe hasta
valores observados con luciferasa soluble, que sensa el ambiente micrométrico (0 a

100 um) mas alejado de las células y da idea de la potencial funciénparacrina.



5.3 Salida de ATP dependiente de MST7.

La cinética de ATPe dependiente de MST7 muestra similitudes y diferencias con la
cinética de ATPe dependiente de 3V. Obviamente la fase pre-estimulo es similar: la
concentraciéon de ATPe es estable, con un eflujp de ATP de 0,2 fmoles/10°
células/min en equilibrio dinamico con una actividad ecto-ATPasa de similar
magnitud. La exposicion a MST7, de manera similar a 3V, produjo un incremento
rapido y agudo de la concentracion de ATPe, con velocidad inicial del flujo de ~2,03
pmoles/10° células/min, seguido de una inactivacion gradual. Si bien, a iguales
tiempos post-estimulo, los valores de concentracion de ATPe alcanzado son
mayores con MST7 que con 3V, aun asirepresentan menos del 1,7 % de la
concentracion de ATPI, por lo tanto no constituyen un gran gasto energético para la
célula.

Como veremos a continuacion, la cinética de ATPe dependiente de MST7 es mas
compleja que en el caso de 3V, lo que justifica un estudio mas extenso de los
moduladores de la salida de ATP, y el uso de modelado matematico (ver seccion

5.3.2.2 més adelante).

5.3.1 Moduladores de la salida de ATP dependiente de MST7.

5.3.1.1 Senalizacion intracelular.

Previo a esta tesis varios reportes indicaban que el MST7 induce un aumento en la
concentracion de AMPc que lleva a la salida de ATP de eritrocitos humanos [154].

En el presente estudio, la exposicion de los eritrocitos humanos a MST7 causé un
pequefio aunque significativo aumento en la concentracion de AMPc (Fig. 33). Sin

embargo, en las determinaciones on-line, sélo se observé un aumento en la



concentracion de ATPe cuando las células eran adheridas a cubreobjetos pre-
tratados con poli-D-lisina (Fig. 32).
Es decir, estAbamos documentandoque, ademas del AMPc, existian factores

adicionales capaces de modular la salida de ATP inducida por MST7.

5.3.1.2 La adhesién celular.

Los resultados de las Figs.32 y 41 muestran que, en eritrocitos expuestos a MST7,
solo se gatilla la liberacion de ATP cuando las células se unen a poli-D-lisina u otros
adherentes, mientras que el agregado de lisina o poli-D-lisina soluble no produjo
ninguna respuesta.

Se comprobd que la adhesioén celular per se, pero no un efecto electrostatico (Fig.
41), puede actuar como modulador de la salida de ATP.

Varios autores observaron que la adhesion de eritrocitos a soportes cubiertos con
poli-L-lisina, al igual que la deformacion de estas células, eran capaces de
reorganizar proteinas de membrana y del citoesqueleto [179-216]yque una o varias
de estas proteinas son capaces de afectar la salida de ATP frente a distintos
estimulos farmacolégicos y fisioldgicos [154].

Ademas, el potencial efecto de la adhesion celular sobre la liberacion de ATPe cobra
relevancia ya que:

1) la adhesion de eritrocitos aumenta con la edad bioldgica de las células [217].

2) los eritrocitos almacenados en bancos de sangre presentan un incremento en la
adherencia al endotelio, tanto in vitro como in vivo[218]

3) durante la malaria, los eritrocitos infectados con P. falciparum se adhieren al

endotelio vascular, y simultdneamente liberan mas ATP [214].



5.3.1.3 Volumen celular.

En células adheridas, el MST7 induce un aumento agudo del volumen celular del
~10%. Se trata de una respuesta de poca magnitud, que pudo haber pasado
desapercibida en estudios previos pero que, como veremaos, tiene gran relevancia en
el estudio de la cinética de ATPe de eritrocitos humanos.

Ya que en varios tipos celulares el aumento de volumen genera salida de ATP [133],
hipotetizamos que éste podria ser uno de los componentes que contribuyen a la
liberacion de ATP inducida por MST7. En efecto, cuando se afiadio MST7 disuelto
en un medio ligeramente hiperosmoético, de forma de bloquear el aumento de
volumen, la acumulacion de ATPe se redujo en un 50 % (Fig. 47). Por lo tanto en
eritrocitos humanos pequefios aumentos en el volumen celular, que en células
adheridas inducirian fuerzas mecanicas sobre la superficie celular, fueron capaces
de modular positivamente la liberacion de ATP dependiente de MST7.

De acuerdo a esta idea, la concentracion de ATPe aumenta cuando los eritrocitos de
conejo se ven obligados a atravesar pequefos filtros [153] o cuando eritrocitos
humanos circulan in vitro a lo largo de microcanales[219].

En apoyo de la idea de un “estrés mecanico” actuando como modulador de la
liberacion de ATP dependiente de MST7 se encuentra el hecho de que ambos
estimulos compartirian la misma via de sefializacién, induciendo liberacion de ATP a
través de la activacion de la proteina Gj[201]. Nuestros resultados muestran que la
liberacién de ATP inducida por MST7 fue bloqueada en gran medida por la toxina de
Bordetellapertussis, confirmando un mecanismo de salida de ATP dependiente de G;

(Fig. 32).

5.3.1.4 Liberacién de ATP dependiente de MST7 en células sin adherir.



Los resultados discutidos hasta ahora indican que un incremento en la concentracion
de AMPc no induce salida de ATP a menos que las células sean “pre-activadas” por
la adhesion.

Si, de acuerdo a las hipotesis vigentes, el AMPc constituia el principal agente
inductor de la salida de ATP en eritrocitos humanos [141], resulté llamativo que el
aumento relativo en la concentracion de AMPc fuera de 12X con 3V y sélo 1,3X con
MST7, mientras que el aumento en la concentracion de ATPe fuera de 2X con 3V y
6X con MST7. Claramente no existe una correlacion directa entre la magnitud del
cambio en las concentraciones de AMPc y ATPe. Ademas, en el caso del MST7, las
células necesitaban estar adheridas, mientras que en el caso de 3V, las células
mostraban la misma respuesta en ausencia o en presencia de adhesion (Fig.22)

Nos preguntamos entonces, si las células no adheridas eran incapaces de responder
al MST7 debido a que el aumento en la concentracion de AMPc quedaba por debajo
de un umbral de activacion. De ahi surgio la idea de co-administrar MST7 con 3V, ya
que este ultimo cocktail esta optimizado para inducir un aumento importante de la
concentracion de AMPc.

En los resultados de la Fig. 44 demostramos que, en células sin adherir, la
administracion conjunta de 3V y MST7 indujo un incremento agudo de la
concentracion de ATPe que, ademas, es similar a la suma de la concentracion de
ATPe de ambos estimulos por separado (es decir, el incremento en ATP con 3V + el
obtenido con MST7 sobre células adheridas).

Este "rescate" por 3V del efecto del MST7, obtenido en ausencia de adhesion,
requiere un aumento robusto y persistente de la concentracion de AMPc, ya que la
exposicién a MST7 + solo uno de los componentes de 3V (forskolina o isoproterenol)

produjo s6lo un ligero cambio en la concentracion ATPe (Fig. 44).



Entonces, en eritrocitos humanos la liberacion de ATP inducida por MST7 requiere
uno de dos co-estimulos para operar: la adhesion celular o, en células no adheridas,

una estimulacion robusta de la sintesis de AMPc.

A continuacion se discuten exclusivamente experimentos realizados con MST7 y

células adheridas.

5.3.2 El flujo de salida de ATP y la regulacion de la concentracion de ATPe.

5.3.2.1 Vias de salida.

La pre-incubacion con CBX y/o PBC redujo la liberacion de ATPe inducida por
MST7. Como esta inhibicion fue parcial, existirian al menos dos vias de salida de
ATP, una via mediada por panexina 1 (sensible a PBC y CBX), y una segunda via
que incluiria uno o mas procesos no dependientes de panexina 1 (Fig. 34).

De manera consistente con los resultados en humanos, la exposicion de eritrocitos
de ratones WT a MST7 produjo un aumento en la concentracion de ATPe que fue
parcialmente inhibida en igual medida por CBX y por PBC, mientras que en los
eritrocitos de ratoneskO para panexina 1 la activacion de la salida de ATP fue menor
que en células de ratones WT y no fue modificada por CBX y/o PBC (Figs. 35y 36).
Estos resultados confirman la especificidad de CBX y PBC como inhibidores de
panexina 1y, al igual que en eritrocitos humanos, sugieren la existencia de al menos
dos vias de salida de ATP activadas por MST7.

Seguidamente se utilizaron una serie de inhibidores de canales anionicos o
transportadores ABC para intentar inhibir la salida de ATP no dependiente de

panexina 1 (Tabla 7, Fig. 38). El problema es que, con excepcién del Gd**, la



mayoria de estos inhibidores no son muy especificos, y de hecho pueden en mayor
o menor grado inhibir a panexina 1 [15-203-220].

En consecuencia, los inhibidores no solo fueron utilizados por separado, sino
también co-administrados con CBX. Si se inhibieran mecanismos adicionales a
panexina 1, la co-administracion redundaria en mayores porcentajes de inhibicion de

la salida de ATP respecto a las drogas administradas por separado.

¢, Como se eligieron los inhibidores a testear?

Considerando que la exocitosis no ocurre en eritrocitos, la salida de ATP debe
necesariamente estar mediada por canales o transportadores. Dado que a pH
fisiolégico la mayoria de las especies del ATP son anionicas, focalizamos la
busqueda en canales o transportadores de CI', de los cuales en algunos casos
existian indicios de que podiantransportar ATP [18].

En ese sentido, si bien no se ha identificado a nivel molecular el maxi anionchannel
(MAC), se ha postulado que puede mediar la salida de ATP y que su actividad puede
ser inhibida por lantanidos como el lantano (La®*") y el gadolinio (Gd**) Mas aun, en
células de fibrosarcomamurino, el MAC y la panexina 1 constituyen dos vias

independientes de permeabilidad al ATP[205].

DIDS y NPPB son dos conocidos blogueantes de canales y transportadores de
cloruro, de baja especificidad [222-223]. Se sabe que el DIDS bloquea la salida de
ATP de eritrocitos humanos sometidos a hipoxia [7], aunque no se analizé si parte
de esta inhibicion se debia a bloqueo de panexina 1.Por otro lado, en eritrocitos
humanos se reportd que la infeccion por P.falciparum activaria un transportador

anioénicosensible a NPPB, que podria mediarla salida de ATP [223].



Los experimentos con bloqueantes, ensayados con eritrocitos expuestos a MST7,
mostraron que: 1) el Gd*'no afecté significativamente la salida de ATP inducida por
MST7, descartandose entonces la participacion del MAC en la respuesta; 2) al
ensayar NPPB y DIDS, observamos en todos los casos un grado de inhibicion
similar a aquel observado con CBX.No se indujo mayor inhibicion cuando estos
bloqueantes fueron administrados junto con CBX.

Estos resultados muestran que no pudo ser identificado el o los mecanismos de
salida de ATP que operarian de manera independiente de panexina 1.
Alternativamente se podria proponer, en lugar de dos vias independientes de salida
de ATP, la formacion de un complejo supramolecular, donde la panexina 1
interactuaria con otros transportadores y en general con otras proteinas de
membrana. Se volvera a considerar esta idea al analizar el modelado matematico de

la cinética de ATPe.

5.3.2.2Modelado matematico.

El modelo disefiado para explicar la cinética de ATPe de eritrocitos expuestos a
MST7 considera directa o indirectamente gran parte de la informacion experimental
de esta tesis (ver seccion 2.13, Materiales y Métodos).

Presenta tres caracteristicas clave:

1- en todo momento, la concentracion de ATPe estad determinada por el balance
entre las velocidades de liberacién de ATP y de hidrdlisis de ATPe por la actividad
ecto-ATPasa.

2- la salida de ATP requiere de dos vias.

3- el transporte transmembrana de ATP por estas vias estd impulsado por el

gradiente quimico del ATP a través de la membrana celular, multiplicado por una



permeabilidad al ATP que es dindmica, en el sentido de que varia en funcion del
tiempo del ensayo (ver Ec. 10, seccion 2.13.3,Materiales y Métodos). Esta
permeabilidad es compatible con la probabilidad de apertura promedio de los
canales y transportadores presentes en los eritrocitos.

El modelo en un todo funciona como una hipotesis, ya que si se muestra apropiado
para explicar los datos experimentales (si se ajusta a los datos), las suposiciones
implicitas en sus ecuaciones son en principio compatibles con ellos.

Ya que el modelo pudo ser ajustado a los datos exitosamente, exploremos entonces
algunas de estas suposiciones:

1- La salida de ATP requiere de dos vias independientes de salida, una de ellas
mediada por panexina 1. Como se muestra en la Fig.48, la suposicion de vias
totalmente independientes, no interactuantes, lleva a un ajuste sesgado, ya
que se obtiene un mejor ajuste del modelo a los datos al suponer un cierto
grado de interaccion entre ambas vias. Esta caracteristica no solo es
compatible con la existencia de dos vias de salida, sino también con la idea
de una unicavia formada por un complejo supramolecular. Recordemos que
(seccion 2.13.5, Materiales y Métodos), desde el punto de vista matematico,
ademas del modelo de dos vias propuesto, donde los flujos experimentan una
transiciontemporal en dos pasos, los resultados también son compatibles con
un unico flujo que sufre una transicion en tres pasos. En ese sentido,
Silverman et al. [224].proponen que en neuronas y astrocitosla via de salida
de ATP podria estar formada por un complejo supramolecular llamado
inflamasoma, conteniendo dos o mas transportadores de ATP, incluyendo

panexina 1, un receptor P y una o varias enzimas.



2-

La actividad ecto-ATPasa fue simulada como una funcion lineal de la
concentracion de ATPe a partir de la curva de sustrato experimental (Fig. 39).
Vimosque la actividad ecto-ATPasa es muy baja en relacion a los flujos que
promueven la salida de ATP. En consecuencia, el modelo ajustado predice
que el bloqueo de la actividad ecto-ATPasa tiene muy poco efecto en la
cinética de ATPe predicha (Fig.49). Por el contrario, un aumento tedérico de
40X de esta actividad muestra claramente el potencial efecto modulador de la
actividad enzimatica sobre la cinética de ATPe. Esta prediccion es interesante
en vista de queen algunas condiciones fisiologicas y patoldgicas pueden
evidenciarse grandes aumentos en la velocidad de hidrélisis de ATPe por una
0 varias ecto-nucleotidasas. Ademas, hay que tener en cuenta que el
eritrocito es una célula movil y, por lo tanto, el ATPe liberado por estas células

podria ser hidrolizado por otros tipos celulares en la vasculatura.

Efecto del volumen sobre la salida de ATP. Como la concentracion de ATPe
observada es nanomolar y la concentracion de ATPi es milimolar, en el
modelo el ATPi constituye el principal parametro termodinamico que impulsa
la salida de ATP. Dado que nuestros resultados muestran que el contenido de
ATPi no varia durante la exposicion a MST7 (seccion 4.1, capitulo 4), la
concentracion de ATPi deberia disminuir con el aumento del volumen celular
(Fig. 47), llevando a la concomitante disminucién de la salida de ATP. Sin
embargo en los eritrocitos humanos, los cambios observados sobre la
concentracion de ATPi (como consecuencia del aumento de volumen) al ser
introducidos en las ecuaciones del modelo, predicen un efecto muy pequefio
sobre la cinética de ATPe (Fig. 50 C). Por el contrario, el ajuste modelo

dependiente a la cinética de ATPe experimental permitidé calcular el eflujo de



ATP predicho en ausencia de cambios de volumen (MST7 en medio
hiperosmético) o en presencia de cambios de volumen (MST7 en medio
isosmatico) (Fig. 47), sugiriendo que los cambios en el volumen celular
modifican principalmente los parametros de permeabilidad del transporte de
ATP. Es decir, la exposicion de los eritrocitos a MST7 induce un pequefio
aumento de volumen que, a su vez, genera una gran activacion de la salida
de ATP. El modelo muestra que esta activacion no esta afectada por la
pequefia diminucion en la concentracion de ATPi, sino que depende

principalmente de un aumento en la permeabilidad al ATP.

5.3.2.3 La cinética de ATPe y los bucles.

El aumento inicial de la concentracién de ATPe, que se corresponde con una fase
aguda de aumento del flujo de ATP (Jgr), podria ser compatible con la existencia de
un bucle de retroalimentacion positivo. Estos bucles son, por su propia naturaleza,
autocataliticos. Es decir, ante la exposicion a MST7, la salida de ATP redunda en un
aumento de la concentracién de ATPe. Este aumento, que no es compensado por la
actividad ecto-ATPasa (que es muy baja, Fig. 39), y que solo parcialmente podria
disminuir por difusion extracelular (Fig. 25), podria activar la salida de ATP, cerrando
de esta manera el bucle. Si este proceso no tuviera limite, la concentracion de ATPe
post-estimulo aumentaria indefinidamente, algo que no coincide con la cinética de
ATPe observada, ni con las simulaciones de los flujos correspondientes. Mas aun,
un proceso de este tipo llevaria a la pérdida de una gran proporcion del ATPi,
reduciendo la energia metabdlica disponible, situacion que no se observa
experimentalmente. De hecho, durante toda la cinética de ATPe, la pérdida de ATPi

no supera el 1,7 %.



Entonces, si bien los primeros segundos post-estimulo son compatibles con algun
sistema de retroalimentacion positivo, los resultados sugieren la presencia de uno o
mas sistemas de retroalimentacion negativos, que imponen un freno al potencial
aumento descontrolado de la salida de ATP. Esto explica que el flujo de ATP, luego
de unos segundos de estimulo, decaiga rapidamente, lo que lleva a que la
concentracion de ATPe aumente mas lentamente y alcance un estado estacionario a

tiempos mas prolongados (Fig. 32).

En el andlisis siguiente daremos cuenta de estos bucles de retroalimentacion en el

contexto de la cinética de ATPe de eritrocitos estimulados con MST7.

5.3.2.4 Receptores P y regulacion del volumen celular

Los eritrocitos liberan ATP, y éste se puede acumular y ser metabolizado generando
ADP, AMP y adenosina extracelulares. En principio el ATPe y sus productos
metabdlicos podrian modular la liberacion de ATP al activar receptores P,
constituyendo de esta manera bucles de retroalimentacion.

De los diecinueve receptores P existentes en células eucariotas, los eritrocitos
humanos sélo cuenta con unos pocos subtipos que se expresan y son funcionales:
P2Y13, P2X, y P2X;.

La activacién de receptores P2Y13, que exhiben alta afinidad por ADP extracelular,
induce inhibicion de adenilato ciclasas presentes en el eritrocito [154,225-226] y la
consiguiente disminucion de la concentracion de AMPc. En un estudio previo [157] se
demostré que en eritrocitos humanos la salida de ATP inducida por un estimulo -
adrenérgico era blogueada por 2-MeSADP, analogo de ADP, aunque no se monitoreo

la cinética de ATPe.



En nuestro sistema de estudio, con células expuestas a MST7, la pre-incubacion de
los eritrocitos con 2-MeSADP redujo alrededor de un 40% la acumulacion de ATPe.
El antagonista del receptor solo pudo bloquear la fase rapida de la cinética de ATPe,
lo que sugiere un mecanismo inhibitorio adicional aiin no identificado.

Dado que en nuestras condiciones experimentales la actividad ecto-ATPasa es muy
baja, no se acumularia suficiente ADP extracelular para activar P2Y13. No obstante, in
vivo,la baja actividad ecto-ATPasa de los eritrocitos se compensa con la alta
abundancia de estas células, que junto con la actividad ecto-ATPasa de las
plaquetas, leucocitos y células del endotelio vascular, sumado a exonucleotidasas del
plasma, puede generar concentraciones micromolares de ADP capaces de activar
P2Y.3. De esta forma, se generaria un mecanismo de retroalimentacion negativo

capaz de regular la liberacion de ATP de los eritrocitos humanos.

Por otro lado, también se evaluo la participacion de receptores P2X en la cinética de
ATPe. Se trata de receptores ionotropicos, cuya activacion induce la entrada de
cationes [114].

La pre-incubacion de las células con suramina y PPADS, dos bloqueantes genéricos
de receptores P2X, llevo a una inhibicion parcial de la salida de ATP inducida por
MST7. Debido al relativo alto valor de ECso de P2X; (100-300 pM, 117), muy
superior a las concentraciones de ATPe obtenidas en nuestras condiciones
experimentales (~250 nM), se descarta la participacion de P2X; en la respuesta al
MST?7. Por lo tanto, el efecto observado seria mediado por los receptores P2Xo.

Para corroborar esta hipétesis, los eritrocitos fueron tratados con NF110, un potente

antagonista de receptores P2X;, P2X, y P2Xs;, obteniéndose una inhibicion de la



salida de ATP ligeramente inferior a aquella observada en presencia de suramina o
PPADS, aunque las diferencias no fueron significativas (Fig. 52).

Entonces, estariamos en presencia de un bucle de retroalimentacion positiva, donde
la exposicion a MST7 genera aumento en la concentracion de ATPe, que a su vez

activa P2X; e induce mayor salida de ATP.

A continuacion veremos que el volumen celular es el factor clave que vincula estos

procesos.

5.3.2.4.1 El volumen celular cierra el bucle...

Bajo exposicion a MST7, el aumento de volumen observado deberia ser
consecuencia de un aumento en la osmolaridad intracelular, generado por la entrada
neta de uno o varios osmolitos, seguido de entrada neta de agua siguiendo su
equilibrio osmatico.

Se sabe que la entrada de Ca®* en eritrocitos es capaz de activar canales de K*
(canales Gardos, [227]).,generando pérdida de K" y reduccion del volumen. Estos
cambios de volumen van en direccién contraria a los cambios observados frente al
MST7 y ademas, como se mostro en la Fig. 33, la exposicion a MST7 no modifico la
concentracion intracelular de Ca**.

Se opt6 entonces por evaluar una posible entrada neta de Na* a la célula, ya que es
un soluto osmoéticamente y su gradiente quimicotransmembrana favorece
termodinamicamente el ingreso a la célula.

En varios tipos celulares sometidos a distintos estimulos fisiol6gicos, los cambios en

la concentracion de Na® intracelular ocurren entre 10-30 mM[220-230]. Este grado



de variacion esta en el orden de los cambios de osmolaridad intracelular requeridos
para explicar los cambios volumeétricos observados en presencia de MST7 (Fig. 47).
Esta hipotesis fue confirmada por los resultados de la Fig. 53, donde se puede
observar que, tras la exposicion a MST7 el contenido de Na' intracelular aumentéun
80 %, y paralelamente se observo el bloqueo casi total del aumento del volumen
celular tras la inhibicion de canales y transportadores de sodio, o cuando los
experimentos se realizan en medios carentes de este cation.

Es decir, el MST7 induce un aumento de la osmolaridad intracelular a través del
influjo neto de sodio, con la consiguiente entrada de agua, lo que se traduce en
aumento del volumen celular. En base a los experimentos que realizamos utilizando
medios isosmoticos e hiperosmoéticos en presencia de MST7 (Fig. 47), sabemos que
el aumento del volumen celular induce la salida de ATP.

Considerando que bajo exposicion a MST7 el ATPe es capaz de activar receptores
P2X, (Fig. 52), nos preguntamos entonces si estos receptores podrian mediar la
respuesta de volumen inducida por MST7. Notese que los receptores P2X
formancanales catiénicos con conductancias para Na*, K* y Ca®" [114]. Ademas se
habia reportado que en eritrocitos humanos la activacion de receptores P2X
aumentaba el flujo de cationes [161].

Entonces, resultd interesante observar que, cuando los eritrocitos fueron pre-
incubados con el antagonista de P2X,, se obtuvo un bloqueo casi total del aumento
del volumen celular (Fig. 53 B), demostrando entonces que este receptor esta
implicado en la activacion de la liberacion de ATP dependiente de volumen. Se

propuso entonces la siguiente secuencia de eventos:



Liberacion de ATPi & aumento de la concentracion de ATPe = activacion de

P2X,=>influjoneto de Na’> aumento de Vr - liberacion de ATPi

¢, Como se frena este bucle de retroalimentacién positiva?

Uno de los frenos es el equilibrio osmotico: la entrada de Na* genera un aumento en
la concentracion del cation que luego se estabiliza, lo que explica un
comportamiento similar en la cinética de Vr (Fig. 53). Es decir, el aumento de Vr se
autolimita por equilibrio osmético y actia como freno del bucle positivo. Esta
respuesta es adaptativa, ya que evita la lisis y la pérdida de grandes masas de ATPI.
A su vez, la entrada transitoria —autolimitada- de sodio podria deberse a que el
receptor P2X, se desensibiliza bajo exposicion prolongada a su ligando, el ATPe
[114]. Recordemos que se mantienen concentraciones elevadas de ATPe durante
todo el tiempo de exposicion al estimulo.

Otro potencial freno a la salida exacerbada de ATPe podria deberse a la disminucion
de la concentracion de ATPi por aumento de volumen, aunque esto no ocurre en
nuestras condiciones experimentales (seccion 4.1).

Recordemos que el ATPi es la fuerza que impulsa la salida de ATP. Si bien el
modelo matematico predice que ante aumentos de volumen de ~10%, los cambios
en la concentracion de ATPi solo inducen cambios muy pequefios en la cinética de
ATPe, ante mayores aumentos de volumen la respuesta de la cinética de ATPe

podria verse afectada de manera significativa.

Por ultimo, considerando que tanto el flujo de ATP mediado por panexina 1 como el
aumento de volumen controlan ~50 % de la salida de ATP, quisimos evaluar si uno o

los dos flujos de salida de ATP propuestos eran sensibles al cambio de volumen.



Por lo tanto si solo la salida de ATP sensible a panexina 1 fuera sensible a volumen,
entonces en medios hiperosmoticos, donde el cambio de volumen esta bloqueado, el
CBX no deberia tener efecto sobre la cinética de ATPe.

Los resultados de la Fig. 55 confirman que el flujo mediado por panexina 1 es el flujo
activado por el aumento de volumen.Entonces, los resultados se pueden entender

con el siguiente esquema:

\ TATPe

Jra  + I P2X,

MST7 T Vi T Na‘i

Esquema 1. Regulacion reciproca entre ATPe y Vr.

La exposicion a MST7 activa dos vias se salida de ATP (Jr; + Jro). Una vez en el medio extracelular el
ATP activa receptores P2X,, lo que lleva a un aumento en la concentracion de sodio intracelular
seguido de la entrada de agua; esto produce un aumento en el volumen celular que activa la salida de
ATP por Jr1, generando asi un bucle de retroalimentacion positiva.

Jr1 Y Jro, flujos de salida de ATP; Na'i, concentracion de sodio intracelular; Vr, volumen celular; pnx 1:
panexina 1

Se ilustra al MST7 activando dos flujos (o alternativamente un uUnico complejo
supramolecular), donde uno estos, el dependiente de panexina 1, esta involucrado en
un bucle. Notese que el ciclo implica abandonar la nocidbn que surgia de la
interpretacion de la Fig. 47, una nocion bastante aceptada en la literatura, donde el
aumento de volumen activa la liberacion de ATP. Aca se ven relaciones reciprocas,
de causalidad circular [231], donde el volumen activa la liberacién de ATP, y el ATPe

activa el aumento de volumen.



Conclusion y Resumen



CONCLUSION

En eritrocitos humanos expuestos a 3V, el cocktail activa la via clasica de
sefalizacion intracelular, aumentando los niveles intracelulares de AMPc vy, por
mecanismos aun poco conocidos, esto lleva a la salida de ATP. Bajo las condiciones
experimentales ensayadas, el ATP sale por una Unica via que es mediada por la
panexina 1, ya sea formando el propio canal de salida de ATP o formando parte de
un complejo supramolecular. Este mecanismo de liberacion de ATP inducido por 3V
parece conservarse en varias especies, ya que se obtuvieron resultados similares al
utilizar eritrocitos de ratén y de Xenopus laevis.

En cambio, en eritrocitos humanos expuestos a MST7, la activacion de la liberacion
de ATP requiere de la adhesion celular a distintos sustratos, o de un fuerte aumento
en la concentracion de AMPc. Ademas, la salida de ATP es en parte mediada por el
aumento del volumen celular, inducido por MST7, a través de un mecanismo de
retroalimentacion positiva que involucra receptores P2X2 y la entrada de sodio a la
célula.

El MST7 induciria la salida de ATP por al menos dos vias, una de ellas mediada por
panexina 1. Nuestros resultados sugieren que esta via estaria involucrada en la

salida de ATP mediada por el aumento del volumen celular.



RESUMEN

Los eritrocitos humanos liberan ATP al medio extracelular en respuesta a la
deformacion mecanica, la estimulacion adrenérgica, la hipoxia y la acidosis. Una vez
en el medio extracelular, el ATP puede interactuar con dos grupos de proteinas: los
receptores purinérgicos (receptores P) y las ecto-nucleotidasas (enzimas que
degradan nucledtidos en el medio extracelular).

In  vitro, la  exposicibn de los eritrocitos a  diferentesagentes

farmacoldgicosdesencadena eventos intracelulares que activan la salida de ATP.

En la presente tesis se analizaron los factores que controlan el curso temporal de la
concentracion de ATP extracelular (cinética de ATPe) de eritrocitos humanos,
cuando estas célulasson expuestas a dos estimulos: un cocktailB-adrenérgico
denominado 3V y el péptido mastoparan 7 (MST7). Ambos estimulos inducen un
aumento en la concentracion de AMPc, el principal segundo mensajero que activa la

salida de ATP de eritrocitos humanos.
Se resumen los resultados principales:

Cuando las células fueron expuestas a 3V, se observo un incremento agudo en la
concentracion de AMPc, que se tradujo en una liberacion aguda y transiente de ATP.
Cuando las células fueron pre-incubadas con carbenoxolona (inhibidor de canales
de panexina 1) la salida de ATP inducida por 3V fue bloqueada completamente.
Estos resultados indican que, frente al cocktail 3V, los eritrocitos humanos exhiben

una unica via de salida de ATP que es mediada por panexina 1.

Cuando las células se expusieron a MST7, pequefios aumentos en la concentracion
de AMPc correlacionaron con un aumento significativo de la liberacion de ATP, que

fue de mayor magnitud y mas prolongada que en el caso de 3V. Ademas, la



carbenoxolona indujo un bloqueo parcial de la salida de ATP, lo que sugirid la
existencia de dos vias de salida de ATP.

Ademas del AMPc, se estudio la participacion del volumen celular y la adhesion
celular a distintos sustratos. Para ello se determinaron las cinéticas de volumen
celular y de acumulacion de ATPe en células adheridas a distintos sustratos, y en
células sin adherir.

En células no adheridas expuestas a MST7 no se observo salida de ATP ni variacion
del volumen celular.

Por otro lado en células adheridas con poli-D-lisina y expuestas a MST7, la
concentracion de ATPe se incrementd 6 veces, mientras que en células adheridas a

otros sustratos los incrementos observados fueron de diferente magnitud.

Al evaluar el volumen celular de eritrocitos adheridas a poli-D-lisina, se observé:

1- en medio isosmético, el MST7 indujo un aumento de volumen de ~10%;

2- en MSTY7 disuelto en medio hiperosmatico, este aumento de volumen celular
pudo ser bloqueado, mientras que la salida de ATP se redujo en un 50%
(comparado con MST7 en medio isosmatico).

3- la inhibicion de canales y transportadores de sodio produjo un bloqueo del
90% en el aumento del volumen celular inducido por MST7, mientras que la
salida de ATP se redujo en un 50%;

4- la inhibicién de receptores P2X (receptores de ATP que forman canales de
cationes) bloqueé completamente el aumento de volumen celular inducido por

MST7, mientras que la salida de ATP disminuy6 un 50%.



En decir que en eritrocitos humanos la adhesion celular - a distintos sustratos- es un
pre-estimulo necesario para inducir la salida de ATP por MST7. Esta salida es

parcialmente dependiente del volumen celular.

Ademas, se construyd un modelo matematico que fue ajustado los datos
experimentales. El modelo permitié predecir los flujos de salida de ATP asociados a
la cinética de ATPe observada, tanto en presencia como en ausencia de cambios de
volumen. Ademas permitid6 realizar predicciones en escenarios fisioldgicos y

patoldgicos.



SUMMARY

Human erythrocytes (RBCs) release ATP in response to mechanical deformation,
adrenergic stimulation, hypoxia and acidosis.
In vitro,exposure of erythrocytes to different pharmacological agents triggers

intracellular events that activate ATP release.

In this thesis factors controlling the temporal evolution of extracellular ATP (ATPe)
concentration were analyzed. Cells were exposed to two ATP release stimuli: a-
adrenergic cocktail called 3V and the peptide mastoparan 7 (MST7).Both stimuli
induce an increase of CAMP, the main second messenger involved in ATP release of

RBCs.
Main results:

Under 3V exposure there is an acute increase of cAMP, which translated into an
acute, transient release of ATP. When cells were pre-exposed to CBX(pannexin 1
inhibitor), ATP release induced by 3V was completely blocked.Thus under 3V

stimulation, RBCs exhibit a single ATP conduit mediated by pannexin 1.

Under MST7 exposure, small cCAMP increases correlated with a acute and strong
ATP release. CBX induced a partial blockage of ATP release, thus suggesting the
existence of at least two conduits for ATP release.

In addition to cAMP, the potential role of cell volume and cell adhesion on ATPe
kinetics was studied.

In non-adhered cells, MST7 neither trigger ATP release nor affected cell volume.

On the other hand, in cells adhered to poli-D-lisinecoverslips, and exposed to MST7,
ATPe concentrations strongly increased, whereas adhesion to other adherents also

activated ATP release of different magnitudes.



When analyzing cell volume of adhered cells we found:

1-

2-

in isosmotic medium, MST7 increased cell volume by ~10%;

iNMST?7 dissolved in hyperosmotic medium, cell volume increase was blocked,
whereas ATP release was reduced by half.

inhibition of sodium channels and transporters reduced cell volume increase
by 90%, and ATP release by 90%.

inhibition of P2X ionotropic receptors (with conductance for cations)

completely blocked cell volume increase, and inhibited ATP release by 50%.
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