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INTRODUCCION



Importancia de la Regulacion del pH intracelular en el Corazén

El metabolismo de las células genera acidos intracelulares. El CO,, el cual es
producido por el metabolismo aerdbico, se hidrata formando HCO; y liberando H™. Los
cuerpos cetonicos, producidos por el metabolismo anaerdbico a partir de la ruptura de 4cidos
grasos y desaminacion de aminodcidos, son otra fuente de acidez (Stryer 2002; Stryer 2002).
Debido a esta produccion constante de acidos, las células poseen diversos mecanismos
reguladores para mantener el pH intracelular (pHi) en valores adecuados.

Los cambios en el pHi del miocardio pueden afectar una variedad de funciones
celulares basicas, tales como la conductancia ionica (Kohlhardt, Haap et al. 1976; Fry and
Poole-Wilson 1981), rutas metabodlicas (Schaffer, Safer et al. 1978), la homeostasis del Ca™
(Orchard and Kentish 1990; Kusuoka, Backx et al. 1993) y la contractilidad que se evidencia
por cambios en la sensibilidad de los miofilamentos al Ca™? (Fabiato and Fabiato 1978). Por
lo tanto, el corazon es un 6rgano que requiere un estricto control del pHi para su correcto
funcionamiento contractil y eléctrico. Esta regulacion del pHi depende del balance entre
transportadores que permiten la carga 4cida y transportadores que expulsan la acidez al medio
extracelular. En miocitos ventriculares de mamiferos han sido identificados al menos 5 tipos
de transportadores de membrana que participan en la regulacion del pHi (Poole, Halestrap et
al. 1989; Lagadic-Gossmann, Buckler et al. 1992; Xu and Spitzer 1994; Sun, Leem et al. 1996;
Leem, Lagadic-Gossmann et al. 1999): el intercambiador de Na"/H" (NHE, del inglés Na'/H"
Exchanger) y el co-transportador de Na'/HCOs (NBC, del inglés Na'/HCO; cotransporter)
son los mecanismos alcalinizantes y los intercambiadores de CI/HCO;™ (CBE, del inglés CI
/HCO;3" Exchanger o AE, del inglés Anion Exchanger) y de CI/OH (CHE, del inglés CI/OH"
Exchanger) son los mecanismos acidificantes (Dart and Vaughan-Jones 1992; Karmazyn and
Moftat 1993). El co-transportador de lactato (MCT, del inglés Mono-Carboxilate Transporter)
puede operar en modo de eflujo o influjo de protones dependiendo de los niveles de
concentracion de oxigeno y el gradiente de protones (de Hemptinne and Marrannes 1979;
Poole, Halestrap et al. 1989). En condiciones de hipoxia, cuando los niveles de lactato son
altos, la influencia del MCT sobre el pHi se torna siginificativa (Vandenberg, Metcalfe et al.

1993; Halestrap, Wang et al. 1997).

Transportadores de HCOs en el Corazon

El HCOs' es el principal buffer de nuestro cuerpo y, en su forma deshidratada como

CO,, el principal producto primario de desecho del metabolismo celular. El movimiento de



base, en forma de HCOs', hacia adentro o fuera de la célula produciria un cambio en el pH;
hacia la alcalinizacion o acidificacion, respectivamente. En el corazén, el transporte de HCOs'
es responsable de al menos el 50% de la regulacion de pHi (Vandenberg, Metcalfe et al. 1993;
Vandenberg, Metcalfe et al. 1994) y es requerido, ademas, para el metabolismo del CO, y el
control del volumen celular. Las moléculas de HCO3  son impermeables a la membrana, por
ello, para regular el flujo de HCOj3™ a través de la membrana se requieren transportadores de
HCOs'". De esta manera, las células controlan la concentracion y el movimiento de HCO;™ a
través de la membrana plasmatica mediante proteinas transportadoras de HCOj;™ y anhidrasas
carbonicas (AC) que catalizan rapidamente el movimiento transmembrana de HCOj5™ (Sterling
and Casey 2002; Romero, Fulton et al. 2004; Casey 2006).

Los transportadores de HCOs™ son esenciales en un amplio rango de condiciones
fisiologicas y fisiopatologicas en el corazén como la hipertrofia cardiaca (Cingolani 1999;
Alvarez, Fujinaga et al. 2001), hipertension (Perez, Alvarez et al. 1995), insuficiencia
cardiaca (IC) (Al Moamen, Prasad et al. 2011); (Khandoudi, Albadine et al. 2001; Al
Moamen, Prasad et al.) y el dafio causado durante procesos de isquemia/reperfusion
(Vandenberg, Metcalfe et al. 1993; Vandenberg, Metcalfe et al. 1993).

Existen 13 genes identificados en mamiferos como proteinas transportadoras de HCO5
las cuales comparten una cierta identidad en sus secuencias aminoacidicas. De acuerdo a su
arbol filogenético, los transportadores de HCOs; se agrupan en tres familias (Fig. 1)
comprendidas por:

e Intercambiadores CI/HCO; independientes de Na"™ (AE)
e Transportadores de HCOs™ acoplados al Na” (NBC)
e Transportadores de HCO;3™ noveles y miembros de la familia SLC26A.

El mecanismo por el cual estas proteinas transportan HCOs', su localizacion celular y
subcelular y los procesos que regulan el transporte difieren en gran medida (Sterling and
Casey 2002). Se ha sugerido un papel preponderante para algunos de estos transportadores de

HCOj en el miocardio y para su mecanismo regulador, las AC.



Intercambiadores CI'/HCO3 (AE)

AE3
AE2 AE1l
SLC26A3
SLC26A4
SLC26A6
Co-transportadores SLC26A9
Na'/HCO35 (NBC) \

SLC26A7

Intercambiadores
CI/HCO3 (SLC26A)

Fig. 1. Relacion filogenética entre transportadores de bicarbonato humanos.

Las secuencias de aminoacidos de los transportadores de bicarbonato humanos fueron analizadas con el programa
Phylip del website ClustalW. El tamafio de las lineas es proporcional al grado de identidad en la secuencia de
aminoacidos entre las distintas proteinas. Los transportadores de bicarbonato se agrupan en tres familias: la familia AE
de intercambiadores CI/HCOg, la familia SLC26A de "nuevos" intercambiadores CI/HCOgs, y la familia NBC de

cotransportadores Na'/HCO3 .

Intercabiamdores de CE/HCOs en el Corazon

Los AE catalizan el intercambio electroneutro, a través de la membrana, de una
molécula de CI” por una molécula de HCOs". Esta familia estd compuesta por AE1 (también
conocido como SLC4A1), AE2 (o SLC4A2) y AE3 (o SLC4A3) (Kopito 1990) y comparten
aproximadamente un 80% de identidad en la secuencia de aminoacidos de sus dominios
transmembrana. Aunque se encuentran en diferentes tejidos, la familia de los AE comparte,

ademas, un patron estructural de tres dominios (Steck, Ramos et al. 1976):
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e Un dominio citoplasmatico amino-terminal (Nt) de 400 a 700 aminoacidos. Este dominio
participa en interacciones proteina-proteina en el citosol, une el citoesqueleto con la
membrana y posee sitios de union para enzimas glicoliticas (Reithmeier, Lieberman et al.
1989).

e Un dominio carboxi-terminal (Ct) de 500 aminodcidos que posee 12 a 14 segmentos
transmembrana (Popov, Tam et al. 1997) y es el responsable de la funcidén de intercambio.

e Una cola Ct citosolica que posee de 30 a 100 aminoacidos. Puede considerarse como un
tercer dominio ya que se pliega de manera independiente y posee una funcion separable. La
cola Ct es el dominio que contiene el sitio de union para la AC citosolica ACII, lo cual forma
parte de las bases para el Metabolon de Transporte de HCO; (MTB) intracelular que se
explicara con mayor profundidad més adelante.

El primer AE fue identificado en eritrocitos (Cabantchik and Rothstein 1974), donde
facilita la eliminacion de CO, como producto de desecho celular del cuerpo (Sterling and
Casey 2002). Actualmente, esta glicoproteina de 911 aminoacidos (Reithmeier, Lieberman et
al. 1989) es conocida como AEIL. El AE1 full length ha sido detectado en corazon (Kudrycki,
Newman et al. 1990)y, también, se ha reportado una isoforma truncada (Puceat, Korichneva
et al. 1995).

En la familia de los AE, AE2 es la isoforma mas ampliamente expresada, se encuentra
en casi todos los tejidos del cuerpo humano (Wang, Schultheis et al. 1996), incluido el
corazon, al menos a nivel del ARN mensajero (ARNm) (Kudrycki, Newman et al. 1990).

El intercambiador AE3, objeto de estudio del presente trabajo de tesis, sera explicado
con mayor detenimiento en el siguiente apartado.

Los intercambiadores de CI/HCOj; pertenccientes a la familia SLC26A han sido
identificados mas recientemente. Estos poseen sélo un 10% de identidad con los AE. El
intercambiador CI/HCO; mdas abundante en miocitos es miembro de esta familia, el
SLC26A6 (Alvarez, Kieller et al. 2004) y podria transportar, ademas, usando distintos
mecanismos, otros iones tales como sulfato, formato, oxalato, nitrato y ioduro (Mount and
Romero 2004). El intercambio de CI/HCO; y CI/OH mediado por SLC26A6 es el mas
relevante a nivel fisiologico (Ko, Shcheynikov et al. 2002; Alvarez, Kieller et al. 2004;
Chernova, Jiang et al. 2005). La estequiometria del transporte de aniones por SLC26A6 es
controversial. Algunos estudios han reportado que, en ratones, el SLC26A facilita el
intercambio de CI/HCOj, por un mecanismo electrogénico (1 molécula de CI' por 2

moléculas de HCO3") (Ko, Shcheynikov et al. 2002; Xie, Welch et al. 2002); mientras que
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mas recientemente, en otros estudios se ha reportado que el SLC26A de ratones y su ortélogo
en humanos permiten el intercambio ClI/HCOj; electroneutro (1 molécula de CI' por 1
molécula de HCOj3) (Chernova, Jiang et al. 2005).

La actividad de intercambio de aniones en el miocardio esta sujeta a regulacion por
Angiotensina II (Ang II), entre otros factores. Esta hormona, como se explicara con mayor
detalle mas adelante, activa una cascada de sefializacion de segundos mensajeros (incluyendo
a la proteina kinasa C, PKC), la cual provoca un efecto inotrdpico positivo en el corazon
(Ishihata and Endoh 1993), estimulando la movilizacion de Ca™ e induciendo la hipertrofia
cardiaca (Schunkert, Sadoshima et al. 1995). Se ha podido observar que tanto la Ang II como
la endotelina (ET) incrementan la actividad de intercambio aniénico en ventriculos de felinos
a través de la via regulatoria dependiente de PKC (Camilion de Hurtado, Alvarez et al. 1998;
de Hurtado, Alvarez et al. 2000). Los agonistas adrenérgicos y purinérgicos estimulan la
actividad de intercambio anidnico cardiaca. También, se ha sugerido un rol para las tirosinas
kinasas cuando en un estudio se observo que los inhibidores de tirosina kinasas inhibieron la
activacion purinérgica de la actividad de intercambio anidnico en cardiomiocitos (Puceat,

Roche et al. 1998).

Intercambiador de CF/HCOs AE3

De la familia de los AE, la isoforma AE3 es de particular interés debido a que se
encuentra en los tejidos excitables: cerebro (Kopito, Lee et al. 1989), retina (Kobayashi,
Morgans et al. 1994) vy corazén (Linn, Kudrycki et al. 1992). El corazon y la retina co-
expresan dos isoformas diferentes del AE3, resultado del uso alternativo de un mismo
promotor, el AE3 full length (AE3fl) y el AE3 cardiaco (AE3c) (Linn, Kudrycki et al. 1992;
Kobayashi, Morgans et al. 1994). La secuencia 5’-no traducida y la secuencia 5’-codificante
del ARNm de la isoforma AE3fl estan contenidas entre los exones 1-6 y la correspondiente
secuencia del ARNm de la isoforma AE3c est4 contenida dentro del intrén 6. Los exones 7-23
codifican secuencias comunes para ambas isoformas AE3fl y AE3c. A nivel de proteina, el
AE3fl de humano posee 1232 aminodcidos y el AE3c contiene 1034 aminodcidos en su
secuencia, incluyendo un Unico dominio Nt de 73 aminodcidos que caracteriza a esta ultima

isoforma (Fig. 2) (Linn, Kudrycki et al. 1992).
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200 aa

Fig. 2. Homologia de la estructura de la isoformas de AE3, AEc y AE3fl.

Los 961 aminoacidos en el extremo Ct son idénticos para las dos isoformas, pero la isoforma cardiaca posee un
dominio Nt de 73 aminoacidos Unico, mostrado en azul oscuro sobre la barra celeste. Las porciones rayadas
representan los dominios transmembrana.

El AE3c es la isoforma mas expresada de las proteinas AE en el corazon, mientras que
en la retina el AE3c y el AE3fl se expresan en iguales niveles, pero en diferentes capas
celulares (Kobayashi, Morgans et al. 1994; Alvarez, Gilmour et al. 2007).

Como se explicod anteriormente, AE3 comparte el mismo patrén estructural que el
resto de las isoformas de la familia de los AE: un domimio citos6lico Nt, seguido de un
domino Ct transmembrana y de un dominio Ct citoso6lico. El dominio terminal Nt de AE3
expresado en cerebro y corazdén juega un rol regulatorio en la actividad de AE3 (Kudrycki,
Newman et al. 1990). En la Fig. 3 se muestra el modelo topoldgico para AE3, realizado a
partir del modelo reportado por (Zhu, Lee et al. 2003), para AE1 (Chiappe de Cingolani,
Ennis et al. 2006), donde pueden observarse dos grandes loops extracelulares, nombrados
como loop 3 y loop 4.

Tanto AE3 como SLC26A6 localizan en el sarcolema de los miocitos y estarian
también expresados en estructuras membranosas del reticulo sarcoplamico (RS) y en tibulos-
T (Alvarez, Kieller et al. 2004; Alvarez, Kieller et al. 2007).

En musculo cardiaco, el AE3 puede ser un importante mecanismo para el
mantenimiento de la [CI'] por encima de los niveles que se alcanzarian solo de acuerdo a su
equilibrio electroquimico (Hume and Harvey 1991; Yannoukakos, Stuart-Tilley et al. 1994).

AE3 se asocia a las diferentes isoformas de AC: ACII, ACIV y ACIX para formar un

MTB. Como se explica con mayor detenimiento en el apartado “Metabolon de transporte
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16nico”, esta asociacion permite un aumento en el fluyjo de HCOs™ a través de la membrana
plasmatica (McMurtrie, Cleary et al. 2004; Morgan, Pastorekova et al. 2007).

La isoforma AE3 de los musculos cardiacos contiene varios sitios consenso
potenciales para la fosforilacion por PKC (Yannoukakos, Stuart-Tilley et al. 1994). Asimismo,
en estudios previos, ha sido demostrado que Ang Il exdgena induce la activacion de AE3 por
fosoforilacion dependiente de PKC en el residuo serina 67 (Ser67) de AE3fl (Alvarez,
Fujinaga et al. 2001).

extracelular

intracelular
227

Chiappe de Cingolani, Ennis et al. 2006

Fig. 3. Modelo topolégico de AE3 de rata, basado en el modelo propuesto para AEL por Zhu et al., 2003

Esta isoforma es la mas abundante de la proteinas AE expresadas en tejido cardiaco. El loop 3 extracelular (entre el
quinto y sexto dominio transmembrana) posee un sitio de glicosilacion y es mas largo que el loop 4 extracelular
(localizado entre el séptimo y octavo dominio transmembrana). Las dos variantes de AE3 (AE3fl y AE3c), que difieren
solo en el dominio Nt, son co-expresadas en el miocardio.

Anhidrasas Carbonicas

Las AC son metaloenzimas de Zinc que catalizan la hidratacion reversible de CO, para
formar HCOs™ y protones de acuerdo a la siguiente reaccion (Vince and Reithmeier 1998;

Vince and Reithmeier 2000):
CO,+H,0 — H,CO; " HCO;y+ H'

La primera reaccion es catalizada por AC y la segunda reaccion ocurre en forma espontanea.
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A partir de diversos estudios se han encontrado 16 AC diferentes en mamiferos
(Lindskog and Nyman 1964; Johnson and Lindskog 1971) que difieren en sus propiedades
enzimaticas, secuencias aminoacidicas y sitios de expresion (Esbaugh and Tufts 2006;
Supuran 2008; Supuran 2008). Los dominios cataliticos de las AC de humano poseen
secuencias aminoacidicas y estructuras tridimensionales altamente conservadas y la longitud
de las secuencias varia entre 260 a 459 aminoacidos. El Zn*? es el cofactor de estas enzimas,
el cual interactia cercanamente con 3 residuos de histidina conservados (His94, His96 y
His119) y con una molécula de H,O/OH" . (Stams, Nair et al. 1996; Avvaru, Kim et al. 2010)
Otro de los residuos conservados es His64, el cual estd involucrado activamente con la
movilidad de protones para convertir las moléculas de H,O unidas al Zn™* en el ion OH antes
de la catalisis. Este residuo se encuentra conservado en las isoformas ACI, ACII, ACIV
(Stams, Nair et al. 1996), ACVI, ACVII (Boriack-Sjodin, Heck et al. 1995) y ACXII
(Ulmasov, Waheed et al. 2000). Dentro de la familia de las AC, existen tres isoformas no
cataliticas y son llamadas proteinas relacionadas con las AC (CARPs, del inglés Carbonic
Anhydrase Related Proteins): ACVII, ACX Y ACXI. La inactividad de estas AC se debe a la
ausencia de uno o mas residuos de histidinas que unen a los atomos de Zn™>. Por ello, no estan
involucradas en la actividad de hidratacion del CO, (Okamoto, Fujikawa-Adachi et al. 2001;
Picaud, Muniz et al. 2009).

Las AC se encuentran involucradas en diversos procesos fisiologicos tales como
regulacion del pH, transporte de iones, resorcion Osea y secrecion de fluidos géstricos,
cerebroespinales y de jugos pancreaticos (Woolley 1975; Chegwidden, Dodgson et al. 2000),
secrecion de electrolitos, homeostasis de CO, y pH, fijacion de CO, y reacciones biosintéticas
como gluconeogénesis y ureagénesis (Gay, Schraer et al. 1984; Henry 1984; Dodgson and
Forster 1986; Esbaugh and Tufts 2006). Las funciones mas importantes estan relacionadas
con la respiracion y el transporte de CO,/ HCOs'.

Las isoenzimas de AC poseen diferentes propiedades cinéticas y se encuentran en
diversos tejidos (Sly and Hu 1995) y compartimentos celulares:

e ACI, ACII (29 kD), ACIII y ACVII son citosdlicas

e ACV es mitocondrial (Dodgson and Forster 1986; Dodgson and Forster 1986)

e ACVI se encuentra en secreciones salivales

e ACIV, ACIX, ACXII y ACXIV (38 kD) son proteinas de membrana: ACIV es una
proteina anclada a membrana a través de un anclaje de glicosil-fosfatidilinositol (GPI)

(Okuyama, Sato et al. 1992; Waheed, Zhu et al. 1992; Fleming, Crouch et al. 1993) y ACIX,

15



ACXII y ACXIV son proteinas con un dominio transmembrana (Purkerson and Schwartz
2005; Scheibe, Gros et al. 2006)

Estas 3 ultimas AC, ACIX, ACXIIl y ACXIV, poseen 3 dominios distintivos (Imtaiyaz
Hassan, Shajee et al. 2012):

Un dominio topoldgico extracelular de 377 aminodcidos de longitud (GIn38-Asp414).
Un dominio transmembrana de 21 aminoacidos de longitud (Ile415-Met435)

Un dominio citoplasmatico de 24 aminoacidos de longitud (Arg436-Ala459)

_ Ademas, la ACIX presenta una region similar a proteoglicanos de 75 aminoacidos
(GIn38-Aspl12).

La amplia expresion de las diferentes isoformas de las AC en los diferentes tejidos del
cuerpo es similar a la amplia expresion de los transportadores de HCO;™ (Sterling, Alvarez et
al. 2002). Existen tejidos en donde se expresan multiples formas de AC y otros en los cuales
solo se expresa una unica isoforma (Sterling, Alvarez et al. 2002).

Las AC forman parte del MTB mediante la unién a transportadores de HCOs'. Este

tema sera abordado en la seccion titulada “Metabolones de Transporte I6nico”.

Anbhidrasa Carbonica XIV

La ACXIV es el miembro mas recientemente descubierto de la familia de las AC por
dos diferentes grupos de investigacion (Fujikawa-Adachi, Nishimori et al. 1999; Mori, Ogawa
et al. 1999). La ACXIV humana es un polipéptido de 337 aminoacidos (Nishimori, Vullo et al.
2005). Posee un 29-46% de similitud con otras AC activas (Fujikawa-Adachi, Nishimori et al.
1999) y se encuentra en forma monomérica (Ponstingl, Henrick et al. 2000).

Los estudios de comparaciones filogenéticas de secuencias de aminoacidos con otras
AC la ubican en el grupo de las AC extracelulares, y posee una mayor relacion de identidad
con ACXII, seguida por ACIX, ACVI y ACIV. Posee una topologia similar a la de las AC de
membrana, tal como se explicod en la seccion anterior: un tnico dominio transmembranan y
dos dominios topoldgicos: un dominio catalico extracelular, al igual que ACIX y ACXIIL, y un
pequeiio segmento polipeptidico intracelular (Fujikawa-Adachi, Nishimori et al. 1999;
Whittington, Grubb et al. 2004);(Pastorek, Pastorekova et al. 1994; Pastorekova, Parkkila et al.
2004); (Tureci, Sahin et al. 1998). El dominio a-hélice posee un motivo GXXXG para
favorecer las interacciones hélice-hélice en las membranas (Senes, Gerstein et al. 2000). Su

sitio de glicosilacidn se encuentra en el residuo Asn213 (Imtaiyaz Hassan, Shajee et al.).
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ACXIV se expresa en retina, distintas partes del sistema nervioso, cerebro, higado,
intestino delgado, colon, rifién, vejiga urinaria, musculo esquelético y corazén (Mori, Ogawa
et al. 1999; Tong, Cammer et al. 2000; Imtaiyaz Hassan, Shajee et al.). Estd involucrada en
funciones de regulaciéon de pH intra y extracelular, en la regulacion de volumen celular,
(Nagelhus, Mathiisen et al. 2005; Imtaiyaz Hassan, Shajee et al.), reabsorciéon de HCOs
(Kaunisto, Parkkila et al. 2002) y en la modulaciéon de la transmision sinaptica excitatoria
(Parkkila, Parkkila et al. 2001).

El patron de expresion de las diferentes AC en diversos tejidos y los reportes
publicados sobre la interaccion entre estas AC con los AE, formando metabolones de
transporte i0nico (MTI), sugeririan que ACXIV y AE3 podrian asociarse en el corazon.

Las drogas mas estudiadas para la inhibicion de la isoenzima humana ACXIV son las
de los grupos de sulfonamidas y sulfamatos, las cuales incluyen unas 30 tipos de derivados
diferentes. Las sulfonamidas ejercen su efecto de inhibicion mediante su unién al i6n Zn™, el
cual es esencial para la actividad catalitica (Bertini, Luchinat et al. 1982). Dentro de este
grupo de drogas se encuentra la 5-(benzenosulfonamida)-1,3,4-tiodiazol-2-sulfonamida
(Benzolamida, BZ), la cual ha sido ampliamante utilizada en diversos estudios fisioldgicos y
farmacoldgicos, junto con el empleo de las cldsicas drogas también pertenecientes a este
grupo, acetazolamida (ACTZ), metazolamida (MTZ), etoxizolamida (ETZ) o diclorofenamida
(Nishimori, Vullo et al. 2005). Este tipo de drogas inhiben indiscriminadamente todas las
isoformas de AC (Supuran, Scozzafava et al. 2003). De todos modos, se conoce que la BZ en
concentraciones en el rango nanomolar o micromolar bajo es un inhibidor impermeable a la
membrana, o bien, con una permeabilidad muy reducida (Casey, Morgan et al. 2004;
Nishimori, Vullo et al. 2005), por lo cual puede ser utilizado como inhibidor de las isoformas
de AC transmembrana. De esta manera, BZ es el inhibidor seleccionado para utilizarse en el

presente trabajo como bloqueante de la actividad de la ACXIV.

Anhidrasas Carbonicas en el Corazon

El corazén expresa ACII citosolica, ACIV anclada a la membrana plasmatica a través
de un anclaje de GPI (Okuyama, Sato et al. 1992; Waheed, Zhu et al. 1992; Fleming, Crouch
et al. 1993) y ACIX y ACXIV, ambas con un segmento transmembrana (Purkerson and
Schwartz 2005; Scheibe, Gros et al. 2006). Mientras que la ACII tiene su sitio catalitico en el
citoplasma de las células, la ACIX y ACXIV realizan su actividad catalitica en el medio

extracelular. La existencia de AC extracelulares en miocitos ha sido bien documentada. Sin
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embargo, la presencia de ACII ha sido objeto de discusion, con s6lo un reporte temprano que
sugiere la presencia de ACII en el citosol de cardiomiocitos fetales (Vuillemin and Pexieder
1997). Recientemente, se identifico a la ACII en miocitos de rata (Alvarez, Johnson et al.
2007) y también en ventriculos de corazon de raton y humano adulto, tanto a nivel del ARNm

como a nivel de proteinas (Sharkey, McCune et al. 2001; Alvarez, Johnson et al. 2007).

Metabolones de Transporte Iénico

Un metaboldon es un complejo fisico de enzimas metabolicas asociadas débilmente y
de manera secuencial (Srere 1987). La identificacion de los componentes que integran el
metabolon puede resultar muy dificil debido a la débil asociacion entre las enzimas. En la
literatura se ha descrito la existencia de metabolones en la cadena glicolitica, el ciclo del acido
citrico y en el ciclo de la urea (Reithmeier 2001). Los metabolones permiten mover
metabolitos desde el sitio activo de una enzima a la siguiente de manera optimizada, este
proceso es conocido como canalizacion de sustratos (Miles, Rhee et al. 1999; Reithmeier
2001). La canalizacion disminuye la pérdida de intermediarios debido a la orientacion de los
sitios activos de las enzimas que se mantienen relativamente cerca, creando asi una cadena de
enzimas (Srere 1987; Miles, Rhee et al. 1999; Sterling, Reithmeier et al. 2001). De esta
manera, el flujo a través de la via enzimatica es acelerado por la co-localizacion de enzimas,
las cuales aumentan la concentracion local de sustrato en el sitio activo de la enzima contigua,
por lo tanto el producto de una reaccion alimenta a la siguiente. Cuando el producto
enzimatico es consumido en una reaccion, la enzima contigua le provee el sustrato dirigiendo
de alguna manera la direccion del flujo.

Las primeras indicaciones del fenomeno del metabolon en el transporte de HCO;' es
la indicacion de la asociacion de la ACII con el dominio Ct de los intercambiadores CI/HCOj5
AE1 (Vince and Reithmeier 1998), AE2 y AE3 (Imtaiyaz Hassan, Shajee et al. 2012). La
interaccion estd mediada por un residuo hidrofébico, seguido por cuatro residuos, con al
menos dos residuos 4acidos en los AE (Vince and Reithmeier 2000), y una secuencia de
residuos de aminoacidos basicos en el extremo Nt de la ACII (Vince, Carlsson et al. 2000).
Este tipo de interaccion fisica también tiene un significado funcional, ya que la interaccion
directa de AE/ACII es esencial para la maxima actividad de transporte mediado por los AE,
con una disminucion entre 40-60% cuando la ACII esta libre en el citoplasma de las células y
no asociada a los AE (Sterling, Reithmeier et al. 2001). Esto condujo a la introduccion del

concepto de MTB 6, de manera mas general, MTI, el cual hace referencia al complejo
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formado entre un transportador i6nico y la enzima que produce y consume el substrato que se
transporta.

El metabolon formado por ACII y AEI ha sido reportado en eritrocitos (Vince and
Reithmeier 1998). En el pancreas también se ha encontrado la presencia de un MTI formado
por la interaccion de ACII con el transportador SLC26A6 (Alvarez, Vilas et al. 2005). En el
sistema nervioso central (SNC), se ha reportado la asociacion de ACII y ACIV con ambas
isoformas de AE3 (Casey, Sly et al. 2009). También se ha reportado que ACIX interactua con
AE1l, AE2 y AE3. En el estomago, ACIX, ACII y AE2 se asocian para maximizar la
secrecion de dacidos estimulada por las células parietales gastricas con HCl (Morgan,
Pastorekova et al. 2007). Los metabolones formados por la union de AC a transportadores de

HCOj3;  maximizan los procesos de catélisis/transporte.

Algunas Condiciones Fisiopatoldgicas Cardiovasculares

A continuacion se describen brevemente algunas condiciones fisiopatologicas
cardiovasculares para una mejor comprension de la participaciéon en las mismas de las

proteinas transportadoras de HCO;3™ y las AC.

Hipertension Arterial

La presion arterial (PA) es la resultante hemodinamica del volumen minuto cardiaco y
de la resistencia ofrecida por el sistema vascular, es decir, la resistencia periférica total. Por
consiguiente, puede decirse que la hipertension arterial sistémica es una alteracion
hemodindmica dependiente de cualquier factor que altere el equilibrio entre las dos variables
mencionadas.

La regulacion normal de la PA es uno de los mecanismos fisiolégicos mas complejos y
depende de la funcion integrada de los sistemas cardiovascular, renal, nervioso y endocrino.
El nivel de la PA regula la homeostasis corporal total y estd vinculada al equilibrio
cardiovascular y renal, y cambia a través de las distintas etapas de la vida. La PA aumenta con
la edad durante todo el desarrollo de la vida, tanto en modelos experimentales como en el
hombre. El aumento es rdpido inmediatamente después del nacimiento, mas lento hasta la
maduracion sexual y marcado después de la pubertad. Continuia, en general, durante toda la
vida. A partir de la mitad de la vida comienza a detectarse la aparicion de hipertension arterial
esencial o primaria en el ser humano. Experimentalmente se han desarrollado modelos de

animales hipertensos seleccionados genéticamente. La cepa mas conocida, estudiada y que se
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utiliza en el presente trabajo, es la de ratas espontaneamente hipertensas (SHR, del inglés,
Spontaneously Hipertensive Rats) cuyo fenotipo tiene un cierto grado de similitud con el
desarrollo de la hipertension esencial en el hombre.

La hipertension arterial es la manifestacion de un desequilibrio entre los factores
regulatorios de la homeostasis cardiovascular y renal y la normal composicion del medio
interno. Los factores mencionados son muy complejos y de origenes diversos pero

estrechamente vinculados entre si.

Isquemia/Reperfusion Miocardica

La isquemia miocardica puede ser definida como la insuficiente perfusion sanguinea
del tejido miocardico. Mas especificamente como el disbalance entre el aporte de oxigeno y la
demanda.

En el corazén humano la isquemia ocurre, entre otros procesos, en situaciones
patologicas tales como la angina de pecho o el infarto del miocardio. Ademads, se produce
durante las manipulaciones terapéuticas en la cirugia con circulacion extracorporea, asi como
tras la obtencidn y transporte del corazdn para el transplante (Bourdillon and Poole-Wilson
1982)

En la célula miocardica en condiciones de isquemia el déficit de perfusion sanguinea
no s6lo condiciona el aporte de oxigeno y nutrientes, sino que ademads, es incapaz de eliminar
productos del metabolismo que le pueden ser toxicos, tales como el lactato, los protones o el
CO,. En condiciones fisiologicas, éstos son eliminados vehiculizados por sangre. Mas aun, en
esta situacion se pueden formar radicales libres de gran reactividad que producen alteraciones
funcionales y estructurales y que, en condiciones fisioldgicas, su degradacion estd asegurada
mediante reacciones enzimaticas acopladas.

En condiciones fisiologicas los iones Ca™ son esenciales para el acoplamiento excito-
contractil del miocardio. En la isquemia miocardica se pierde la homeostasis dando lugar a un
masivo incremento del Ca™ intracelular (Ca™i) (Jennings and Shen 1972), especialmente en
las mitocondrias (Clark, Ferguson et al. 1977).

La acumulacion de protones durante la isquemia juega un papel importante durante la
reperfusion; la sobrecarga de Na" no puede ser manejada adecuadamente por la bomba de
Na'/K" debido a la ineficiente disponibilidad de ATP. Este exceso de Na' intracelular activa
su intercambio con el Ca™ extracelular a través del intercambiador Na'/Ca® (NCX), y

+2. .. . . . .,
provoca una sobrecarga de Ca'i, responsable de la injuria por isquemia/reperfusion.
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Insuficiencia Cardiaca

La insuficiencia cardiaca es un sindrome clinico en el cual anomalias de la estructura o
de la funcion del corazon originan la incapacidad del corazén de expulsar o llenarse de sangre
en los volumenes mas adecuados para satisfacer las demandas del metabolismo de los tejidos
del cuerpo. Las causas de este sindrome son multiples y muy variadas. Se caracteriza por
cambios estructurales adversos y una inexorable progresion de la enfermedad que, pasado
cierto punto de no retorno, continda a pesar que la injuria causal haya sido eliminada.

Durante el desarrollo de esta patologia se pueden describir tres estadios. En el primer
estadio, el corazon sufre la injuria o el aumento de las condiciones de carga, lo que produce la
disminucién del volumen minuto. Se activan mecanismos compensadores que permiten
mantener el volumen minuto dentro de valores normales. La funcion global se encuentra
preservada. Las manifestaciones clinicas estdn ausentes y la mayoria de los pacientes o
animales en experimentacion progresaran al siguiente estadio.

En el segundo estadio, la persistencia de la injuria o el cambio de la carga ventricular,
asi como también el agotamiento de los mecanismos compensadores conspiran para que se
desarrolle cierto grado de disfuncidon ventricular. La estructura y forma del ventriculo
izquierdo estdn alterados por la aparicion de hipertrofia miocardica y la posterior dilatacion
ventricular. La funcion cardiaca global estd alterada y mas mecanismos de adaptacion
negativa son activados. La insuficiencia cardiaca progresa independientemente de las
condiciones hemodinamicas.

En el tercer estadio, existe una disfuncion ventricular significativa, altamente
sintomatica y con gran morbilidad y mortalidad. La estructura, forma y tamafio del ventriculo
izquierdo estan severamente alterados y caracterizados por un afinamiento en la pared,
dilatacién significativa y esferizacion. La funcidon cardiaca global estd severamente

deteriorada.

Hipertrofia Cardiaca

La HC patologica se caracteriza por un aumento del tamafio de los miocitos, como
consecuencia de un aumento de la sintesis proteica, y por la induccion de genes fetales y
represion de genes que codifican las respectivas isoformas del adulto (Frey, Katus et al. 2004).

Tradicionalmente, el concepto HC se ha basado en el aumento del peso del corazon
determinado por el mayor tamafio de los miocitos. Las células musculares cardiacas, si bien

representan aproximadamente el 30% del numero total de las células del miocardio, dado su
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gran tamafio, constituyen aproximadamente un 76% del volumen del 6rgano y, por ello, su
crecimiento impacta significativamente sobre el peso final del corazén. Sin embargo, mas
recientemente, en trabajos previos se ha evidenciado el desarrollo de hipertrofia de los
miocitos y fibrosis sin aumento del peso del corazén (Merkle, Frantz et al. 2007). Esto
evidencia que la HC no necesariamente iria acompafiada de un aumento del peso del corazén,
si no que el determinante de la respuesta hipertrofica puede generar simultdneamente
apoptosis disminuyendo, entonces, el nimero total de miocitos, lo cual posee un efecto en el
peso final del corazén. De todas maneras, todavia sigue siendo el peso del corazén
normalizado por el peso corporal, la superficie corporal o la longitud de la tibia, segun se
estudien poblaciones humanas o de animales de laboratorio, la forma mas aceptada para
definir el aumento del peso del corazon.

La respuesta hipertrofica puede ser desencadenada por situaciones naturales de
sobrecarga hemodinamica, como la determinada por el crecimiento, el embarazo y la
actividad fisica intensa y regular, o por situaciones de sobrecarga hemodinamica patologica de
presion y/o de volumen secundarias a hipertension arterial, estenosis o insuficiencias
valvulares, miocardiopatia primaria y/o infarto agudo de miocardio (Beltrami, Urbanek et al.
2001; Nadal-Ginard, Kajstura et al. 2003).

En los primeros estadios de algunas patologias, como la estenosis adrtica, la
hipertension arterial o el infarto del miocardio, la hipertrofia es beneficiosa, ya que de no
existir un aumento del tamafio de los miocitos seria dificil para el ventriculo mantener un
volumen minuto adecuado ante el aumento de carga que estas patologias generan. Por el
contrario, también es bien conocido que los corazones con hipertrofia moderada o severa
presentan un deterioro gradual que termina en IC.

La hipertrofia miocardica es, probablemente, un mecanismo adaptativo, disefiado para
mejorar la funcion de bomba del corazén, por aumentar el nimero de unidades contractiles
dentro de cada miocito, lo que lleva de forma simultinea a una disminucién de la tension
parietal por aumento del grosor de la pared ventricular (ley de Laplace). Cuando la hipertrofia
de los miocitos es excesiva o prolongada en el tiempo, se transforma en una respuesta mal
adaptativa. Son las diferentes vias intracelulares las que pueden conducir de una hipertrofia

adaptativa a una mal adaptativa o deletérea.

e Activacion de la via de sefializacion intracelular iniciada por estimulacion de
receptores acoplados a proteina G en la respuesta hipertréfica
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La HC surge como resultado de diversos estimulos tales como el estiramiento del
miocardio, la activacion neurohumoral y/o liberacion de factores de crecimiento y citoquinas.
Estos estimulos transmiten sus efectos a las células a través de diversas proteinas que
establecen la relacion entre los componentes de la matriz extracelular y los elementos
intracelulares. Estas proteinas que se activan inicialmente son receptores de membrana
acoplados a proteina G (GPCR, del inglés G Protein Coupled Receptor), receptores con
actividad intrinseca de tirosina quinasa (RTyrK), receptores de citoquinas y las integrinas. De
esta manera, la union de los ligandos especificos a sus correspondientes receptores activa en
cada caso vias de sefalizacion intracelular distintas, sin embargo, existe un alto grado de
entrecruzamiento e interdependencia entre las distintas rutas de sefializacion intracelular,
conformando una extensa e intrincada red. De esta manera, ninguna cascada de sefalizacion
intracelular regula la hipertrofia de los cardiomiocitos de manera aislada. Por el contrario,
cada via intracelular operaria como un componente integrado de una respuesta orquestada. En
general, estas sefales que inducen el desarrollo de hipertrofia resultan finalmente en una
reprogramacion genética (Ennis and Escudero 2008).

En nuestro laboratorio, la cascada de sefializacion de la HC estudiada comienza con la
activacion del receptor de Ang II tipo 1 (AT1) por unién de su ligando, Ang II. La activacion
del receptor AT1, produce la liberacion/formacion de ET que activa al receptor de ET tipo A
(ETa). Tanto el receptor AT1 como el receptor ET4 son receptores acoplados a proteina G,
mas especificamente, a la proteina Gq. De esta manera, el estimulo hipertréfico promueve el
intercambio de GDP por GTP en la subunidad Ga de la proteina G. Consecuentemente, se
produce la disociacion de dicha subunidad y de la subunidad GBy. Ga disociada recluta a la
isoforma f3 de la fosfolipasa C (PLC-f}) a la membrana la cual hidroliza al fosfatidilinositol 4,5
bifosfato (PIP2) dando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El DAG,
formado como segundo mensajero, facilita el reclutamiento de proteinas kinasas (PKC). En el
paso siguiente aparece la participacion de AE3, PKC activa directamente al intercambiador
AE3 mediante fosforilacion en el residuo Ser67 (Fig. 4).

Recientemente, ha sido demostrado que la activacion de los GPCR promueven la
transactivacion del receptor de membrana tirosina kinasa conocido como receptor de
crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés Epidermal Growth Factor Receptor) (Asakura,
Kitakaze et al. 2002; Kagiyama, Eguchi et al. 2002; Kagiyama, Qian et al. 2003; Lemarie,
Paradis et al. 2008). De esta manera, luego de la activacién de los receptores AT1 y ETy, se
estimula la activacion del EGFR. En esta cascada de sefializacion también se encuentra

involucrada la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen

23



Species), fundamentalmente de origen mitocondrial. Seguidamente, se produce la activacion de
kinasas de proteinas activadas por mitogenos (MAPK, del inglés Mitogen-Activated Protein
Kinases). La MAPK ERK1/2 fosforila a la kinasa p90rsk, y esta ultima activa por
fosforilacion al NHE-1 (Ganz, Boyarsky et al. 1989; Abuladze, Lee et al. 1998; Cingolani,
Chiappe et al. 2003). La activacion del intercambiador NHE1 llevaria a la acumulacioén de
Na'i y, subsecuentemente, a la acumulaciéon de Ca'?, a través de la activacion del
intercambiador NCX (Fig. 4). Esta alteracion en la homeostasis i6nica activaria el programa
de crecimiento hipertréfico de una manera compleja, involucrando la via de factores de
transcripcion calcineurina/NFATS, y los niveles de ROS. Por su parte, el IP3 podria inducir la
liberaciéon de Ca™ desde el RS o desde la envoltura nuclear (Wu, Zhang et al. 2006). El
aumento de Ca™i provocaria la activacion de fosfatasas y/o kinasas que determinan el
aumento de la transcripcion y de la sintesis proteica y finalmente el desarrollo de HC (Frey,

McKinsey et al. 2000).

Es importante destacar que mediante la activacion simultadnea de los mecanismos
alcalinizantes y acidificantes, NHE1 y AE3, respectivamente, el pHi se mantiene estable. El
NHEI! alcaliniza las células permitiendo el egreso de H™ de la célula y por su parte, la
activacion de intercambio de AE3 permite el egreso de HCOs™ de la célula manteniendo los
niveles celulares de H'. Sin embargo, la co-activacion de NHE1 y AE3 no previene el
aumento de Na'i que resulta de una mayor actividad de estos transportadores. Esto es una
sefial que subyace la hiperactividad del NHE1 y del AE3 y por la cual, a través del aumento

del Ca™i, se desencadenaria la respuesta hipertréfica del miocardio (Fig. 4).

Como se explico anteriormente, la cascada descripta no es el Gnico mecanismo
responsable de la respuesta hipertrofica. Otras vias intracelulares que no involucran la
activacion del NHE1 y AE3 pueden conducir al aumento de [Ca™]i y al desarrollo de la HC
(Hefti, Harder et al. 1997; Schluter and Piper 1999). Es probable también que la HC pueda

ocurrir sin aumentos de [Ca "] citos6lico (Wu, Zhang et al. 2006).
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Fig. 4. Modelo que relaciona el aumento de intercambio CI/HCO;3 y la Hipertrofia Cardiaca inducida por Ang II.

Ang Il se une y activa a los receptores AT1 de los cardiomiocitos. El estimulo de estos AT1 induce la
formacion/liberacion de ET, la cual simultaneamente activa a los intercambiadores AE3 y NHE1 a través de los
receptores ETa. La activacion del AE3 previene la alcalinizacion esperada por la acitivacion de NHE1 pero no previene
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el aumento de [Na ]I. Este aumento en la [Na ]i promueve al intercambiador NCX a activarse en su modo reverso, lo

: S #2 & . . : &
cual llevarfa a un aumento en el transitorio de Ca'. Este aumento en la [Ca ‘]i podria disparar la hipertrofia cardiaca
por activacién de diferentes vias de sefializacion intracelular dependientes de Ca”".

Participacion de los AE en Condiciones Fisiopatologicas

El papel que cumplen los AE en el corazén es a través de la acidificacion celular,
mediante el efluyjo de HCO; (Vaughan-Jones 1986), como puede observarse en la
recuperacion del pHi luego de la alcalosis.

Como se explico anteriormente, los episodios isquémicos provocan acidosis
intracelular. Experimentos realizados en corazones de hurén demostraron que los mecanismos
dependientes de HCO;" (intercambio C1/HCO; mediado por AE, y co-transporte Na'/ HCO3~
mediado por NBC) son responsables de por lo menos el 40% de la actividad de recuperacion
de pH en el periodo post-isquémico (Vandenberg, Metcalfe et al. 1993; Vandenberg, Metcalfe
et al. 1994).

Asimismo, se han observado efectos cardioprotectores en corazones tratados con
inhibidores del intercambio anidnico, con derivados del acido disulfonico estilbene (4-

acetamido-4'-isotiocianoestilbene-2,2'-disulfonato, SITS) (Tanaka, Matsui et al. 1996;
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Ramasamy, Hwang et al. 2001). Sin embargo, estos compuestos también inhiben el transporte
de 4cidos grasos (Ramasamy, Hwang et al. 2001) y a la AC (Vaughan-Jones, Villafuerte et al.
2006), lo cual generaria efectos cardioprotectores reduciendo el transporte de &cidos e
impidiendo la sobrecarga de Na', respectivamente.

Por otro lado, se demostrd6 que el SITS inhibié la recuperaciéon de un episodio
isquémico en el miocardio de conejos, sugiriendo que los AE podrian alcalinizar los miocitos
(Nakanishi, Gu et al. 1992). Debido a que el SITS también inhibe a los canales de CI" y al
cotransportador Na’/ HCO; NBCI en el miocardio, estos experimentos son dificiles de
interpretar.

En resultados recientes, usando anticuerpos inhibitorios de la funcién de CI'/ HCOs”
mediada por AE3, se demostré un aumento del pHi en miocitos de rata, lo cual llevaba a un
aumento en la fuerza contréctil (Cingolani, Chiappe et al. 2003; Chiappe de Cingolani, Ennis
et al. 2006). Esto sugiere que, bajo condiciones normales, el AE3 acidifica los miocitos a
través del eflujo de HCOs', lo cual tendria mayores implicancias en el corazon cuando ese
mecanismo esta hiperactivo.

Es bien conocido que la Ang II regula la contractilidad y crecimiento del miocardio y
es, ademas, un factor estimulante de la activacion de la cascada de HC. En nuestro laboratorio,
ha sido demostrado que Ang II genera el aumento de la actividad tanto de los mecanismos de
extrusion de protones Na'-dependientes, el NHE y NBC, como del mecanismo acidificante
mediado por AE3, en el musculo cardiaco (Perez, Alvarez et al. 1995). Asimismo, en el
mismo trabajo, se ha encontrado que en condiciones experimentales en las cuales el HCOj5
esta ausente, la activacion del NHE1 produce un aumento significativo del pH. Sin embargo,
en condiciones fisiologicas, en las cuales hay abundante HCOj", los procesos reguladores de
pH dependientes de HCOs™ se activan al mismo tiempo que ocurre la activacion del NHE].
Un hecho importante, que es comunmente ignorado, es que cuando el NHEI se activa bajo
condiciones fisioldgicas, no se observa aumento de pHi (Ganz, Boyarsky et al. 1989; Pushkin,
Abuladze et al. 2000). Esto puede ser debido a que la alcalinizacion de las células que se
produce cuando se activa el NHE1 tiene un efecto autoinhibitorio sobre el propio NHEI. Por
lo tanto, la sobreactivacion del NHE1 no puede sostenerse sin la presencia de un mecanismo
acidificante de las células que actie como balance. Es interesante destacar que, bajo
condiciones en las cuales ocurre hipertrofia en cardiomiocitos, no se observan cambios en el
pHi en condiciones basales, pero si se pueden observar aumentos en la concentracién de Na”
citosolica (Ganz, Boyarsky et al. 1989). Este fenomeno de sobreactivacion del NHE1 sin

alcalinizacién celular, puede ser explicado inicamente por un mecanismo acidificante, como
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es el intercambio CI/HCO5” mediado por el AE3 que es activado en paralelo (Ganz, Boyarsky

et al. 1989), y que es regulado ademas por la PKC. (Sterling and Casey 2002; Yamamoto,
Shirayama et al. 2007) (Fig. 4).

Anhidrasas Carbonicas e Hipertrofia Cardiaca Patologica

Se ha reportado que el bloqueo de las AC previene la HC. Hasta el momento no se
conoce si este efecto inhibitorio es mediado por el bloqueo de una AC presente en el citosol
de los miocitos, o bien, presente en la membrana, con su sitio catalitico localizado en el
exterior de las células. También se ha encontrado que el tratamiento con inhibidores de la AC,
tales como ETZ y MTZ, inhibe la hipertrofia de miocitos cultivados en una relacion
dependiente de la dosis (10-100 uM), y puede revertir la hipertrofia una vez establecida
(Alvarez, Johnson et al. 2007). Datos recientes indican que la estimulacion mediante el uso de
agonistas adrenérgicos, como la fenilefrina (FE, 10 uM), induce hipertrofia de cardiomiocitos
cultivados de neonatos de ratas y miocitos cultivados de ratones adultos. La FE incrementa la
expresion de genes marcadores de la HC como el péptido natriurético atrial (ANP), y también
de la ACII tanto a nivel del ARNm como a nivel de proteinas . ETZ normaliz6 la expresion
de ANP y ACII, consistente con la normalizacion de la hipertrofia (Alvarez, Johnson et al.
2007). Ademas, se ha encontrado que AE3fl se activa por la estimulacion adrenérgica, pero no
asi el transportador de HCO; mas abundante en miocadio, SLC26A6, lo cual refuerza la idea
de que el intercambiador CI/HCO3™ AE3fl es la isoforma que se activa durante la HC. Otros
datos que apoyan al presente modelo estdn basados en perfiles de genes, los cuales sugieren
que la expresion de la ACII esta aumentada en el corazon hipertrofico de raton (Domenighetti,
Ritchie et al. 2004) y corazones hipertroficos e insuficientes de humanos (Alvarez, Quon et
al.).También el efecto de ETZ sobre la inhibicion del crecimiento celular ha sido probado en
otros sistemas (Chegwidden and Carter 2000; Takahata, Kumano et al. 2004). La ETZ usada
en una dosis de 100 uM inhibe el crecimiento de tres lineas celulares. Sin embargo, no se
elucidaron las bases fisiologicas de dicha inhibicion. Estos resultados no son inconsistentes
con el modelo de inhibicion de la actividad del NHE1 que ha sido propuesta, dado que tanto
NHE1 como ACII, estan universalmente expresados en células de mamiferos (Slepkov and
Fliegel 2002; Pastorekova, Parkkila et al. 2004). Un estudio reciente demostr6 que inhibidores
del NHEI que son comunmente usados, inhiben ademés a la ACII, en concentraciones
similares a las reportadas como anti-hipertroficas (Villafuerte FC 2007); esto sugeriria que al

menos una parte del efecto inhibitorio de ciertos inhibidores del NHEI sobre la HC, estaria
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dado a través de la inhibicion de las AC, y no del NHE1. Otros datos preliminares muestran
un aumento en los niveles de ARNm de las ACII y ACIV en corazones humanos hipertroficos
y corazones humanos con IC, lo cual apoya la idea que la activacion de la ACII y quizé otras

AC serian un componente de la sefal hipertrofica.

Metabolones de Transporte Ionico e Hipertrofia

Estudios recientes sobre el intercambio CI/HCO; que ocurre en el corazén, en
particular el mediado por AE3, conducen a la observacion que la activacion del AE3
conduciria a la HC. En particular, los estudios mencionan la activacion de AE3 por vias
intracelulares que activarian PKC. Ambos el NHE1 y el AE3 son activados por PKC. Mas
recientemente, se demostrd que ademas de los AE (AE1, AE2, y AE3), tanto el NHE1, como
los co-transportadores Na'/HCO;  (NBC; NBC1, NBC3), los cuales se mencionan junto al
NHEI1 como mecanismos alcalinizantes del miocardio, interaccionan fisica y funcionalmente
con la ACII (Sterling, Reithmeier et al. 2001; Li, Alvarez et al. 2002; Alvarez, Loiselle et al.
2003; Loiselle, Morgan et al. 2004; McMurtrie, Cleary et al. 2004; Pushkin, Abuladze et al.
2004; Li, Liu et al. 2006; Alvarez, Johnson et al. 2007) formando un MTI. Recientemente, en
nuestro laboratorio, a partir de estudios realizados en papilares aislados de corazén de rata se
ha encontrado que la interaccion de NHE1 con ACII constituye un componente de la segunda
fase de fuerza en respuesta al estiramiento miocardico y potencia el transporte de H' mediado
por NHEI1. El estiramiento del musculo cardiaco precede a la HC (Vargas, Diaz et al. 2013).
Todas estas observaciones permitirian pensar que el AE3fl, el AE principal en el corazon de
mamiferos, es esencial para las sefales hipertroficas que actian a través del NHE].

Otra observaciéon que no puede dejarse de lado es que AE3 también actuaria en
contraposicion de los NBC, mecanismos alcalinizantes que también han sido implicados en
patologias cardiacas (Khandoudi, Albadine et al. 2001). La accién combinada de AE3fl,
NHE1 y NBC, resultaria en una carga celular neta de NaCl, sin cambios en el pH;, lo cual
concuerda con los hallazgos de elevacion del Na'; sin cambios en el pH; en miocitos
estimulados por agentes hipertroficos.

El nexo entre la actividad de transporte mediada por estos transportadores i6nicos y la
sefial hipertrofica podria ser la ACII. La actividad catalitica de la ACII produce HCOs™ + H,
sustratos necesarios para los flujos mediados por AE3/NBC y NHEI, respectivamente. De

esta manera, ACII, NHE1, NBC y AE3fl estarian asociados. La co-activacion de NHE1-
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NBC/ACII y AE3 seria patologico debido a que la activacion de NHE1 y NBC podria
sostenerse en el tiempo sin ser inhibida por pH alcalino, pues la co-activacion de mecanismos
acidificantes (AE3fl) no cambian el pH; (Perez, Alvarez et al. 1995; Alvarez, Johnson et al.
2007; Cingolani and Ennis 2007).

29



OBJETIVOS



Hipétesis de Trabajo

Cuando se activa el MTI formado por NHE1/ACII/AE3{l se estimula la HC. Datos
preliminares apoyan la hipotesis que las proteinas que forman este MTI interaccionan
funcionalmente. Sin embargo, todavia existen componentes del metabolon que no han sido
identificados. Entre estos componentes se encuentran los NBC, ACIV y ACXIV. Se propone,
por lo tanto, explorar el rol de una de estas proteinas, la ACXIV, en procesos fisologicos y
fisiopatologicos en el corazdn. Se hipotetiza que AE3 interactua con la isoenzima ACXIV
tanto fisica como funcionalmente, formando un MTI que maximiza el flujo de HCO3" a través
de la membrana. Se propone, ademas, que este metabolon es activado en ciertas condiciones

patologicas como la HC.

Objetivo General

3 Proveer informacion adicional para el modelo del MTI formado por NHE1/ACII/AE3fl en
animales, con el fin Gltimo de usar la inhibicion de la AC para el tratamiento de la HC y la

IC.

Objetivos Especificos

3P Estudiar la asociacion fisica entre AE3 y ACXIV en el miocardio, evaluando la
posibilidad de la formacion de un complejo proteina-proteina en membranas de células

musculares cardiacas.

38 Examinar la expresion proteica de las diferentes isoformas de AC expresadas en corazon,

incluyendo la ACXIV.

38 Estudiar la posible interaccion de ACXIV con el transportador de HCO3™ predominante en
corazon, Slc26A6, de manera de incluir o descartar su participacion en los experimentos

de transporte de HCOj realizados en el presente trabajo.

30 Investigar el rol funcional de la asociaciéon de AE3 y ACXIV en el musculo cardiaco

normal de mamiferos.
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30 Investigar el rol funcional de la asociaciéon de AE3 y ACXIV en el musculo cardiaco

hipertréfico de mamiferos.
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MATERIALES Y METODOS



Animales

Se utilizaron ratones de aproximadamente 3 meses de edad. Los ratones knock-out
(KO) para ae3 (ae3’/) fueron producidos por mutagénesis dirigida, como se ha descripto
previamente (Shah, Ulmasov et al. 2005; Alvarez, Gilmour et al. 2007).

Se utilizaron ratas machos de las cepas espontdneamente hipertensas SHR y Wistar
provenientes de los laboratorios Charles River, Wilmington, Massachussets, USA. Las ratas
Wistar constituyen una cepa de ratas albinas exocriadas pertenecientes a la especie Rattus
norvegicus. Esta cepa fue desarrollada en 1906 en el Instituto Wistar de Filadelfia para su
utilizacion en investigacion biologica y médica por el fisidlogo Henry Donaldson. Las cepas
de la mayoria de los laboratorios descienden de la colonia establecida en el Instituto Wistar, y
actualmente es una de las cepas mas populares en investigacion. En el presente trabajo se
utilizaron ratas Wistar como control normal (normotrofico). Las ratas SHR fueron
introducidas originalmente en el afio 1963 por Okamoto y Aoki (Okamoto and Aoki 1963)
mediante seis generaciones de endocria a partir de una pareja de ratas de la cepa Wistar que
presentaba PA persistentemente elevada. Constituyen un modelo para el estudio de la
progresion natural de hipertrofia ventricular izquierda, producida por un aumento de la
poscarga.

Todos los animales fueron mantenidos en el bioterio de la facultad de Ciencias
Meédicas bajo las mismas condiciones, con libre acceso a alimento balanceado y agua. Todos
los protocolos en los que se utilizaron animales se aplicaron de acuerdo a las normas regidas
por el Comité de Bienestar Animal de la Facultad de Medicina de La Plata y la Guia para el

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Ley de la Reptiblica Argentina No. 14346)

Extraccion de Corazones

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico 35mg/Kg por via
intraperitoneal. Se establecid que se encontraban en fase de anestesia profunda comprobando
la ausencia de reflejo tendinoso y corneal. Luego se realizd la toracotomia mediante una
incision a nivel del esternon. Con el torax abierto, rapidamente se realiz6 un corte a nivel de la
aorta para extraer el corazon y colocarlo en la solucién correspondiente segin al protocolo a

seguir.
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Preparacion de Lisados de Corazon de Rata y Raton

Luego de realizar las extracciones como se describid en el apartado anterior, cada
corazdn fue colocado en 4 ml de una solucion en frio de Buffer de Inmunoprecipitacion (BIP)
compuesta por 1% Igepal, 5 mM EDTA (4cido etilendiaminotetraacético), 0,15 M NacCl, 0,5%
deoxicolato, 10 mM Tris-HCI con un pH 7,5, ademas se le afiadieron 2 mg/ml de Suero
Albumina Bovina (SAB) e inhibidores de proteasas (Complete Mini, EDTA-free Tablets,
Roche) en la concentraciéon indicada por la empresa, es decir, un comprimido cada 10 ml de
solucion. Seguidamente, se realizaron tres pasos de homogeneizacion, utilizando un Polytron
(Kinematica GMBH, Suiza), de 10 s cada uno, separados por 30 s. Luego, se incubaron
durante 10 min para completar la accion del buffer. Todo el procedimiento se realizo en hielo.
A continuacion, los homogenatos obtenidos se centrifugaron a 1440 g durante 5 min en una
centrifuga Beckman G5-6K para separar los restos de tejido no homogeneizados. Los pellets
fueron descartados y se conservaron los sobrenadantes como lisados de corazén que

posteriormente se utilizaron en los diferentes protocolos.

Células HEK 293

La linea celular HEK 293 son células embrionarias humanas de rifion (sus siglas
provienen del inglés, Human Embryonic Kidney cells) muy comunmente utilizadas debido a
su alta eficacia de transfeccion. Estas células disponibles actualmente para su
comercializacion fueron generadas originalmente por el grupo de Graham en el afio 1977
mediante la transformacion con fragmentos de ADN del adenovirus tipo 5 (AdS). De esta
manera, las células HEK 293 han incorporado Ad5 en su cromosoma 19. En el presente
trabajo, considerando su alta eficiencia de transfeccion y que no expresan de manera
endogena los intercambiadores AE, se seleccionaron estas células como herramienta de

expresion de proteinas.

Preparacién de Lisados de Células HEK 293

Las células HEK 293 fueron crecidas en placas de Petri de 60 mm en estufa a 37°C
con 5% CO2 y 95 % de aire hiimedo. Se utiliz6 medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) suplementado con 5% (v/v) de suero fetal bovino y 10% de
penicilina/estreptomicina. Cuando llegaron a un 80-90% de confluencia, se elimind el medio

DMEM de las placas y se lavd 2 veces con buffer fosfato salino PBS (del inglés, Saline
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Phosphate Buffer) estéril cuya composicion es 137 mM NaCl, 2,7 mM KCIl, 10 mM
NaH,PO4, 2 mM KH,PO, y pH 7.4. Seguidamente, se afiadieron 250 pl de buffer BIP con
inhibidores de proteasas (Complete Mini, EDTA-free Tablets, Roche) en una concentracion
de 1 comprimido cada 10 ml y se cosecharon las células utilizando scraper. Luego fueron
lisadas mecanicamente utilizando jeringas. Finalmente, se realizd una incubacion en hielo

durante 10 min para permitir la accion de los componentes del buffer.

Transfeccion de Células HEK 293

Las células HEK 293 crecieron como se detalla mds arriba y 12 h antes de la
transfeccion se cambid el medio por uno de igual composicion pero sin agregado de
antibioticos. Cuando se llegd a una confluencia del 90% se procedi6 a la transfeccion. Se
utilizaron diferentes construcciones para expresion en células de mamifero para: ACXIV de
raton (Parkkila, Parkkila et al. 2001), AE3c de rata (Sterling and Casey 1999), AE3{l de rata
(Sterling and Casey 1999), AE3-HA de rata (Camilion de Hurtado, Alvarez et al. 1998;
Alvarez, Fujinaga et al. 2001) y SLC26A6 de humano (Alvarez, Kieller et al. 2007). Se
realizaron transfecciones individuales con ACXIV, AE3c, AE3fl, AE3-HA o co-
transfecciones con plasmidos con ADNc de AE3-HA y ACXIV, AE3-HA y ACXIV VI159Y
mutante. El método utilizado fue el de lipofectamina (Lipofectamin 2000TM transfection
reagent, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y se siguieron los pasos de acuerdo al manual. Por
cada plato de células se prepar6é una suspension A compuesta por lipofectamina 4% v/v en
medio con suero reducido Opti-MEM® y una suspension B compuesta por 2 pg/ul de ADNc
en el medio Opti-MEM®. Para el caso de las transfecciones individuales en la suspension B
se coloco un 1 pg/ul de ADNc de interés y para completar la cantidad de 2 pg/ul se anadio 1
ug/ul de pADNc. Para las co-transfecciones se utilizé 1 pg/ul de cada uno de los dos ADNCc.
Luego se afiadio la suspension B en la suspension A en una proporcion 1:1 y se incubo
durante 5 min para permitir la formacion de los complejos ADN-lipidos. Seguidamente, la
suspension final se colocd cuidadosamente en gotas sobre las células. Finalmente, se dejaron
crecer durante 24 h bajo las condiciones descriptas anteriorermente para permitir la expresion

de las proteinas de interés codificadas en las construcciones.
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Aislamiento de Cardiomiocitos de Rata

Luego de anestesiar a la rata y realizar la toracotomia como se describié mas arriba, el
corazdn fue inyectado rapidamente con 700 ul de heparina sédica (200 U/ml) para evitar la
formacion de codgulos y se lo extrajo realizando un corte en la arteria aorta. Inmediatamente
fue canulado en un sistema de Langendorff (Fig. 5) para realizar una perfusion retrograda con
diferentes soluciones de manera secuencial:

(1) 5 min de solucién de lavado Hepes (146,2 mM NacCl, 4,69 mM KCI, 11 mM Glucosa, 10
mM Hepes, 0,35 mM NaH,PO4.H,0, 1,05 mM MgS0,47.H,0, pH 7,4 con NaOH) con 1,35
mM de CaCl..

(2) 5 min de soluciéon Hepes con 0,1 mM de EGTA (4cido etilenglicoltetraacético).

(3) 15 min de solucion de digestion enzimatica (Hepes con 0,06 mM CaCl,, 0,5 mg/ml de
colagenasa, 1 mg/ml de suero albumina bovina y 0,1 mg/ml de proteasa).

Todas las soluciones se burbujearon con O, al 100% y se mantuvo una temperatura de
37°C.

Finalmente, se desmontd el corazén, se lo coloco en la solucion de digestion
enzimatica y se termino la disgregacion del tejido realizando cortes mecanicos y pipeteos. Los
cardiomiocitos aislados se resuspendieron en solucién Hepes 0,06 mM de CaCl, y, para evitar
la muerte celular por recalcificacion, se realizaron lavados secuenciales con soluciones de
concentraciones de calcio crecientes (solucion Hepes con 0,12 mM, 0,24 mM y 0,48 mM de

CaCl,). La resuspension final se realizd en 1 ml de buffer Hepes 1,35 mM de CaCl,.
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Fig. 5. Esquema de Equipo de Langendorff.
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Determinacion de pH intracelular en Cardiomiocitos Aislados de Ratas

Para evaluar la actividad del AE3 se realizaron mediciones de pHi en presencia o
ausencia del i6n CI” con un sistema de epi-fluorescencia utilizando el indicador 2'-7'-bis (2-
carboxietil)-5, 6-carboxifluoresceina acetoxi-metil-ester (BCECF-AM). El funcionamiento de
este indicador se basa en que en su forma “AM” o acetoxi-metil-ester atraviesa facilmente la
membrana de manera que, una vez en el citosol, las estereasas intracelulares cortan la porcion
AM para liberar la forma 4cida del indicador, que es la que posee la propiedad de fluorescer
cuando se combina con el ion H'. De esta manera, los cardiomiocitos aislados por el sistema
Langendorff descripto mas arriba, fueron cargados con 10 pg/ml de BCECF-AM e incubados
a 37°C durante 20 minutos. Luego se realiz6 un lavado para eliminar el excedente del
indicador y se resuspendieron en 1 ml de solucion buffer HCO;™ con [Cl'] normal compuesta
por: 5 mM KCIl, 140 mM NaCl, 1 mM MgSO4, | mM gluconato de calcio, 5 mM glucosa, 25
mM NaHCOs;, 10 mM Hepes, 2,5 mM NaH,PO4, 1,35 mM CaCl,, pH 7,4, en presencia o
ausencia del inhibidor de AC impermeable a membrana, BZ 10 uM.

Los cardiomiocitos cargados fueron colocados en una cubeta ubicada en la platina de
un microscopio invertido (Nikon TE 2000-U) y perfundidos con el buffer HCO;™ con [CIl]
normal durante 5 min y luego con un buffer libre de CI" durante 10 min. El buffer HCOs" libre
de CI” contenia 5 mM gluconato de potasio, 140 mM gluconato de sodio, | mM MgSOQOy, 1,35
mM gluconato de calcio, 5 mM glucosa, 25 mM NaHCO;, 10 mM Hepes, 2,5 mM NaH,;POy,
pH 7,4. Ambos buffers fueron burbujeados continuamente con 5% CO, y 95% O,. Durante la
perfusion los miocitos fueron estimulados con dos electrodos de platino a ambos lados del
bafio a 0,5 Hz y se excitaron alternativamente a 440 nm y 495 nm con una lampara de Xenon
de 75 watts arc lamp. La fluorescencia emitida de miocitos individuales se colecté con un
tubo fotomultiplicador equipado con un filtro a 535 nm. El cociente de fluorescencia a 495
nm y 440 nm se digitaliz6 a 10 kHz utilizando un software de analisis de fluorescencia, ION
WIZARD. Cuando los miocitos son expuestos al buffer libre de CI, el intercambiador AE3
actiia en su forma reversa, es decir, elimina Cl" hacia el medio extracelular y permite el
ingreso HCO3™ (Boyarsky, Ganz et al. 1988; Jiang, Stuart-Tilley et al. 1994), lo cual produce
una alcalinizacién obervada por un aumento del cociente 495/440 de fluorescencia emitida.

Al finalizar cada experimento, se realizé una calibraciéon con el método de alto K'-
nigericina (Casey, Sly et al. 2009). La solucién de alto K™ contiene 140 mM KCI, 1 mM
MgCl, 1,35 mM CaCl,, 5 mM Hepes, 4 mM cianuro de sodio y 20 mM BDM. Ademas, se

afiadieron 10 pM de nigericina, un intercambiador de H”K" que iguala la [H'Je con la [H']i
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cuando el K" extracelular e intracelular es el mismo. El pH del buffer se ajusté con KOH o
HCI para cuatro diferentes valores entre 6,5 y 7,5. Los valores obtenidos se ajustaron por
regresion lineal. Esto permitié transformar las unidades arbitrarias de fluorescencia del
cociente 495/440 en unidades de pHi.

La tasa de cambio inicial de pHi provocada por la exposicion de las células al buffer
libre de CI', se calculd ajustando por regresion lineal los valores de pHi obtenidos durante el
primer minuto inmediatamente después de realizar el cambio de buffer [CI'] normal a buffer

libre de CI". La tasa de HCO3 (JHCO3 en mM.min™") se calcul6 con la siguiente ecuacion:
Ju'mco; = Btot dpHi/dt

donde Ptot es la capacidad buffer total que se calcula como la suma de la capacidad buffer
intrinseca (Pi) y el poder buffer debido a la relacion CO,/HCOs intracelular (Bco,). Se
considerd que BCO; es 2,3 veces mayor que la [HCOs]i, asumiendo un sistema abierto con el
CO; y que sus valores de solubilidad y pK son iguales a ambos lados de la membrana celular.
La [HCO;s]i para cualquiera de los valores de pHi se calculd utilizando la ecuacion de

Henderson-Hasselbalch donde:
[HCO;]i= [HCOsJe 10(®Hi-pHe)

Bi se calculd a partir del cambio en la [HCO;']i producido por la exposicion de las

células al COy:

Bi = A[HCO5 Ji/ApHi

Determinacion del pH intracelular en Células HEK 293

Para el estudio del efecto de ACXIV sobre la actividad de AE3 se midieron los
cambios de pHi en células HEK 293 transfectadas o sin transfectar (control) en presencia o
ausencia del i6n CI'. Para ello, las células transfectadas o control, mantenidas bajos las

condiciones descriptas mas arriba, se cosecharon y resuspendieron en una solucion buffer

HCOs™ con una [celular] =10 pg/ml. Luego se incubaron con BCECF-AM (10 pl/ml de

resuspension celular) durante 20 min a 37°C. Luego se lavaron y se resuspendieron en la
solucion buffer HCOs™ con [Cl] normal con o sin el inhibidor de AC impermeable a

membrana, BZ 10 pum. Seguidamente, en una cubeta que contenia 2 ml de la solucion buffer
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HCOj libre de CI” con o sin BZ ubicada en un espectrofluorometro, se colocaron 0,1 pg de
las células cargadas para inducir la actividad de AE3 en su forma reversa, como se explicé en
el apartado anterior. Alli las células se excitaron a 503 nm y 403 nm, y se colectd la
fluorescencia emitida a 535 nm a lo largo del protocolo. Las suspension de células se mantuvo
con agitacion constante y todas las soluciones buffer fueron burbujeadas continuamente con
5% CO,y 95% O,.

La actividad de transporte de CI/HCO; de AE3fl-HA se midi6 durante Ia
alcalinizacioén inducida por la exposicion de las células al buffer HCOs™ libre de CI, en
presencia de 30 uM de EIPA (5-(N-etil-N-isopropil) amiloride (Sigma)) para bloquear la
actividad de intercambio de NHE1.

El pHi se calculé con el método de alto K'-nigericina (Casey, Sly et al. 2009), tal
como se explico en el apartado anterior. La tasa inicial de cambio de pHi por exposicion de
las células al buffer HCOs libre de CI” se calculd por ajuste a una regresion lineal de los
valores de pHi durante el primer minuto inmediatemante después de colocar las células en el
buffer libre de CI'. La tasa de HCO3;™ (JHCO3 en mM.min'l) se estimo como se describe en el
apartado anterior. La actividad de transporte de las células control se obtuvo a partir de la tasa
total para asegurar que las tasas obtenidas fueron Unicamente de la actividad de tranporte de
AE3-HA. La relacion entre la razéon de fluorescencia 503 nm/440 nm y el valor de pH

obtenido en cada paso fue lineal.

Aislamiento de Membranas Celulares de Corazon de Ratas

Los aislamientos de membranas se prepararon a partir de los ventriculos de corazon
de ratas adultas SHR y Wistar. Se procesaron como se explico anteriormente bajo el subtitulo
“preparacion de lisados de corazon”. Los homogenatos se centrifugaron a 1.441 x g durante 5
min en una centrifuga Beckman G5-6K. Se tomaron los sobrenadantes y se centrifugaron a
66.700 x g durante 30 min a 4°C en un rotor Beckman TLA 100.4. La fraccion de membrana
resultante se resuspendié en 300 ul de PBS.

La concentracion de proteinas obtenida se midi6 en un espectrofluorometro Qubit
(Invitrogen) utilizando el kit Quant-iT protein assay (Molecular Probes/Invitrogen Labeling

Detection, Eugene, OR, USA) de acuerdo a las instrucciones del manual.
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Co-inmunoprecipitacion

Los homogenatos de corazon se centrifugaron a 1.440 x g durante 5 min en una
centrifuga Beckman G5-6K. Se tomaron los sobrenadantes y se determinaron las
concentraciones de proteinas utilizando el espectrofluorémtro Qubit (Invitrogen). Se tomaron
5 mg de proteinas y se afiadieron 50 pl de proteina recombinante G sefarosa (rec-Protein A-
Sepharose® 4B Conjugate, Invitrogen) o Proteina A sefarosa (50% slurry). Se incubd durante
3 h a 4°C vy, posteriormente, se centrifugd a 8000 x g durante 5 min para eliminar
interacciones inespecificas que pudieran interferir con el experimento. Luego, se incubd el
sobrenadante durante toda la noche en agitacion a 4°C con 100 pl de proteina G sepahorosa o
100 pl de proteina A sefarosa y los siguientes anticuerpos:

__anticuerpo policlonal de chivo anti-ACXIV (6 ul, 1.2 ug IgG) 6
_suero no inmune (SNI) de chivo (6 ul), 6

__anticuerpo policlonal de conejo anti-AE3 (5 pl, 1.5 pg IgG), 6
__anticuerpo de conejo anti-AE3c (5 pl, 1.5 pg IgG).

Luego se realizaron lavados secuenciales de la resina con las siguientes soluciones:
_ Solucion 1: 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.1% NP40, 1 mM EDTA, 0.15 M NacCl.

_ Solucion 2: 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 2 mM EDTA, 0.05% SDS
_ Solucion 3: 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 2 mM EDTA.

Finalmente, la resina se resuspendid en igual volumen de SDS/PAGE sample buffer
2X.

Las muestras se corrieron por electroforesis en geles de 7,5% o 10% de poliacrilamida
tal como se describe en el apartado “Inmunodeteccion”. Las membranas de transferencia de
PVDF se revelaron con anticuerpo de conejo anti-AE3 (SAS8) en una dilucion 1:2000,
anticuerpo de conejo anti-AE3c de una dilucion 1:1000 o con anticuerpo de chivo anti-

ACXIV 1:500.

Doble Inmuno-marcacion de Miocitos cardiacos de Raton

Se aislaron miocitos mediante el proceso explicado anteriormente en el apartado
“aislamiento de cardiomiocitos de rata”. Luego, las células disociadas se sembraron en
portaobjetos de 22x22 mm con laminina (25-50 pg/ml) y se incubaron a temperatura
ambiente durante 30 minutos para permitir la adhesioén celular. Posteriormente, los miocitos

se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% p/vol incubando durante 15 min
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a temperatura ambiente. Seguidamente, se realizo la fijacion-permeabilizacion de los miocitos
mediante incubacion por 15 min en hielo (-20°C) con metanol al 100% vol/vol. Luego, se
lavaron con PBS y se permeabilizaron con el surfactante no i6nico Triton X-100 al 0,1%
vol/vol en PBS durante 15 min a temperatura ambiente. A continuacién, se realizaron dos
lavados con PBS de 5 min cada uno. Luego, se procedio al bloqueo incubando con 5% SAB
en PBS durante 20 min (Alvarez, Kieller et al. 2007).

Posteriormente, los miocitos se incubaron con diferentes combinaciones de
anticuerpos primarios diluidos 1:100 en una solucion de PBS con 0,1% p/vol de gelatina. La
incubacion se realizd durante una hora a temperatura ambiente en una camara humeda para
evitar la evaporacion de la solucion. Los anticuerpos utilizados fueron:

_anticuerpo de conejo anti-ACXIV (H-107, Santa Cruz, CA, USA) y anticuerpo de chivo
anti-vinculina (N-19, Santa Cruz, CA, USA), 6

_ anticuerpo de chivo anti-ACXIV y anticuerpo de conejo anti- a-actinina (H300, Santa Cruz,
CA,USA), o6

_ anticuerpo de chivo anti-ACXIV y anticuerpo de conejo anti-AE3 de raton (AP3).

Luego de la incubacion, para eliminar los excedentes de anticuerpos, se realizaron 3
lavados de una duracién de 5 min cada uno en PBS 0,2% p/v de gelatina.

Como anticuerpos secundarios se utilizaron anticuerpo de pollo anti-conejo conjugado
a Alexa Fluor® 488 y anticuerpo de pollo anti-chivo conjugado a Alexa Fluor® 594 (Life
Technologies™), ambos en diluciones de 1:200. Estos anticuerpos secundarios poseen la
caracteristca de estar conjugados a un fluorocromo fotoestable, brillante y con baja
sensibilidad al pH. Finalmente, los miocitos tratados se lavaron 3 veces en PBS 0,2% de
gelatina y 2 veces solo en PBS.

Para el estudio de fluorescencia se montaron y observaron los portaobjetos en

microscopio confocal siguiendo los pasos que se explican en el siguiente apartado.

Andlisis de Imdgenes por Microscopio Confocal

Las células inmunomarcadas fueron montadas utilizando un reactivo ProLong®
Antifade (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Este reactivo se coloca sobre las muestras
ubicadas en portaobjetos para evitar que el indicador fluorescente se disipe durante los
experimentos de microscopia de fluorescencia. Ademas se coloco aceite de inmersion sobre
los cubreobjetos y se observaron las muestras con un objetivo X 63 (apertura numérica 1,4,

plan Apochromat) con una resolucion de 0,5-0,7 pm de profundidad de campo. Se utiliz6é un
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filtro para integrar las sefiales colectadas por 4 fotos (7 s/foto) para disminuir el ruido. Las
fotos de las muestras se recolectaron con un sistema de imagenes del microscopio confocal
Zeiss LSM 510 laser-scanning montado sobre un controlador Axiovert 100M.

Las imagenes se analizaron utilizando el software Image-Pro Plus. El analisis
estadistico de co-localizacion se estudido con el Coeficiente de Correlacion de Pearson
(Zinchuk, Zinchuk et al. 2007). Este coefieciente es una de las medidas estdndar para el

reconocimiento de patrones de co-localizacion y su formula es:

Z (Sli - Slnrom)(szi - Szorom)

r=
«/ % (S1i=Slprom)* T (S2i— S2prom)”

Donde S1 representa la intensidad de los pixeles en el canal 1 y S2 representa la
intensidad de la sefial de los pixeles el canal 2; Slpromy S2prom reflejan el promedio de
intensidades de estos respectivos canales. Se utiliza para describir la correlacion de las
distribuciones de las intensidades entre los canales. Se considera Unicamente la similitud de
las formas, ignorando las sefiales de intensidades. Los valores de r entre -0.3 y 0.3 indican
poca o ninguna asociacion, los valores de r entre 0.3 y 0.7 indican una débil asociacion

positiva y los valores entre 0.7 y 1.0 indican una fuerte asociacion positiva.

Determinacion de la Concentracion de Proteinas

La concentracion de proteinas en las diferentes muetras se midid0 en un
espectrofluorémetro Qubit (Invitrogen) utilizando el kit Quant-iT protein assay (Molecular
Probes/Invitrogen Labeling Detection, Eugene, OR, USA) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. A partir de diluciones apropiadas de cada una de las muestras se realizaron las

determinaciones por triplicado.

Inmunodeteccion (Western Blot)

Electroforesis: para la separacion electroforética de las proteinas se utilizaron geles de 7,5—
12% poliacrilamida (30% acrilamide/Bis Solution, 37,5:1 acrilamide, Bio-Rad), PSA
(persulfato de amonio), Buffer Separating (Tris, SDS, pH 8,7) y TEMED. El stacking gel
estaba compuesto por Buffer Stacking (Tris, SDS, pH 6,8), acrilamida, TEMED, PSA. Las

muestras se prepararon agregando igual volumen de Buffer de Siembra 2X (glicerol, SDS, Tris,
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azul de bromofenol, B-mercaptoetanol, pH 6,8). Se sembrdé un volumen apropiado de las
muestras en el gel, mas 8 ul. de marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Standards,
Bio-Rad). Para la corrida electroforética se utilizo un Buffer de Corrida (Tris, Glicina) y se
realizd a temperatura ambiente a 100 V, suministrados por una fuente de poder PS 251-2
(Sigma-Aldrich).

Transferencia: las proteinas separadas por su peso molecular fueron transferidas a
membranas de PVDF (Millipore). La transferencia se llevo a cabo empleando un buffer de
transferencia (Tris, Glicina, 20% metanol), a 100 V durante 1 h.

Bloqueo: las membranas se bloquearon durante 40 min en agitador orbital (Decalab) a
temperatura ambiente con solucion T-TBS (Tris, NaCl, Tween) con 10% de leche en polvo
descremada (Molico) o con 5% SAB, de acuerdo al protocolo.

Incubacion con anticuerpo primario especifico: Las membranas se incubaron con 10 ml de
la dilucidn correspondiente de anticuerpo primario contra la proteina de interés, en T-TBS con
1% de SAB. Este procedimiento se realiz6 ““over-night™, a 4°C y con agitacion orbital.

Lavado del anticuerpo primario: para eliminar el anticuerpo primario que se hubiere
adherido inespecificamente a la membrana, luego de retirar el anticuerpo primario se realizaron
3 lavados de 10 min cada uno con T-TBS a temperatura ambiente en agitador orbital.

Incubacion con anticuerpo secundario: las membranas se incubaron durante 80 min a
temperatura ambiente y con agitacion, con 10 ml de la diluciéon apropiada del anticuerpo
secundario correspondiente en T-TBS con 1% de SAB o0 5% de leche en polvo descremada. El
anticuerpo secundario estd acoplado a la enzima peroxidasa de rabano (HRP, del inglés
“Horseradish Peroxidase”) y esta disefiado para reconocer la fraccion Fc especifica de la
especie en la que se obtuvo el anticuerpo primario, haciendo de nexo de esta manera entre la
proteina de interés y el sistema posterior de deteccion.

Lavado del anticuerpo secundario: se realizd6 de la misma manera que el lavado del
anticuerpo primario.

Revelado: se utilizo el sistema de deteccion ECL Plus (Amersham) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La reaccion se basa en la generacion de éster de acridinio a partir
de un sustrato, agua oxigenada y la HRP, en las condiciones alcalinas del medio esta sustancia
se oxida generando un producto excitado que emite sefial quimioluminiscente que puede ser
detectada y cuantificada. La deteccion se realizd mediante la camara CCD de un equipo

Chemidoc XRS (Bio-Rad) que captura y digitaliza las imagenes.
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Cuantificacion: se cuantifico la intensidad de las bandas por densitometria utilizando el

programa Image J.
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RESULTADOS



Asoctacion Fisica del Intercambiador C£/HCOs AE3 y la ACXIV

Para estudiar la interaccion fisica entre el intercambiador CI/HCO3;” AE3 y la ACXIV,
primeramente, se realizaron experimentos de co-inmunoprecipitacion (co-IP) en homogenatos
de corazén de raton. Como se dijo anteriormente, los mamiferos expresan en el corazon dos
isoformas de AE3: AE3fl y AE3c (Linn, Kudrycki et al. 1992). Estas dos isoformas estan
ampliamente expresadas en la poblacion de miocitos ventriculares y se localizan en el
sarcolema, tabulos-T y, en menor medida, en el RS (Alvarez, Kieller et al. 2007). La
inmunoprecipitacion (IP) se realizo a partir de ventriculos de corazon de raton utilizando un
anticuerpo de chivo anti-ACXIV. Luego, se evaluaron las proteinas inmunoprecipitadas
mediante la técnica de Western Blot (WB) utilizando para el revelado un anticuerpo de conejo
anti-AE3 Ct. Este tltimo reconoce tanto la isoforma AE3fl como AE3c. Como resultado se
obtuvo que el anticuerpo de chivo anti-ACXIV fue capaz de inmunoprecipitar ambas
isoformas, AE3c y AE3fl, de los lisados de corazon de raton salvaje (Fig. 6).

Con el objetivo de confirmar que la proteina co-inmunoprecipitada se trataba de AE3,
se repitieron las inmunoprecipitaciones a partir de homogenatos de corazén de ratones KO
ae3” (Fig. 6). En los analisis posteriores obtenidos por WB no se detectd la inmuprecipitacion
de ninguna de las isoformas de AE3 (Fig. 6A). Asimismo, pudo corroborarse la ausencia de
expresion de AE3 en el corazon de estos ratones KO ae3” a partir de resultados de WB
realizados con muestras de lisado total de corazon (Fig. 6A).

De manera similar, el SNI de chivo que fue utilizado en reemplazo del anticuerpo de
chivo anti-ACXIV, no logr6 precipitar AE3 de los corazones de raton (Fig. 6B).

De esta manera, se demostro la especificidad de la interaccion de AE3/ACXIV

observada a partir de las inmunoprecipitaciones.
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Fig. 6. Asociacion fisica de AE3 y ACXIV en el corazon. CO-IP de lisados de corazon de raton.

Lisados totales de corazon de raton (Lis) de ae:"frl+ o ae3’/ fueron inmunoprecipitados (IP) con anticuerpo policlonal
contra ACXIV (A). Lisados de corazén de ratén ae3'/" se inmunoprecipitaron con anticuerpo contra ACXIV o con suero
preinmune (B). Luego, se realizo electroforesis de las IP en geles de acrilamida al 7,5%, se transfirieron a membranas de
PVDF y se revelo con anticuerpo de conejo policlonal contra AE3 (SA8).

En ambas figuras, las isoformas AE3fl y AE3c se indican con una punta de flecha rellena o vacia, respectivamente.

Para descartar que los resultados obtenidos se debian a una diferencia en la expresion
de ACXIV entre el corazon de raton ae3™* y el corazén de raton ae3™~ se midio la expresion
de ACXIV en lisados de corazon de ambos tipos de raton a partir de las bandas obtenidas por
la técnica de WB. Se observo una expresion similar de ACXIV en ambos lisados (Fig. 7).
Se utilizaron lisados de células HEK 293 transfectadas con ADNc de ACXIV como control

positivo o con vector vacio, pADNc3, como control negativo (Fig. 7).

Corazon HEK293

_*’b Fig. 7. Asociacién fisica de AE3 y ACXIV en
b ¥ el corazon. Expresion de ACXIV en corazén
EXRE S
& @ [ [ de ratones ae3” 'y ae3".
kDa LA & _ . ,
75 Llsaggs preparados a partir de corazon de ratones

ae3’’ 0 2e3, 0 2 partir de células HEK 293
transfectadas con vector (pPADNc3) o ADNc de ACXIV,
50— o —— - ‘Aﬂ}{l\," fueron analizados en geles de poliacrilamida al 10%,
Snan transferidos a membrana de PVDF y revelados con
. anticuerpo contra ACXIV. La posicion de ACXIV se

37— indica con una punta de flecha.

Del mismo modo, se realizaron inmunoprecipitaciones con lisados de corazon de ratas

Wistar utilizando anticuerpo de chivo anti-ACXIV. Los resultados obtenidos con la técnica de
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WB mostraron, al igual que con los experimentos en corazon de ratdon, que las isoformas de

AE3c y AE3fl co-inmunoprecipitaron con ACXIV (Fig. 8).

Fig. 8. Asociacion fisica de AE3 y

A i 0.@ B ACXIY en el corazon. Co-IP de AE3 y
(\.:,Q Qov ACXIY en corazon de ratas.
o
b O
i L\
° :,\o & Lisados (Lis) preparados a partir de corazon de
kDa { ] ratas fueron inmunoprecipitados con anticuerpo

anti-ACXIV (IP anticpo ACXIV) o sin anticuerpo
(IPsin anticpo). Luego, las muestras fueron
sometidas al proceso de WB utilizando como

' anticuerpos para el revelado anti-AE3fl y anti-
AE3c (panel A). Las muestras de los lisados se
revelaron también con anticuerpo anti-ACXIV
para medir la cantidad de proteina de ACXIV
inmunoprecipitada (panel B). La posicion de
AE3fl, AEc y ACXIV se indican con puntas de
flecha.

Asimismo, para confirmar los resultados obtenidos hasta el momento, se realizaron
experimentos de co-IP reciprocos, es decir, IP con anticuerpo de conejo anti-AE3 y revelado
en WB con anticuerpo de chivo anti-ACXIV a partir de homogenatos de ventriculos de
corazon de ratén salvaje y KO ae3”". En este caso, se utilizaron dos tipos de anticuerpos
contra AE3. Uno de ellos, AP3, es un anticuerpo policlonal que se dirige contra la zona Ct
que es comun a todas las variantes de AE3. El otro anticuerpo, reconoce solo la isoforma

AE3c (Sterling and Casey 1999) (Fig. 9).

AE3fl AP3 8¢ ()
NH2 COOH
wa{ ] I oo+
A
AE3c Ac (#)
200 aa

Fig. 9. Diagramas de los transcriptos de AE3fl y AE3c con las regiones reconocidas por
los anticuerpos contra AE3 utililizados para los experimentos de IP.

Como puede observarse en los inmunoblots de la Fig. 10, ambos anticuerpos
lograron inmunoprecipitar a la proteina ACXIV de los lisados de corazéon de raton

salvaje. En los lisados de corazén de raton KO ae3™ no se logré co-inmunoprecipitar
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ACXIV con ninguno de los dos anticuerpos utilizados contra AE3. Se observa también que la
expresion de ACXIV en lisados de corazon de ratones salvajes y KO ae3™” fue similar. Es
decir, los resultados observados de esta IP reciproca no se deben a una diferencia en la

expresion de la proteina ACXIV en las dos cepas de ratones utilizadas.

Fig. 10 Asociacion fisica de AE3 y ACXIV
en el corazon. IP del complejo

AE3/ACXIV de ventriculos de corazon de

kDa Lﬁr L ratén'

75 ——

: . L ++
Lisados de ventriculo izquierdo de ratones ae3 o

- . . .
“ h a o ae3 se inmunoprecipitaron (IP) con anticuerpo
50 - ACXIV anti-AE3 (AP3, AE3*) o anticuerpo anti-AE3c
-

(AE3c?). Luego, junto con muestras de lisados sin

37— ) oY :
inmunoprecipitar (No), fueron analizados en geles
IP No |AE3*|AE3#| No |AE3*|AE3#* de poliacrilamida al 10%, transferidos a membrana
Blot lacxivlacxivlacxivlacxiv[acxivlacxiv de PVDF y revelados con anticuerpo contra ACXIV
(blot). Los geles se cargaron con 50 ul de muestra

de lisados de corazon o 50 ul de las muestras
obtenidas mediante el proceso de IP a partir de
1,75 ml de lisado de corazon. La posicion de
ACXIV se indica con una punta de flecha.

Ademas, utilizando los anticuerpos AP3 y AE3c (presentados en la Fig. 9), se
examinaron las expresiones de las dos variantes de AE3, AE3fl y AE3c, en los lisados de
corazon de ratones utilizados posteriormente para los experimentos de inmunoprecitacion.
Para ello, se utiliz6 la técnica de WB. Como se observa en la Fig. 11, ambas isoformas se
detectaron en ratones a3 salvajes, pero no en lisados de corazones de ratones KO ae3 "

con ninguno de los dos anticuerpos utilizados.

A XX B Xy Fig. 11. Asociacion fisica de AE3 y
kD &> 'aéb KD o @é’-" ACXIV en el corazén. Expresion de
a ? a? AE3fl y AE3c en lisados de ventriculos de

150 — - corazon de raton.

100 — i 5 5 i =
Los lisados de corazén de raton ae3  y ae3
se analizaron por la técnica de WB para evaluar

75— la expresion de AE3fl y AE3c en cada una de las
muestras. Se utilizaron anticueropos anti-AE3
(AP3*) o0 anticuerpo anti-AE3c (AE3c). La
posicion de AE3fl y AE3c se indican con puntas
de flechas vacias o rellenas, respectivamente.

50



A partir de los resultados obtenidos hasta el momento, puede decirse que ACXIV
forma un complejo con las dos isoformas de AE3 expresadas en corazon de rata y raton
adulto, AE3fl y AE3c.

Para evaluar los efectos de la inhibicion de la actividad de ACXIV sobre la interaccion
fisica AE3/ACXIV, se repitieron los experimentos de co-inmuprecipitacion en presencia del
inhibidor de AC impermeable a membrana, BZ. Para ello, se utilizaron lisados de corazon de
rata Wistar que fueron incubados durante 20 min en presencia de BZ 10 uM o en presencia
solo del vehiculo utilizado para la disolucién del inhibidor. Las muestras fueron sometidas al
proceso de IP con anticuerpo anti-AE3 o sin anticuerpo. Luego se realizaron inmunoblots con
anti-ACXIV como anticuerpo para el revelado. Como se observa en la Fig. 12A, ACXIV
inmunoprecipitd junto a AE3 tanto en presencia como en ausencia de BZ. Seguidamente, se
realiz6 un andlisis cuantitavo determinando la cantidad de ACXIV en el lisado total en el
volumen utilizado para la electroforesis con respecto a la cantidad de ACXIV co-
inmunoprecipitada mediante la razon: lisado/IP. Los resultados mostraron que la interaccion
AE3/ACXIV no se modific6 con BZ 10 uM; la razén lisado/IP para la banda de ACXIV sin
BZ fue de 0.34+0.15 pixeles y con BZ la razén fue de 0.32+0.04 pixeles.
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Fig. 12. Asociacion fisica de AE3 y ACXIV en el corazon. Efecto de la inhibicion de la AC en la co-IP
de AE3 y ACXIV.

A. Experimentos representativos de lisados de corazén de ratas incubados previamente con o sin BZ 10 UM e

inmunoprecipitados (IP) con anticuerpo contra-AE3 o sin anticuerpo. Luego las muestras se sometieron al proceso de WB
y se revelaron con anticuerpo anti-ACXIV. La posicion de ACXIV se indica una punta de flecha.

B. Los andlisis de densitometria de la interaccién de AE3/ACXIV en ausencia o presencia de BZ 10 uM. Entre paréntesis
se indica el nimero de experimentos.

Estos resultados confirman que el inhibidor de AC impermeable a membrana, BZ,

no interfiere en la interaccion AE3/ACXIV.

51



Como se expresO anteriormente, se han detectado miembros de la familia Slc4a (AEI,
AE2 y AE3) en tejidos cardiacos (Puceat, Korichneva et al. 1995; Alvarez, Kieller et al.
2007). De manera mas reciente, Slc26a6, un intercambiador dual de CI/HCO; y CI/OH"
perteneciente a la familia Slc26a, ha sido identificado como el intercambiador de aniones
predominante en el miocardio de raton (Alvarez, Kieller et al. 2004). De acuerdo a estudios de
inmunofluorescencia, Slc26a6 posee una localizacion similar a la de AE3 en el miocito
ventricular, tanto en el sarcolema como en el sistema tubular transverso (tibulo-T) (Alvarez,
Kieller et al. 2007). Slc26a6 también interactua con la AC citoplasmatica, ACII, para formar
un MTB (Alvarez, Vilas et al. 2005), tal como lo hacen otros transportadores pertenecientes a
la familia de los AE (McMurtrie, Cleary et al. 2004). Debido a su relevancia en lo que
respecta a su expresion, localizacion y actividad en las células cardiacas, y dado que Slc26a6
también posee la habilidad de transportar HCOj", se examind la posibilidad de asociacion de
Slc26a6 con ACXIV. Para ello, se realizaron experimentos de colP en homogenatos de
ventriculos de corazén de raton utilizando anticuerpo de chivo anti-ACXIV. Luego, las
muestras fueron analizadas mediante WB revelando con anticuerpo anti-Slc26a6. En la Fig.
13 se puede observar la banda a 70kD que corresponde a Slc26a6 en lisado de corazén de
raton. En la segunda calle puede observarse que el anticuerpo ACXIV no logrd

inmunoprecipitar la proteina Slc26a6.

Corazon
— Fig. 13. Asociacion fisica de AE3 y ACXIV en el
kDa Lis IP corazon. Co-IP de Slc26a6 y ACXIV en corazon de
raton
150 =
Lisados (Lis) preparados a partir de corazén de ratones
100 — salvajes fueron sometidos a IP con anticuerpo contra ACXIV.

Luego, las muestras se corrieron por electroforesis en un gel
75 de acrilamida al 8%, se transfirieron a membranas de PVDF y
- ~ <Slc2636 se revelaron con anticuerpo anti-Slc26a6. La posicion de

3 Slc26a6 se indica con una punta de flecha.
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Todos estos resultados reunidos sugieren que ACXIV y AE3 forman un complejo

fisico, pero Slc26a6 no se asocia con ACXIV en el corazon.
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Expresion y Co-localizacion de AE3 y ACXIV en Secciones de Ventriculo
Izquierdo y en Cardiomiocitos Aislados de Ratones Adultos

Para examinar si AE3 y ACXIV co-localizan en el corazon, se realizaron
experimentos de inmunofluorescencia y microscopia confocal en secciones de corazéon y
cardiomiocitos aislados de raton. En estudios previos, se ha encontrado que AE3 se localiza
en sarcolema y en estructuras intracelulares en secciones de corazon y cardiomiocitos aislados
de raton (Alvarez, Kieller et al. 2007). Ademas, ha sido reportado que AE3 se encuentra
especificamente localizado en invaginaciones del sarcoplasma, los tibulos-T y en el RS. Con
respecto a ACXIV, en estudios de fluorescencia se encontr6 que localiza predominantemente
en RS longitudinal y en sarcolema de cardiomiocitos de raton (Scheibe, Gros et al. 2006). La
localizacién en estas estructuras sugeriria que ACXIV posee un rol crucial en el
acomplamiento éxcito-contractil.

Para la realizacion del experimento se utilizd un anticuerpo de conejo anti-AE3 que
reconoce las isoformas AE3fl y AE3c y un anticuerpo de chivo anti-ACXIV; como
anticuerpos secundarios se utilizaron anticuerpos de burro contra IgG de conejo (para AE3)
conjugado a un fluor6foro (Alexa Fluor 488) que emite ondas en la zona de color verde del
espectro visible y contra IgG de chivo (para ACXIV) conjugado a un fluoréforo que emite
ondas en la zona del color rojo (Alexa Fluor 594). Como control de especificidad de los
anticuerpos se realizaron experimentos bajo condiciones similares, utilizando s6lo anticuerpos
secundarios y omitiendo el paso de agregado de anticuerpos primarios. Bajo estas condiciones
no se registraron imagenes concretas, solo autofluorescencia inespecifica basal.

En la Fig. 14, puede observarse la localizacion de ACXIV y AE3 en una seccion de
corazén. En las imagenes superpuestas se observan zonas de color amarillo, es decir, la zona
en la que se superponen los anticuerpos de AE3 (pixeles verdes) y ACXIV (pixeles rojos)
(Fig.14 F).
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Fig. 14. Localizacion de AE3 y ACXIV en secciones de ventriculo izquierdo de ratones adultos.

La co-localizacion de AE3 y ACXIV se estudio en secciones ventriculares (A, D y E) de corazon de ratones mediante la
técnica de inmunohistoquimica combinada con microscopia confocal. Se utilizaron anticuerpos especificos anti-AE3 (de
conejo, verde) y anticuerpos anti-ACXIV (de chivo, rojo). El grado de colocalizacion se muestra por el grado de
superposicion de las sefiales (F, amarillo). La tincion de nlcleos se muestra con Dapi (B). MCID= microscopia de
contraste de interferencia diferencial (C).

En cardiomiocitos aislados se observa la expresion de AE3 y ACXIV a lo largo del
sarcolema y en compartimientos intracelulares (Fig. 15 A). En las imagenes de superposicion
pueden osbservarse (en amarillo) extensas zonas de co-localizacion a lo largo de la membrana
sarcolemal de los cardiomiocitos. Por el contrario, se observa que ACXIV y AE3 co-localizan
débilmente en compartimientos intracelulares.

Seguidamente, se realizd un andlisis cuantitativo de la superposicion de AE3 y
ACXIV en los cardiomiocitos marcados doblemente con anti-AE3 y anti-ACXIV utilizando
el software Image Pro-Plus. El diagrama de dispersion presentado en la Fig. 15 B muestra un
alto grado de superposicion (amarillo) entre los pixeles de color verde (AE3) y los pixeles de
color rojo (ACXIV), sugiriendo co-localizacion de ambas proteinas. El grado de asociacion
entre AE3 y ACXIV fue representado por el coeficiente de Correlacion de Pearson (r), donde

los valores de r entre -0.3 y 0.3 indican poca o ninguna asociacion, los valores de r entre 0.3 y
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0.7 indican una débil asociacién positiva y los valores entre 0.7 y 1.0 indican una fuerte
asociacion positiva. El valor de r obtenido para la asociacion entre AE3 y ACXIV fue de
0.77+£0.01 (n=10), lo cual sugiere un alto grado de co-localizacion. Por el contrario, se
encontr6 que AE3 y ACXIV co-localizan débilmente en estructuras del interior celular, lo
cual sugiere que, a nivel intracelular, AE3 y ACXIV estan especificamente localizados en
diferentes compartimientos dentro del RS y los tibulos-T.

También se cuantificod la co-localizacion de ACXIV/Vinculina y ACXIV/a-actinina.
ACXIV mostr6é una fuerte co-localizacion con Vinculina (r=0.94+0.01, n=9) y una débil co-
localizacién con a-actinina (r=0.29+0.06, n=7). Adicionalmente, se cuantificoé la co-
localizacion de ACXIV vy el intercambiador de Na'/H" NHE1, que se encuentra en membrana
sarcolemal, y el coeficiente de Correlacion de Pearson mostré una asociacion positiva débil
entre el transportador y la AC (r=0.40+0.05, n=7).

A partir de los resultados obtenidos puede concluirse que AE3 y ACXIV co-

localizan fuertemente en sarcolemas de cardiomiocitos.

Considerando los datos obtenidos hasta el momento, se puede sugerir que el
intercambiador de CI/HCO;3;" AE3 y la enzima catalizadora ACXIV se encuentran fisicamente
acoplados formando un componente extracelular del MTB en el corazon. De todas maneras,
cabe aclarar, que la resolucion del sistema Optico usado en el presente trabajo no es lo

suficientemente alta para demostrar finalmente la asociacion fisica entre AE3 y ACXIV.
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Fig. 15. Localizacion de AE3 y ACXIV en cardiomiocitos adultos de raton.

A. Cardiomiocito de raton adulto con doble inmunomarcacién con anticuerpo de conejo contra AE3 (verde) y con
anticuerpo de chivo contra ACXIV (rojo). Las sefiales de inmunofluorescencia se visualizaron con anticuerpo contra IgG de
conejo conjugado a Alexa fluor 488 (verde) y anticuerpo contra IgG de chivo conjugado a Alexa fluor 594 (rojo). Las
imagenes se colectaron con microscopio confocal laser-scanning Zeiss LSM, con un objetivo de 63/1.4 en aceite de
inmersion. La co-localizacion de AE3 y ACXIV se observa con una marcacion amarilla como resultado de superposicion
de las imagenes. El marcado observado en sarcolema indica la co-localizacién de AE3 y ACXIV en un patrén restringido,
indicado con puntas de flecha. MCID, Microscopia diferencial de contraste. La barra indica la escala de 30 um.

B.EIl diagrama de puntos de dispersion indica la intensidad de fluorescencia tanto de las sefiales de los canales verdes
como rojos correspondientes a la imagen superpuesta del cardiomiocito entero. Los puntos en diagonal (amarillo) indican
la co-localizacion entre las sefiales de AE3 (verde) y ACXIV (rojo).

C.El grado de co-localizacion de AE3, vinculina, alfa-actinina con ACXIV se determin6 con el software de analisis de
imagenes Image Pro Plus. Los valores representan unidades de Correlacion de Pearson (r) que revelan el grado de
asociacion de los pixeles de las imagenes del confocal (n, numero de células analizadas).

56



Expresion de Anhidrasas Carbonicas en el Miocardio Hipertrofico

Se estudio la expresion de diferentes AC para evaluar si sus correspondientes genes
podrian estar alterados en el corazon patoldgico. Para ello, se cuantificaron los niveles de
expresion de ACII, ACIV, ACIX y ACXIV en corazon de ratas hipertroficas (SHR) y ratas
normales (Wistar) mediante inmunoblots. En la siguiente tabla se encuentran diferentes
parametros correspondientes a los animales utilizados: edad, peso corporal, peso del corazon,
indice masa cardiaca (IMC), medido como peso del corazén/peso corporal, y el indice de
masa del ventriculo izquierdo (IMVI), medido como peso del ventriculo izquierdo/peso

corporal.

Wistar

Edad Peso Rata (g) Peso del Corazon IMC (mg/g) IMVI (mg/g)
(semanas) (mg)

12+1 289+13 814+40 2.89+0.19 1.89+0.02

SHR

Edad Peso Rata (g) Peso del Corazon IMC (mg/g) IMVI (mg/g)
(semanas) (mg)

13+1 294+15 1131£29 4.04+0.23 3.17+0.15

Tabla 1. Parametros obtenidos de las ratas Wistar y SHR. IMC es el indice de masa cardiaca (peso
corazén/peso corporal) y IMVI es el indice de masa del ventriculo izquierdo (peso del ventriculo
izquierdo/peso corporal).

En los animales de experimentacion, previo a ser sacrificados, se determiné el peso
corporal. Se encontraron valores similares entre los individuos de cada grupo.

Los corazones de las ratas SHR mostraron una elevada masa corporal y los IMC e
IMVI aumentados. Como se explicé anteriormente, estos indices aumentados son parametros
de hipertrofia cardiaca, por lo cual puede decirse que las ratas SHR presentaban hipertrofia
del miocardio.

La ACIV es una AC anclada a membrana y la ACII es intracelular. Para evaluar su
expresion, se aislaron los ventriculos de ratas, se homogeneizaron y se separaron en dos
fracciones: fraccion de lisado total (para estudiar ACII) y fraccion para aislamiento de
membranas (para estudiar ACIV). Esta tltima fraccion fue luego sometida a centrifugaciones

diferenciales para finalmente obtener la fraccion de membranas. El andlisis de expresion de
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AC de las diferentes muestras se realizdo por WB utlizando anticuerpos anti-ACIV y anti-ACII
para el revelado. La cuantificacion de las bandas obtenidas se realizd por densitometria. Los
datos se normalizaron midiendo la expresion de a-tubulina para la AC citosolica, ACII y la
expresion de Na'/K" ATPasa para la AC de membrana, ACIV. Los resultados mostraron que
la expresion de ACII es similar tanto en el miocardio hipertréfico como en el miocardio
normal (Fig. 16 A). Por su parte, la expresion de ACIV en SHR esté ligeramente reducida con
respecto a Wistar (p=0.133) (Fig. 16 B).

ACIX y ACXIV son AC transmembrana y se encuentran localizadas en diferentes
regiones a lo largo de la membrana del RS de los cardiomiocitos (Scheibe, Gros et al. 2006).
La expresion de ACIX y ACXIV se examind en lisados de membrana de ventriculos de
corazdn de ratas Wistar y SHR mediante inmunoblots. La expresion de ACIX fue similar en
Wistar y SHR (datos no mostrados). Por el contrario, la expresion de ACXIV aumentd mas
del 100% e en corazones hipertréficos (Fig. 16 C).

Las bandas correspondientes a ACII, ACIV y ACXIV se identificaron ubicando su

posicion de acuerdo a su peso molecular conocido.
Con los datos obtenidos sobre la expresion de AC se puede concluir que sélo la

expresion de ACXIV, la cual forma parte del complejo MTB junto con AE3, se

encuentra aumentada en el corazon hipertrofico de SHR.
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Fig. 16. Expresion de ACII, ACIV y ACXIV en corazon de ratas adultas SHR Y Wistar.

Lisados completos (para ACIl, panel A) y lisados de membrana (para ACIV y ACXIV, panel B y C) preparados a partir de
ventriculo izquierdo de corazén hipertréfico (SHR) o normal (Wistar). 100 pg de las muestras se sometieron al
procedimiento de WB y como revelador de bandas se utilizaron anticuerpos anti-AClI y anti-alfa-tubulina (panel A), anti-
ACIV y anti-Na'/K'ATPasa (panel B) o anti-ACXIV y anti- Na'/K*ATPasa (panel C).

Las posiciones de las proteinas se indican con las puntas de flechas. En cada panel se muestran graficos de barras con
los valores de expresion de las proteinas normalizados vy relativos a la expresion proteica en corazon de ratas Wistar.
aréntesis se muestran el nimero de corazones analizados.

Rol Funcional del Ccomplejo AE3/ACXIV en el Miocardio de SHR,

La actividad aumentada del intercambiador CI/HCO; ha sido reportada en el
miocardio hipertréfico de SHR (Perez, Alvarez et al. 1995). Este aumento de actividad de
AE3 fue acompaiiado de una reduccion en la expresion de ARNm del transcripto primario de

AE3c y un aumento en la expresion del ARNm de la variante del splicing de AE3fl en el
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miocardio hipertréfico de SHR comparado con el miocardio normal de ratas WKY. No se
observaron cambios en la expresion de ARNm de otras isoformas de AE (AEl y AE2)
(Chiappe de Cingolani, Morgan et al. 2001). Por ello, la expresion de AE en ratas
hipertréficas SHR es comparable con la expresion de AE en ratas no hipertroficas (Chiappe
de Cingolani, Morgan et al. 2001). En el presente estudio, se considero si el aumento del
intercambio de CI/HCOs™ por AE3 en SHR podria estar asociado al aumento observado de la
expresion de ACXIV (ver Fig. 16 C) y un consecuente incremento en la formacion del
complejo AE3/ACXIV en el corazén hipertrofico.

Para examinar esta hipdtesis y considerando que el corazon hipertréfico presentd un
aumento en la expresion proteica de ACXIV, primeramente, se estudio la actividad de AE3 en
cardiomiocitos aislados de corazones normotroficos de ratas Wistar y de corazones
hipertréficos de ratas SHR. La actividad del intercambiador de CI/HCO3;  AE3 se midi6
mediante la determinacion del cambio de pHi generado por el ingreso (alcalinizacion) o eflujo
(acidificacion) de HCO; a través de la membrana sarcolemal mediado por AE3. Los
cardiomiocitos se cargaron con el indicador fluorescente sensible a pH, BCECF-AM, y se
perfundieron alternativamente con buffer Ringer con 140 mM de NaCl o con buffer Ringer
libre de CI'. Los cambios en el gradiente de [CI] transmembrana, generados por la perfusion
con los diferentes buffers (con CI" o libre de CI'), estimularon la activacion de AE3. En
condiciones de sobrecarga alcalina, el AE3 actia en su modo directo, es decir, ingresa Cl"y
expulsa HCO;™ a través de la membrana plasmatica (Puceat, Clement et al. 1991; Xu and
Spitzer 1994; Perez, Alvarez et al. 1995). En ausencia de CI” extracelular, el AE3 actfia en la
forma inversa, eliminando Cl de la célula e ingresando iones HCOs', lo cual genera un
aumento en el pHi (Boyarsky, Ganz et al. 1988; Jiang, Stuart-Tilley et al. 1994). En la Fig. 17
se muestran los registros representativos obtenidos en los experimentos realizados en el
presente trabajo. Puede observarse el aumento en el pHi por ausencia de iones Cl” en el medio
extracelular cuando los cardiomiocitos fueron expuestos a buffer Ringer libre de CI. Para
estimar la tasa de alcalinizacion inducida por la actividad reversa de AE3 se utilizaron los
valores de pHi registrados durante el primer minuto luego de la remocién de iones Cl" y se
ajustaron a una recta. Los flujos se estimaron a partir de un pHi basal similar en los
cardiomiocitos de SHR y de Wistar, 7.32+0.02 (n=4) y 7.29+0.17 (n=6), respectivamente (Fig.
17). Asimismo, se calculd la capacidad buffer, B, tal como se explic6 en la seccion de
materiales y métodos, y se obtuvieron valores comparables en SHR y Wistar de 6248 (n=4) y

61£11 (n=6), respectivamente. El flujo neto de HCO5', determinado como Ju'/mcos = B
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ApHi/dt, fue mayor para cardiomiocitos de SHR, con un valor de 7.5 + 1.3 mM.min™"
(n=4), siendo 2.9 + 0.13 mM.min"' (n=6) el valor obtenido para Wistar (Fig. 17 C).

El siguiente paso fue estudiar si ACXIV ejerce algun efecto sobre la actividad de AE3.
Para ello, se realizaron experimentos similares para la determinacion de la tasa actividad de
intercambio de CI/HCO;3;  mediado por AE3 en cardiomiocitos de ratas Wistar y SHR, pero
en este caso, en presencia o ausencia del inhibidor de AC, BZ (10 uM). Este inhibidor de AC
posee una permeabilidad reducida a la membrana (Shah, Ulmasov et al. 2005; Svichar,
Esquenazi et al. 2006; Svichar, Waheed et al. 2009), por lo cual se lo utiliz6 en estos
experimentos para inhibicion de la AC extracelular, ACXIV. En estudios previos, se ha
encontrado que, en neuronas del hipocampo, BZ disminuye el fluyjo de HCOs™ mediado por
AE3 de manera dependiente de ACXIV (Svichar, Waheed et al. 2009). En la Fig. 17 se
pueden observar los resultados obtenidos. De manera interesante, en los miocitos de SHR pre-
incubados durante 20 min con BZ, el flujo de HCO;™ se redujo significativamente (3.7£1.5
mM.min”, n=3). En los cardiomiocitos control de ratas Wistar también se observd una
disminucion del flujo de HCO; cuando fueron pre-incubados con BZ (1.2+£0.2 mM.min,
n=4). De esta manera, logro probarse la dependencia por la AC del intercambio CI

/HCO3 mediado por AE3 en el miocardio de rata.
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Fig. 17. Actividad de intercambio de CI'/HCO3 en cardiomiocitos aislados de ratas SHR y Wistar.

Ejemplos representativos de experimentos de determinaciones de pHi en miocitos individuales aislados de corazén de
rata SHR (A) o Wistar (B). Para la medicion los miocitos cardiacos se cargaron con indicador fluorescente sensible a pHi
BCECF-AM. Los miocitos de SHR y Wistar se perfundieron (trazos grises) con buffer que contiene Cl (barras grises) y
luego con buffer sin CI (barras negras). También se realizaron experimentos en cardiomiocitos de SHR y Wistar
preincubados (20 min) con inhibidor de AC, BZ 10 um (trazos negros) y se expusieron, primeramente,al medio con Cl y
luego al medio sin CI'.

C. Promedios de los valores de las tasas de transporte de cardiomiocitos de ratas SHR y Wistar control (sin tratamiento) o
cardiomiocitos tratados con BZ 10 um (barras azules). *P<0.05, versus grupo control, *P<0.05 vs SHR (control), YP<0.05

versus Wistar (control), y $P<0.05 versus SHR (BZ 10uM) (ANOVA y test de anélisis de comparacion multiple Bonferroni).
Los paréntesis sobre las barras indican el nimero de corazones analizados.

Teniendo en cuenta que cambios en la expresion proteica de AE3 en cardiomiocitos
hipertréficos podrian afectar el flujo de HCO3;™ mediado por AE3, se analiz6 la expresion de
AE3fl y AE3c en lisados de ventriculos de corazdn de ratas SHR y Wistar (Fig. 18). Para ello,
se realizaron inmunoblots de los lisados y se cuantificaron las bandas obtenidas por

densitometria. Se utiliz6 anticuerpo anti-AE3 (SAS8) que reconoce las dos isoformas de AE3.
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Los valores obtenidos se corrigieron por normalizacion con los niveles de expresion de la
proteina gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Cada una de las proteinas fue
identificada en el inmunoblot de acuerdo a la posicion de su migracioén consistente con el peso
molecular conocido de la proteina. La expresion de AEc en corazones de ratas SHR no
presentd cambios significativos con respecto a los corazones de ratas normales, 93 + 10%, (n=
5) y 100 = 21% (n= 4), respectivamente, (p= 0.75). Asimismo, los niveles de expresion
proteica para AEfl fueron ligeramente reducidos en corazones hipertroficos (83 + 7%, n=5)
comparados con su expresion en corazones normales (100 += 11%, n= 10) (p= 0.34). Ademas,
se cuantificaron los niveles de expresion de AE3 total, es decir, la suma de AE3¢c y AE3fl, en
los lisados de ventriculos de corazén de rata SHR y Wistar. La expresion de AE3 total no
presenté cambios significativos entre ventriculos hipertroficos (87 £ 5%, n= 10) y
ventriculos normales (100 £ 12%, n= 8) (p= 0.33). A partir de estos resultados, puede
concluirse que el aumento de la actividad de intercambio de CI/HCO3;  mediado por
AE3 observado en cardiomicitos hipertroficos de SHR no es por causa de una

modificacion en los niveles de expresion proteica de AE3.
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Fig. 18. Expresion de las isoformas AE3c y AE3fl en miocardio hipertrofico o normal de rata.

A. Lisados preparados a partir de ventriculos de corazon hipertrofiado (SHR) o normal (Wistar) de rata adulta. Se
tomaron 200 ug de las muestras y se procesaron con la técnica de WB. Para el revelado se utilizé anticuerpo anti-
AE3 (SA8) o anticuerpo anti-GAPDH. Las puntas de flechas indican la posicion de las proteinas.

B. El panel de la derecha muestra los valores de expresion de las proteinas normalizados con GAPDH y relativos a
la expresion proteica en corazones de ratas Wistar. Entre paréntesis se muestra el nimero de corazones analizados.
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Por otra parte, se conoce que las células HEK 293 expresan ACII de manera endégena
y, como ha sido reportado previamente, la union de ACII a AE3 en células transfectadas
aumenta el flujo de HCOs™ mediado por AE3 (Sterling, Reithmeier et al. 2001; Casey, Sly et
al. 2009). Para descartar la posibilidad que los resultados de los experimentos de
determinacion de actividad de AE3 se deba a que BZ atraviesa la membrana sarcolemal e
inhibe a ACII, se estudio la actividad de intercambio C1/HCO;3; mediado por AE3 en células
HEK 293 transfectadas de manera transitoria con ADNc de AE3fl-HA (Fig. 19). De modo
similar a los estudios realizados en cardiomiocitos, se estimuld al intercambiador de CI
/HCO;3" AE3 para que funcione en su modo reverso (ingreso de HCO;3™ y extrusion de CI)
utilizando un medio extracelular libre de ClI'y se midio el cambio de pH generado por el
ingreso de HCOj™. Las células fueron cargadas con el indicador sensible a pH, BCECF-AM, y
se incubaron en buffer Ringer con CI. Luego, se colocaron las células en una cubeta con
Ringer sin CI" y se registro, en un espectrofluorémetro, el transporte de HCOs;™ mediante
mediciones en los cambios de pHi generados por los cambios en el gradiente de CI
transmembrana. De manera interesante, se encontr6 que en estas células transfectadas con
AE3fl-HA, BZ no alter¢ significativamente la actividad de intercambio de CI/HCO3; mediada
por AE3fl-HA, siendo 3.7+1.1 mM H .min ~ (n=11) en ausencia de BZ y 2.7+0.7 mM
H .min "' (n=7) en su presencia (Fig. 19). Por consiguiente, puede decirse que BZ no afecta
la interaccion de ACII-AE3fl-HA, demostrando una muy baja permeabilidad a
membrana del inhibidor de AC a la dosis utilizada (10 pM). De esta manera, se corrobora
que la disminucion de actividad de AE3 observada en los experimentos con BZ se debe a los
efectos de la inhibicion de actividad de AC extracelulares.

Para profundizar este estudio sobre los efectos de ACXIV sobre la actividad de
intercambio CI/HCO;™ de AE3, se continuaron realizando ensayos funcionales utilizando las
células HEK 293 transfectadas de manera transitoria con ADNc de AE3fl-HA o co-
transfectadas con ADNc de AE3fl-HA y ACXIV. Como puede observarse en los datos
presentados en la Fig. 19, la co-expresion de AE3fl-HA con ACXIV aument6
significativamente (aproximadamente un 100%) la actividad de transporte de HCO;5
mediado por AE3 comparado con el transporte en las células transfectadas solo con
AE3fl-HA.

A continuacion, se estudi6 el rol de ACXIV sobre la actividad de intercambio de CI’
/HCO;3" mediado por AE3 en las células HEK 293 transfectadas en presencia o ausencia del
inhibidor, BZ. Se ha reportado que los inhibidores de AC no actiian directamente sobre el

intercambiador de CI/HCOs’, si no que ejerce sus efectos sobre la AC (Morgan, Pastorekova
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et al. 2007). Los resultados obtenidos mostraron que el aumento de actividad del
intercambio de CI/HCO3 en células HEK 293 que co-expresaban AE3fl-HA/ACXIV fue
inhibido con BZ (3.8+1.9 mM H". min'l, n=7) (Fig. 19). Esto demuestra un acoplamiento
funcional entre AE3 y ACXIV.

Posteriormente, se examind si es necesaria la union a AE3 de una ACXIV
funcionalmente activa para maximizar la actividad de intercambio de CI/HCO;5; de este
transportador. Para tal fin, se expresaron una ACXIV mutante con actividad deficiente
(ACXIV V159Y) y AE3fl-HA en las células HEK 293. En estudios previos ha sido
demostrado que la ACII inactiva (V143Y) no logré aumentar la actividad de transporte del
intercambiador CI/HCO;™ AE1 (Sterling, Reithmeier et al. 2001; Casey, Sly et al. 2009). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo (Fig. 19 B) mostraron que la inactivacion catalitica
de ACXIV redujo el transporte mediado por AE3 comparado con el transporte medido en
células que expresaban s6lo AE3 o que co-expresaban AE-fl-HA y ACXIV. De esta manera,
puede demostrarse que la formacion del complejo AE3/ACXIV es importante para la
funcion de transporte de AE3 y que maximiza el intercambio de CI/HCO; mediado por

AE3.
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Fig.19. Efecto de la inhibicion de la AC sobre la actividad de intercambio de AE3 y AE3/ACXIV.

A. Células HEK 293 transfectadas de manera transitoria con ADNc de AE3fl-HA o co-transfectadas con ADNc de AE3fl-
HA y ACXIV. Se cargaron con BCECF-AM y se colocaron en fluorébmetro para monitorear el pHi. Las células se
ieron en buffer con [CI] normal y luego fueron transferidas a una cubeta gue contenia buffer libre de CI
, €n presencia o ausencia del inhibidor de AC impermeable a membrana, BZ 10 uM. Los v
durante el primer minuto fueron estimados a partir de la pendiente de la linea ajustada
neas sobre el trazo)

de las ceélulas HEK 293 que expresaban AE3fl-HA o co-expresan
inactiva, V159Y. El transporte se normaliz6 con la cantidad
atos representados se obtuvieron en experiementos en presenc
eterminé con ANOVA y con andlisis de Comparaciéon Mdulti
tre paréntesis se indica el nimero de experimentos.

La sobre-expresion de cada una de las proteinas en las células HEK 293 transfectadas
transitoriamente se confirmé mediante inmunoblots (Fig. 20). Las bandas obtenidas fueron
cuantificadas por densitometria. Las tasas de transporte medidas en los ensayos de actividad

de AE3 se corrigieron con la expresion total de AE3fl-HA (Fig. 20).

Fig. 20. Expresion de AE-HA y ACXIV en células HEK 293 transfectadas.

Lisados preparados a partir células HEK 293 transfectadas con ADNc de AE3-HA (calle 1), o co-transfectadas con AE3fl-
HA y ACXIV (calle 2). Los lisados fueron utilizados para la técnica de WB y se revelaron con anticuerpo anti-AE3-HA (A) o
anticuerpo anti-ACXIV (B). Las puntas de flechas indican la posicion de las proteinas.
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Como se explico anteriormente, slc26a6 es el intercambiador de CI/HCOs; mas
abundate en el corazén de raton. En el presente trabajo slc26a6 fue claramente identificado y
se ha demostrado que no se encuentra fisicamente asociado a ACXIV (ver Fig. 13). Sin
embargo, se realizaron experimentos para eliminar el potencial efecto mediado por ACXIV
sobre la funcion de transporte de slc26a6 en el miocardio de rata. Para ello, se utilizaron las
células HEK 293 transfectadas con slc26a6 o co-transfectadas con slc26a6 y ACXIV y se
determind la actividad de transporte CI/HCOj; de slc26a6. Los resultados obtenidos
mostraron que la actividad de intercambio de CI/HCOj5 de slc26a6 es comparable con la
actividad de AE3fl-HA. (2.940.6 mM H". min”, n=5). Sin embargo, la actividad de
transporte de HCO; mediado por slc26a6 en las células que co-expresaban slc26a6 y
ACXIV (3.2£0.6 mM H". min”', n=4) no mostré un aumento con respecto a las células
que expresaban sélo slc26a6 (datos no mostrados).

A partir de estos resultados, puede concluirse que de los dos principales
intercambiadores de CI/HCO; expresados en el corazon de roedores, AE3 y slc26a6,

s0lo AE3 es susceptible al efecto estimulatorio de ACXIV.

Considerando cada uno de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se
propone que ACXIV interactua funcionalmente con AE3, formando un complejo
proteico de membrana extracelular. Este complejo se encuentra involucrado en la
regulacion del metabolismo de HCO;3 y del pHi en el corazéon. Un aumento en la
expresion de ACXIV y consecuente aumento en la formacion del complejo AE3/ACXIV
generaria un intercambiador de CI/HCOj3; AE3 hiperactivo en el miocardio hipertrofico
de ratas SHR.
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DISCUSION Y
CONCLUSIONES



Los resultados obtenidos en el presente trabajo se resumen a continuacion:

e Los experimentos de co-IP y co-localizacion realizados en corazén de rata y ratén han
mostrado que la enzima ACXIV interactua fisicamente con las dos isoformas

expresadas en el corazon del intercambiador de CI/HCO;™ AE3, AE3c y AE3fl.

e Los experimentos realizados mediante la técnica de inmunohistoquimica e
inmunocitoquimica han mostrado que el metabolén formado por AE3 y ACXIV se

localiza en sarcolema de cardiomiocitos de raton.

e ACXIV no se une ni modifica la actividad de intercambio del transportador CI/HCO5
predominante en corazon, el Slc26a6. Esto ha sido demostrado mediante experimentos
de IP en corazén de ratones y en estudios de determinacion de actividad en células

HEK 293 transfectadas, respectivamente.

e Mediante experimentos de inmunoblots se encontré que la expresion de ACXIV esta
aumentada en corazon de ratas SHR con respecto a corazon de ratas Wistar, mientras
que no existen diferencias significativas en los niveles de expresion de ACII, ACIV y

ACIX.

e En estudios de determinacion de actividad en cardiomiocitos aislados se demostro que
el flujo neto de HCO;™ mediado por AE3 fue mayor en corazén de ratas SHR que en

corazon de ratas Wistar.

e Experimentos en inmunoblots mostraron que no existen diferencias significativas en

los niveles de expresion de AE3 entre corazon de ratas SHR y corazon de ratas Wistar.

e Los estudios de determinacion de actividad realizados en células HEK 293
transfectadas y en cardiomiocitos aislados mostraron que la ACXIV participa en la

actividad de intercambio de CI/HCO5™ de AES3.
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e La actividad aumentada de AE3 observada en ratas SHR se adjudica al aumento de la
expresion de ACXIV, lo cual generaria un aumento en la formacion del complejo

AE3/ACXIV.

De esta manera, se ha demostrado que el intercambiador CI/HCO;™ AE3 y la enzima
catalizadora de HCO;", ACXIV, interaccionan tanto fisica como funcionalmente en el corazon.

ACXIV se une al intercambiador AE3 y aumenta su actividad de intercambio de CI/HCOs'.

En el presente trabajo de tesis, se ha encontrado que AE3 interacciona fisicamente con
ACXIV. Este resultado se obtuvo luego de realizar experimentos de co-IP en lisados de
corazdn de raton y rata. Cuando la IP se realizo utilizando un anticuerpo contra AE3, se
encontrd que éste, unido a las esferas de sefarosa, inmunoprecipito a la proteina AE3 y junto
con ella co-inmunoprecipit6 ACXIV. Cuando la inmunoprecitacion se realizd con un
anticuerpo contra ACXIV, se encontrd que éste logré inmunoprecipitar a ACXIV y junto con
ella, co-inmunoprecipitdé la proteina AE3. Estos resultados de co-inmuprecipitacion y su
experimento reciproco sugieren una interaccion fisica entre AE3 y ACXIV. Ademas, en los
experimentos de co-IP realizados con corazon de ratones KO para AE3 no se observo la IP
del complejo AE3/ACXIV. De esta manera, puede confirmarse la especificidad de la
interaccion AE3/ACXIV. Este tipo de interaccion entre intercambiadores AE y diferentes
isoformas de AC ha sido reportado en trabajos previos (Sowah and Casey 2011;Vince and
Reithmeier 1998; Alvarez, Vilas et al. 2005; Morgan, Pastorekova et al. 2007; Casey, Sly et al.
2009; Sowah and Casey; Imtaiyaz Hassan, Shajee et al.)

Puede pensarse que las condiciones en las cuales se realizaron los experimentos de IP
no fueron las mismas condiciones fisioldgicas en las cuales se encuentran normalmente las
proteinas en estudio. Por lo cual, existe la posibilidad que las proteinas modifiquen su
conformacion, estructura y carga, modificando asi las interacciones con otras proteinas. Sin
embargo, los protocolos de co-IP han sido aceptados para el estudio de interaccion proteina-
proteina y en el presente trabajo se han tomado los recaudos necesarios (mantenimiento de pH,
trabajo en frio, buffers adecuados) para mantener las proteinas en su estado nativo durante el
proceso de IP. Ademas, los estudios de inmunocitoquimica e inmunohistoquimica realizados
en el presente trabajo sustentan los resultados obtenidos sobre la interaccion entre AE3 y
ACXIV.

En las iméagenes obtenidas por microscopia confocal de secciones de corazén y

cardiomiocitos aislados de raton se observo que AE3 se localiza en membrana sarcolemal,
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tabulos-T y RS, mientras que ACXIV se encuentra en membrana sarcolemal y RS. Esta
distribucion ha sido reportada en trabajos previos (Alvarez, Kieller et al. 2004; Alvarez,
Kieller et al. 2007). Las imdagenes de superposicion y su posterior analisis cuantitativo
mostraron un alto grado de co-localizacion entre AE3 y ACXIV en la membrana sarcolemal.
Como fue sugerido mas arriba, estos datos condicen con los resultados de interaccion entre
AE3 y ACXIV obtenidos en los experimentos de co-IP. Por lo tanto, a partir de estos
resultados y los obtenidos en los experimentos de co-IP, puede concluirse que AE3 y ACXIV

interactian fisicamente en el miocardio.

Mediante técnicas de inmunoblot, se estudio la expresion de las diferentes isoformas
de AC que han sido reportadas en corazon: ACII, ACIV, ACIX y ACXIV. Los resultados
mostraron que s6lo ACXIV se encuentra con una expresion aumentada (= 100%) en ratas
SHR comparado con ratas control Wistar. En estudios previos se ha encontrado un aumento
de expresion del gen de ACII en ratas con hipertension espontdnea y corazon insuficiente
(Sharkey, McCune et al. 2001) y un aumento en la expresion a nivel proteico de ACII en
cardiomiocitos de neonatos y adultos con hipertrofia inducida con estimulacion adrenérgica
(FE) (Alvarez, Johnson et al. 2007). Sin embargo, en el modelo de corazén hipertrofico de
rata SHR utlizado en el presente trabajo no se encontré6 un aumento de expresion de la
proteina ACII. Estos resultados de aumento de expresion de ACXIV en corazon de ratas SHR
y considerando la interaccion fisica entre AE3 y ACXIV encontrada en el presente trabajo de

tesis, sugieren un posible rol para la ACXIV en corazones hipertroficos.

Para profundizar el estudio, se examino si la interaccion AE3/ACXIV posee un rol
funcional. Existen diversos estudios en los cuales se ha reportado que la interaccion entre
diferentes isoformas de AC y AE maximiza la actividad de intercambio de los transportadores.
Por ejemplo, en el SNC, ACII y ACIV se asocian con ambas isoformas de AE3 (Casey, Sly et
al. 2009) y en el estdmago ACIX, ACII y AE2 se asocian para maximizar la secrecion de
acidos estimulada por las células parietales géastricas (Morgan, Pastorekova et al. 2007). Estas
interacciones funcionales se han reportado como MTI. En el presente trabajo de tesis, se
evalud si la union de ACXIV a AE3 influye en la actividad de intercambio del transportador.
Los resultados obtenidos en los experimentos de determinacion de actividad de AE3 en
cardiomiocitos aislados mostraron que cuando ACXIV es inhibida con el inhibidor de AC
impermeable a membrana, BZ, el flujo de HCO; mediado por AE3 disminuye = 59% en ratas

Wistar y = 51% en ratas SHR comparadas con los cardiomiocitos de ratas Wistar y SHR sin
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BZ, respectivamente. Asimismo, en c¢lulas HEK 293 co-transfectadas con AE3 y ACXIV se
observo un aumento de flujo neto de HCO;3™ comparado con el flujo de HCO3; medido en
células transfectadas s6lo con AE3. Este efecto de aumento de actividad de AE3 fue inhibido
cuando dichas células fueron incubadas con BZ. En las células transfectadas s6lo con AE3 no
se observo ningtn efecto provocado por el inhibidor de AC sobre el transporte de CI/HCOs'.
Cabe aclarar que la disminucion de actividad observada en las células co-transfectadas con
AE3 y ACXIV, en presencia de BZ, no lleg6 al valor observado en células transfectadas solo
con AE3. Esto puede deberse a que la dosis utilizada de la droga no fue suficiente para inhibir
todas las moléculas de ACXIV que se encontraban sobreexpresadas.

Por otra parte, en el presente trabajo, se ha demostrado que el efecto observado de BZ
sobre el flujo de HCOs se debe a la inhibicion de la funcion catalitica de la AC y no a la
inhibicion de la interaccion fisica entre AE3 y ACXIV. En los experimentos se obervo que
ACXIV co-inmunoprecipitd en la misma cantidad con AE3 tanto en ausencia como en
presencia del inhibidor. Esto indicaria que BZ no interfiere en la interaccion fisica de AE3 y
ACXIV. Por lo tanto, y teniendo en cuenta los resultados anteriores, puede decirse que la
enzima ACXIV activa y unida fisicamente a AE3, colabora con la funciéon de transporte de
este intercambiador transformando el HCO5;™ en CO,. Esto genera un aumento del gradiente de
HCOj y, de esta manera, se genera un aumento en la velocidad de transporte de HCO3™ hacia
el exterior celular. Como se explico anteriormente en la “introduccion”, este tipo de cadenas
en las cuales el sustrato pasa de manera eficiente de una enzima a la siguiente se conoce como
MTI.

Adicionalmente, pudo confirmarse la importancia funcional de la interaccion
ACXIV/AE3 en células HEK 293 transfectadas. Estas células han sido extensamente
utilizadas para estudiar AE debido a que no poseen niveles considerables de expresion
endogena de tales intercambiadores (Sterling and Casey 1999). De esta manera, las células
HEK 293 fueron transfectadas con AE3 o ACXIV o co-transfectadas con AE3/ACXIV. Se
realizaron, ademas, ensayos paralelos con un dominante negativo, una isoforma de ACXIV
mutante, V159Y, la cual era funcionalmente inactiva pero que mantenia la capacidad de
unirse a AE3. De este modo, ACXIV mutante podia unirse a AE3 pero sin ejercer su funcion
catalizadora. Los resultados de los estudios realizados mostraron que la union de ACXIV
mutante no produjo el aumento de actividad de AE3. De manera similar, en estudios previos,
también realizados en células HEK 293 transfectadas, se demostrdé que la unién de la ACII
activa a AE1 es necesaria para la actividad del intercambiador (Sterling, Reithmeier et al.

2001; Sterling, Reithmeier et al. 2001). En dichos estudios, utilizaron una isoforma mutante
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de ACII, V143Y, la cual era inactiva funcionalmente. Si bien, ACII es expresada de manera
enddgena por estas células, ACII mutante se sobreexpres6 20 veces mas que ACII enddgena,
por lo cual, V143Y competia con ACII por el sitio de uniéon de AEl y lograba unirse al
transportador. De esta manera, ACII mutante interaccionaba fisicamente con AE1 pero sin
ejercer su funcion catalizadora. Los resultados mostraron que la unién de V143Y reducia la
eficiencia de intercambio de AE1. Dado que ACII atn se expresaba de manera endogena, la
reduccion de la actividad de AE1 no fue completa (Sterling, Reithmeier et al. 2001). Estos
resultados indicaron que la union de ACII funcional aumenta la eficiencia de transporte de
AELl. En el presente trabajo, a partir de los experimentos de transfeccion de células HEK 293
con ACXIV mutante se encontr6 una reduccion casi completa de la actividad de AE3 dado
que HEK 293 no expresan de manera endogena esta proteina. Con estos resultados, puede

confirmarse la existencia de una interaccion funcional entre AE3 y ACXIV.

Por otra parte, se realizaron estudios adicionales para validar los resultados obtenidos
en los experimentos con BZ. Se conoce que este inhibidor de AC es impermeable a membrana
(Nishimori, Vullo et al. 2005). Para comprobar que no ingresaba al interior celular se
realizaron experimentos en células HEK 293 que sobreexpresaban ACII (citosodlica) y AE3.
Se midi6 la actividad del transportador en presencia o ausencia de BZ. Los resultados no
mostraron diferencias significativas entre si. Esto indica que BZ no es capaz de permear, o
permea escasamente, la membrana celular y por lo tanto no inhibe a las AC citosolicas como
la ACII. Puede afirmarse entonces, que el inhibidor escasamente impermeable a membrana,
BZ, en la dosis utilizada en los experimentos realizados en este trabajo, sélo produce la

inhibicidon de AC extracelulares.

Como se explico en secciones anteriores, la ACXIV no es la unica isoforma de
membrana en el corazon, si no que ACIV y ACIX también se encuentran dentro de este grupo
de AC de membrana expresadas en corazoén. Asimismo, ha sido reportado que ACIV y ACIX
se asocian con AE3 (Sterling, Alvarez et al. 2002; Morgan, Pastorekova et al. 2007). Entonces,
el inhibidor BZ utilizado en los experimentos podria estar inhibiendo a cualquiera de las
isoformas de AC de membrana: ACIV, ACIX y ACXIV. Sin embargo, se sugiere que la
disminuciéon de la actividad observada en AE3 cuando se utiliza BZ corresponderia
mayormente a la inhibicion de ACXIV. Esto se deduce teniendo en cuenta que, por un lado,
en los experimentos realizados en el presente trabajo, se encontré que AE3 y ACXIV

interaccionan fisica y funcionalmente. Luego, como se discutié anteriormente, se observo el
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aumento en la expresion de ACXIV en corazén de ratas SHR comparado con la expresion en
ratas Wistar, mientras que no se encontraron diferencias significativas en la expresion de
ACIV y ACIX. Este aumento en la expresion de ACXIV en ratas SHR se correlaciona a su
vez, con un aumento de la actividad de AE3 en ratas SHR en comparacion con ratas control
Wistar. En otros estudios, se reportd que con la utilizacion de BZ se provoco una disminucion
de la actividad de AE3 dependiente de ACXIV (Svichar, Waheed et al. 2009). Asimismo, en
estudios realizados en fibras musculares de raton se ha encontrado que un 70% de la actividad
de AC total en la membrana sarcolemal corresponde a ACXIV (Wetzel, Scheibe et al. 2007),
siendo ACIV el responsable del 30% restante (Hallerdei, Scheibe et al. 2010); (Wetzel,
Scheibe et al. 2007; Hallerdei, Scheibe et al.), mientras que ACIX contribuye Gnicamente a la
actividad de AC en los tibulos T del musculo esquelético y no participa en el sarcolema. A
partir de experimentos de inhibicion de AC extracelulares con BZ en neuronas del
hipocampo se ha encontrado que ACIV y ACXIV juegan un rol importante en la regulacion
del pH en el cerebro, facilitando el intercambio de CI/HCO;s mediado por AE3 (Casey, Sly et
al. 2009). Por consiguiente, se concluye que el aumento de flujo de HCOs3™ en la membrana
sarcolemal de miocitos cardiacos mediado por AE3 corresponde mayormente a la union y
actividad de ACXIV. Cabe aclarar que los experimentos realizados con BZ indican que AE3
depende de la actividad catalitica de AC extracelulares y no se descarta la participacion de
ACIV y ACIX en la actividad de transporte de AE3 en los cardiomiocitos de ratas. Para
discernir la participacion de ACIV y ACIX en este MTI habria que realizar mayores estudios.
Slc26A6 es el intercambiador de CI/HCO; predominante en miocitos cardiacos
(Alvarez, Kieller et al. 2007). De acuerdo a estudios de inmunofluorescencia, Slc26a6 posee
una localizacion similar a la de AE3, en el sarcolema y en los tibulos-T de cardiomiocitos de
ventriculo izquierdo (Alvarez, Kieller et al. 2007). Este transportador también interactua con
la AC citoplasmatica ACII formando un MTB (Alvarez, Vilas et al. 2005), tal como lo hacen
otros AEs (McMurtrie, Cleary et al. 2004). Para estudiar la posibilidad que ACXIV
interaccione con Slc26a6 y participe en la actividad de transporte del mismo, se realizaron
estudios de co-IP en homogenatos de corazon de raton. Los resultados mostraron que ACXIV
no inmunoprecipita con SIc26A6, lo cual indica que ACXIV no se asocia a este
intercambiador. Con estos resultados se confirma que en los estudios de determinacion de
actividad de AE3 en los cuales se utilizo BZ, la disminucion de transporte de HCOs3
observada se debe a la inhibicidn indirecta de la actividad de intercambio de CI/HCO;5™ de
AE3 mediante el bloqueo de actividad de ACXIV y se descartan efectos de la participacion de

actividad de intercambio de Slc26A6 en los resultados obtenidos.
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De manera interesante, la interaccion de Slc26A6 con ACII se encuentra regulada por
PKC. La fosforilacion de Slc26A6 por PKC disminuye la interaccion de este intercambiador
con ACII lo cual reduce el transporte de HCOs". En estudios previos se ha encontrado que
Ang II regula el transporte de CI/HCO;™ mediado por AE3fl a través de una via dependiente
de PKC. AE3fl es fosforilado por PKC en ser67 y aumenta la actividad de transporte de
AE3fl (Camilion de Hurtado, Alvarez et al. 1998; Alvarez, Fujinaga et al. 2001). Esto sugiere
una participacion de AE3 en el desarrollo de HC. En el presente trabajo se ha encontrado que
ACXIV se une a AE3, aumentando el transporte de HCOs"y formando de esta manera, un
MTB. Por su parte, SIc26A6 forma un MTB con ACII para maximizar su actividad de
transporte de HCOs". Ambos transportadores de HCOj5™ se encuentran, a su vez, regulados por
un mecanismo dependiente de PKC. Esto muestra un mecanismo unico de regulacion

inmediata para el transporte a través de la membrana (Alvarez, Vilas et al. 2005).

En la presente tesis se propone que ACXIV forma un complejo funcional tanto con
AE3c como con AE3fl. El mecanismo por el cual ACXIV regula el pHi en cardiomiocitos
ocurre a través de la remocion del HCOsz formado localmente en una zona cercana al
intercambiador AE3. De esta manera, se produce un cambio local en el gradiente de HCO5'.
Previamente, fue demostrado que la unién de ACII a AE3 activa la tasa de transporte de AE3
(Casey, Sly et al. 2009). La actividad conjunta de AE3, ACII y ACXIV maximizarian el
gradiente transmembrana de HCOs', el cual es la fuerza impulsora para el transporte mediado
por AE (Fig. 21). Asimismo, otros transportadores de HCO;3 expresados en el musculo
cardiaco se unirian a ACXIV formando otro MTB y contribuyendo a la regulacion del pHi en
el corazon. Para corroborar esta hipdtesis habria que realizar experimentos in vivo adicionales

a los que se han realizado en el presente trabajo.

Rol de AE3, ACXIV y el Complejo AE3/ACXIV en Procesos Patoldgicos

Cardiacos

Estudios previos han demostrado que Ang Il y ET estimulan la actividad tanto de AE3
como de NHEI en el musculo cardiaco (Matsui, Barry et al. 1995; Camilion de Hurtado,
Alvarez et al. 1998; de Hurtado, Alvarez et al. 2000). Esta estimulacién es mediada por la
activacion de la cascada de sefalizacion de HC. Asimismo, se han encontrado altos niveles de
Ang II en el plasma de ratas SHR hipertroficas comparados con los niveles en ratas WKY

utilizadas como control (Yoneda, Sanada et al. 2005). Esto llevaria a un aumento de la
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actividad de AE3. Igualmente, en ratas SHR tratadas con enalapril, un inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE, del inglés: angiotensin-converting enzyme) (Ennis,
Alvarez et al. 1998), se encontrd que el aumento de actividad tanto de AE3 como de NHEI se
normalizé a la vez que se produjo regresion de HC. En el presente trabajo, si bien a nivel de
expresion de proteinas del transportador AE3 no se observo ninguna diferencia significativa
entre corazones hipertréficos y corazones normales, se encontré que la actividad de AE3 esta
aumentada en corazones hipertroficos de ratas SHR, lo cual condice con los estudios
publicados previamente. El aumento de actividad de AE3 en corazones de ratas SHR se
correlaciona con el aumento de la expresion de la proteina ACXIV, cuya unioén es necesaria
para maximizar la actividad de transporte de AE3.

El mecanismo por el cual el agente hipertrofiante Ang II estimula la actividad de AE3
comienza con la estimulacion del receptor AT1, liberacion de ET, activacion del receptor ET1,
activacion de PLC, liberacion de diacilglicerol, activacion de PKC (Fig. 4) (Schunkert,
Sadoshima et al. 1995; Camilion de Hurtado, Alvarez et al. 1998; de Hurtado, Alvarez et al.
2000; Alvarez, Fujinaga et al. 2001). Esta ultima molécula produce la fosforilacion de AE3fl
en el sitio Ser67, ubicado en el dominio citoplasmatico Nt, aumentando su actividad de
transporte CI/HCO5 (Alvarez, Fujinaga et al. 2001). Por otro lado, PKC permite, ademas, la
activacion de la cascada de las MAPK. Una de las MAPK, P38 fosforila NHE1 en Ser703, en
el dominio regulatorio Ct, e hiperactiva al intercambiador. Esto lleva a un aumento en la
[Na'li y a la activacion en modo reverso de NCX (Alvarez, Perez et al. 1999), lo cual, a su
vez, genera un aumento de la [Ca™]i. Este aumento del transitorio de Ca™ genera una
alteracion en la homeostasis i6nica que activaria el programa de crecimiento hipertréfico
mediante la activacion de diferentes factores de transcripcion. El aumento de la actividad de
NHE1 provocado por la fosforilacién por P38, no solo genera un aumento en la [Na'li, si no
que también tiende a generar un aumento del pHi debido al eflujo de protones H' que se
intercambian por cada i6n Na™ que ingresa a la célula. En condiciones fisioldgicas, en las
cuales hay abundante HCOj;", los procesos reguladores de pH dependientes de HCO;™ se
activan al mismo tiempo que ocurre la activacion del NHE1 y no se observan aumentos de
pHi (Ganz, Boyarsky et al. 1989; Perez, Alvarez et al. 1995), aunque si se observan aumentos
en la [Na']i (Jelicks and Gupta 1994). De manera interesante, en el miocardio hipertrofico de
ratas espontdneamente hipertensas, SHR, se encontr6 una elevada actividad de intercambio de
Na'/H" mediada por NHE1 la cual estaba compensada por una elevada actividad de
intercambio de CI/HCO;s; mediada por AE3 (Perez, Alvarez et al. 1995). En estudios

realizados en musculos papilares se bloque¢ la actividad de AE3, utilizando un medio libre de
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HCOs (Hepes) o anticuerpos anti-AE3, y se observd un aumento de Na'i junto con un
aumento del pHi. Los anticuerpos utilizados fueron disefiados contra el loop III de AE3, es
decir, ambas isoformas, AE3c y AE3fl, fueron bloqueadas (Cingolani, Chiappe et al. 2003).
La accion combinada de AE3 y NHEI resultaria, entonces, en una carga neta de NaCl sin
cambios de pHi en el miocardio de SHR y en cardiomiocitos estimulados pro-

hipertréficamente (Camilion de Hurtado, Alvarez et al. 1998; de Hurtado, Alvarez et al. 2000).

Con respecto a la participacion de las AC en procesos patologicos cardiacos, se han
reportados diversos trabajos. En el trabajo de Alvarez et al, se ha encontrado un rol para estas
enzimas en la respuesta hipertréfica en cardiomiocitos expuestos ante agentes hipertroficos
(Alvarez, Johnson et al. 2007). El tratamiento de cultivos de cardiomiocitos de ratas neonatas
con el inhibidor de AC, ETZ, inhibid la hipertrofia inducida hormonalmente y logro revertir la
hipertrofia una vez establecida. También se encontr6 que MTZ, otro inhibidor de AC, logrd
prevenir la hipertrofia en cardiomiocitos adultos (Alvarez, Johnson et al. 2007). Asimismo, se
ha reportado el aumento de expresion del gen de ACII en ratas con hipertension espontanea y
corazon insuficiente (Sharkey, McCune et al. 2001). En ratones transgénicos que desarrollan
HC mediada por Ang II y cardiomiopatia dilatada por la edad mostraron aumento en la
expresion de ARNm de ACII, ACIV, ACVI y ACXIV, ademas de la forma inactiva ACVIII
(Domenighetti AA, R. M. et al. 2004)

Como se explico anteriormente, el aumento de actividad de intercambio Na'/H" del
transportador NHE1 ha sido implicado en el desarrollo de HC (Yoshida and Karmazyn 2000;
Kusumoto, Haist et al. 2001; Cingolani and Ennis 2007). Para maximizar su actividad, el
NHEI1 también requiere de la union de la enzima ACII, la cual, mediante su accion catalitica,

provee de los H' sustrato para el intercambiador (Li, Alvarez et al. 2002).

Conclusiones

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis, puede sugerirse la
participacion de ACXIV en la cascada hipertrofica descripta mas arriba. En tal sentido,
ACXIV contribuiria al aumento de actividad de AE3 mediante su unioén al transportador
generando un gradiente local transmembrana de HCOs; para AE3. La actividad de AE3
asociada a la actividad de NHE1 promueve hipertrofia. Se ha reportado que la hipertrofia

programada aumenta la expresion de las enzimas AC en cultivos de cardiomiocitos de ratas
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sujetos a estimulacion con Ang Il y el agonista a—adrenérgico, FE (Alvarez, Johnson et al.
2007).

La union de ACXIV al intercambiador AE3 CI/HCOs se desarrolla como un
mecanismo eficiente para la homeostasis de HCO;™ y la regulacion del pH en el corazon. La
expresion aumentada de ACXIV en corazones hipertroficos de ratas SHR altera el transporte
de HCO; mediado por AE3, creando una cascada de retro-alimentacion que produce un
desbalance i6nico.

En la Fig. 21 se muestra un esquema que resume lo hallado en el presente trabajo: la
ACXIV forma un complejo funcional con AE3. El mecanismo por el cual ACXIV regula el
pHi ocurre a través de la eficiente remocion de HCO; formado localmente en una zona
extracelular cercana a AE3. Esto puede ocurrir gracias a la actividad enzimatica de ACXIV,
la cual es una isoforma de AC transmembrana cuyo sitio catalitico se encuentra orientado
extracelularmente. De esta manera, se produce un cambio en el gradiente local de HCO;". La
ACII citosdlica, por su parte, realiza el trabajo inverso, es decir, permite la produccion de
HCOj3™ en una zona cercana al AE3 desde el interior celular. ACXIV y ACII co-operan para
empujar el HCOj;™ hacia el sitio de transporte y luego tirar desde el lado opuesto de la
membrana.

En el miocardio normal, el arreglo multi-molecular potencia la actividad de
intercambio CI/HCO;™ de AE3 por la produccion y remocion de HCO;3 en el sitio de
transporte (Fig. 21 A).

En el miocardio hipertrofico, la expresion proteica de ACXIV se encuentra aumentada
y, consecuentemente, la formacion del complejo AE3/ACXIV es favorecida, por lo cual
aumentaria la actividad de AE3 (Fig. 21 B).

BZ, el inhibidor de AC escasamente permeable a membrana, disminuye el intercambio
de CI/HCO; en el miocardio normal, demostrandose la dependencia del intercambio CI’
/HCO3  de AE3 por la AC extracelular. Ademas, BZ redujo la elevada actividad de

intercambio de CI/HCOs3™ observada en el corazon hipertrofico.

En resumen, la co-activacion de NHE1 y AE3 en SHR cargaria a los cardiomiocitos
con Na'. La activacion de AE3 por Ang II (Camilion de Hurtado, Alvarez et al. 1998; Alvarez,
Fujinaga et al. 2001) y el aumento de expresion de ACXIV en SHR compensaria el aumento
de actividad de NHEI, por lo cual se detecta un aumento en la [Na']i (Jelicks and Gupta 1994)
sin cambios de pHi (Perez, Alvarez et al. 1995). El aumento de Na'i llevaria a un aumento en

la [Ca™]i a través del intercambio Na“/Ca™ mediado por NCX. Por ello, los cambios en la
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homeostasis del Ca™ que subyacen la co-activacién de NHE1/AE3 en SHR, probablemente a
través de la via calcineurina/NFAT, son un factor crucial en la contribucion a la patogénesis
de la HC (Ennis, Garciarena et al. 2007). La interrupcién de la formaciéon del complejo
AE3/ACXIV en SHR podria utilizarse como herramienta terapéutica para prevenir el

crecimiento hipertréfico del corazon.
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ABREVIATURAS

pHi pH intracelular

AC Anhidrasa Carbénica

ACTZ Acetazolamida

AE, AEl, AE2, AE3, f::;iﬁ::;?g:; ,de CI/HCOy3, isoforma 1,2y 3,
AE3c AE3 cardiaco

AE3fl AE3 full length

Ang 11 Angiotensina I1

BZ Benzolamida

ET Endotelina

ETZ Etoxizolamida

FE Fenilefrina

GPCR Receptor Acoplado a Proteina G
GPI Glicosil Fosfatidil Inositol

HC Hipertrofia Cardiaca

IC Insuficiencia Cardiaca

KO Knock Out

MAPK Proteina Kinasa Activada por Mitégeno
MTB Metabolon de Transporte de HCO5
MTI Metabolon de Transoporte Ionico
MTZ Metazolamida

NBC Co-transportador de Na'/HCO3
NCX Intercambiador de Na*/Ca™*?

NHE Intercambiador de Na'/H"

PA Presion Arterial

PKC Proteina Kinasa C

Receptor AT1 Receptor de Ang II Tipo 1

Receptor ETx Receptor de ET Tipo A

RS Reticulo Sarcoplamico

SHR Ratas Espontineamente Hipertensas
SITS Inhibidor del Intercambio Anionico
SNC Sistema Nervioso Central

SNI Suerno No Inmune
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