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“Caracterizacion Funcional del cotransportador Na*/HCOj3- cardiaco”

Introducci(’)n

Control del pH intracelular (pH;) en miocitos cardiacos
El cotransportador Na*/HCOs3 (NBC)

Actividad del NBC

El NBC cardiaco

La Angiotensina II (Ang II) y el corazén

Especies reactivas del oxigeno (ROS) como moléculas de sefializacion intracelular
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El correcto funcionamiento contréctil y eléctrico del corazén depende de la estricta regulaciéon en la homeostasis a nivel celular
(Vaughan-Jones, Spitzer et al. 2009).

El pH intracelular (pHi) de los miocitos ventriculares se mantiene en valores cercanos a 7.2 gracias a la existencia en la
membrana plasmatica de dos mecanismos acidificantes: los intercambiadores Cl-/HCOs  (AE) y Cl/OH- (CHE), que
introducen una molécula de CI- por cada una molécula de HCOj3- 6 OH- que extruyen, y de dos mecanismos alcalinizantes: el
intercambiador Na*/H* (NHE) y el cotransportador Na*/HCOs (NBC), los cuales aumentan el pH; sacando H* ¢
introduciendo HCOs3, respectivamente (Dart and Vaughan-Jones 1992; Karmazyn and Moffat 1993), al tiempo que introducen

en la célula una molécula de Na* en cada ciclo (Vaughan-Jones, Villafuerte et al. 2006).

En ausencia de bicarbonato, el inico mecanismo alcalinizante activo es el NHE, pero en un medio con bicarbonato, como la
sangre, ambos mecanismos alcalinizantes son igualmente operativos a pH cercanos al basal (Lagadic-Gossmann, Buckler et al.
1992; Camilion de Hurtado, Perez et al. 1995; Le Prigent, Lagadic-Gossmann et al. 1997; Vaughan-Jones, Villafuerte et al. 2006;

Vaughan-Jones, Spitzer et al. 2009) .

La Figura 1 muestra un esquema de una célula donde han sido representado los cuatro trasportadores que controlan el pHi.
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Las proteinas de membrana que trasportan HCOj3; o COs;- tienen un rol sumamente importante en las células eucariotas
regulando tanto el pH intra como extracelular. Esto no es sorprendente dado que el bicarbonato es el principal sistema
amortiguador en los organismos eucariotas.

Los mecanismos primarios de transporte de bicarbonato en mamiferos son el NBC y el AE. El NBC tiene un alto grado de

homologia en su secuencia con el AE, conformando una superfamilia de transportadores de bicarbonato, compuesta por diez

genes diferentes, denominada SLC4.

En la Figura 2 se esquematiza la interrelacion de los productos proteicos de dichos genes segtin un analisis poligenético

Figura 1: Esquema de un miocito donde se representan los cuatro
mecanismos mas importantes para el control del pH intracelular (pH;). A la
derecha de la figura, en tonos anaranjados los mecanismos acidificantes (Cl-
/HCOs, AE, y ClI-//OH- , CHE) y a la izquierda, en tonos azulados, los
mecanismos alcalinizantes (Na*/H*, NHE, y Na*/HCOs,, NBC).

computarizado (Romero, Fulton et al. 2004; Pushkin and Kurtz 2006).
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SLC4A10 / NCBE1
SLC4A7 / NBCn1

miels Figura 2: Arbol de la familia SLC4. El analisis poligenético

SLC4AS/NBCe2
computarizado fue realizado wutilizando la secuencia

SLC4A9/ AE4 a 4419 . 9
aminoacidica de una variante humana representativa de cada

SLC4A4/NBCe1 uno de los genes de la familia (dispuesto en

http:/ /www .ebi.ac.uk/clustalw/).
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4A3 ] AE2 0.1
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Todos los miembros de la familia SLC4 comparten la capacidad para trasportar HCOs:, distinguiéndose entre ellos por la
habilidad de mediar el trasporte simultdneo de Cl- o Na*. Asi se distinguen 3 subgrupos funcionales (Romero, Fulton et al.
2004):

Intercambio electroneutro de Cl-/HCOs- (AE)

Intercambio electroneutro de CI- por Na* y HCOs- (NCDBE)

Cotransporte de Na* y HCOs- (NBC), de un modo electroneutro (NBCn, cotransportando 1 molécula de Na* por cada 1

molécula de HCOs3-) 6 de una forma electrogénica (NBCe, cotransportando 1 molécula de Na* por cada 2 ¢ 3 moléculas

de HCO3).

Todos los miembros de la familia SLC4 poseen un largo dominio hidrofilico amino terminal (N-terminal) y un dominio

hidrofilico carboxilo terminal (C-terminal) mucho mas corto, ambos intracelulares. Separando estos dominios existen de 10 a 14
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segmentos hidrofébicos transmembrana (TMs). Ademas, poseen dos dominios re-entrantes, uno entre el TMs 9 y 10 y otro justo
después del TMs 11. Finalmente, presentan dos dominios completamente extracelulares, uno entre los TMs 5 y 6 y el otro entre

los TMs 7 y 8, conocidos como dominios extracelulares 3 (EC3) y 4 (EC4), respectivamente (Figura 3).

Figura 3: Modelo topoldgico de la isoforma electrogénica del NBC
renal (Alvarez, Loiselle et al. 2003).

EC3 y EC4: dominios extracelulares 3 y 4, repectivamente.

NBCel (NBC1): Esté codificado por el gen SLC4A4 (Choi, Romero et al. 1999), del cual derivan, por “splicing” alternativo
del gen, tres variantes: el NBCel-A (kNBC), presente en los tabulos renales proximales, el NBCel-B (pNBC), de distribucion

amplia, entre ellas el corazén, que se diferencia del NBC1-A porque los primeros 41 aminoacidos de éste son reemplazados
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por otros 85 aminoacidos diferentes en el NBC1-B y el NBCel-C, estructuralmente similar al pNBC, con excepcion del

extremo C-terminal.

NBCe2 (NBC4): Esta codificado por el gen SLC4A5 (Pushkin, Abuladze et al. 2000; Sassani, Pushkin et al. 2002). Su
estequiometria no estd atn bien definida, pudiendo transportar 2 6 3 moléculas de HCOs3- por cada molécula de Na*

(Burnham, Flagella et al. 1998; Virkki, Wilson et al. 2002).

NBCn (NBC3): Esta codificado por el gen SLC4A7 (Choi, Aalkjaer et al. 2000). Cotransporta 1 molécula de Na* por cada 1
de HCOs5" (Soleimani and Burnham 2000). Es la isoforma del NBC que estd mas ampliamente distribuida por el organismo,

siendo de gran importancia a nivel del sistema nervioso central.

El NBC promueve el co-influjo de Na* y HCOs-, pudiendo hacerlo de un modo electroneutro (cotransporte de una molécula de
Na* por cada molécula de HCO3-, NBCn) o electrogénico (cotrasporte de una molécula de Na* por cada dos o tres de HCOs,
NBCe) (Dart and Vaughan-Jones 1992; Camilion de Hurtado, Alvarez et al. 1996; Aiello, Petroff et al. 1998; Yamamoto, Swietach
et al. 2005; Villa-Abrille, Petroff et al. 2007; Vaughan-Jones, Spitzer et al. 2009).

La fuerza impulsora del NBCe tiene tres componentes: el gradiente de Na*, el gradiente de HCOs, comtn con el NBC

electroneutro, y el potencial de membrana, exclusivo del mecanismo electrogénico. Conocer esto ayuda a entender, como se
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vera mas adelante en Fisiologia del NBC, la relacion que existe entre el potencial de membrana en reposo de la célula, la
estequiometria y el sentido de transporte del HCO3-, y ademds la importancia particular que tiene este mecanismo en las células

cardiacas (ver NBC cardiaco).

Regulacion del estado acido- base del organismo a través de la reabsorcion renal de HCOs-.

Una de las funciones primarias del rifién es la reabsorcion de HCOs- hacia el torrente sanguineo. El 80-90% del HCOs- es
reabsorbido en el tibulo proximal a través del NBC electrogénico renal (NBCel-A). El HCOs- filtrado se asocia con los H* de
la luz tubular, formando acido carbonico (H2COs), el cual se disocia rdpidamente en CO2 y H2O. El COz difunde a través de
la membrana apical y una vez dentro de la célula vuelven a formarse HCOs y H*. Asi, el NBCel-A localizado en la
membrana basolateral de los tibulos proximales es el encargado de extruir el HCOs3- de la célula hacia el intersticio. Esta es
una particularidad de las isoformas electrogénicas con estequiometria 3 HCOj3 : 1 Na*, ya que el potencial de inversion del
NBC (Engc) con esta estequiometria es alrededor de -20 mV, frecuentemente menos negativo que el potencial de membrana

en reposo (PMR) de las células.

Secrecion de HCOs  en glandulas exdcrinas.
En células de los conductos pancreéticos, el NBC participa en la secrecion de HCOs-. Este efecto es producido gracias al
influjo de HCOs- a través de la membrana basolateral por el NBC electrogénico pancreético (NBCel-B) y al posterior eflujo de

este i6n hacia la luz del conducto mediado por un AE presente en la membrana apical. El NBCle-B posee una estequiometria
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de 2 HCOs : 1 Na* lo que determina un Expc de aproximadamente -100 mV, un potencial mas negativo que el PMR de estas

células. De esta manera, la fuerza impulsora favorece el influjo de HCO3- a la célula.

Regulacién del pHi.
La regulacion del pH; llevada a cabo por el NBC es esencial para el correcto funcionamiento de las células en el organismo,

donde el principal sistema amortiguador es el conformado por el HCO3-/ CO..

En el corazén el NBC promueve el co-influjo de Na* y HCOs- contribuyendo con el 40-50 % de la extrusién total de acido de las
células cardiacas. Inicialmente el funcionamiento del NBC cardiaco fue descripto por el grupo del Dr. Vaughan-Jones de la
Universidad de Oxford de Gran Bretafia como un mecanismo electroneutro (Lagadic-Gossmann, Buckler et al. 1992), y mas
tarde el grupo de trabajo liderado por el Dr. Cingolani demostré la existencia de un mecanismo electrogénico con una
estequiometria de 2 HCO;3: 1 Na* (Camilion de Hurtado, Perez et al. 1995). Actualmente, gracias a los adelantos en biologia
molecular, se conoce que ambos mecanismos, electroneutro (isoforma NBC3) y electrogénico (isoformas NBC1 y NBC4) co-

existen en el tejido cardiaco (Cordat and Casey 2009).
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Adicionalmente, en nuestro laboratorio se registré por primera vez la corriente generada por el NBCe, la cual se denominé
INa,Bic, demostrando que era capaz de modular la forma y duracién del potencial de accién cardiaco tanto en miocitos de rata

como de gato (Aiello, Petroff et al. 1998; Villa-Abrille, Petroff et al. 2007).

Por otro lado, el NBC, al igual que el NHE, ademads de regular el pHi, aumenta la concentracién de Na* intracelular ([Na*i]),
contribuyendo con un 30% del incremento total del Na*i a pH intracelular 6.8 (Yamamoto, Swietach et al. 2005). Este incremento
del Na*; activa al intercambiador Na*/Ca2* (NCX) en su modo reverso, llevando al aumento de calcio intracelular ([Ca2?i])

(Rothstein, Byron et al. 2002; Bril 2003; Aiello, Villa-Abrille et al. 2005).

La Angiotensina II (Ang II) activa al NBC en miocitos ventriculares de ratas neonatas por un mecanismo fosfoinositol-
independiente tras la unién a sus receptores AT2 (Kohout and Rogers 1995) y en miocitos ventriculares de ratas adultas tras su

unioén a los receptores AT1 y la posterior activaciéon de la MAP kinasa ERK 1/2 (Baetz, Haworth et al. 2002).

Ademas, ha sido demostrado que el NBC es regulado en forma dual por el sistema nervioso auténomo simpatico, siendo el
transportador activado por agonistas P-adrenérgicos, e inhibido por agonistas ai-adrenérgicos (Lagadic-Gossmann and

Vaughan-Jones 1993).

Por altimo, los iones intracelulares también pueden modificar la actividad del NBC cardiaco. Dada la importancia del Ca2* en

los procesos intracelulares, Le Pringent et al estudiaron el efecto que este i6n tenia sobre el NBC, demostrando que, segtin sus
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resultados, la actividad del NBC es Ca?*-independiente (Le Prigent, Lagadic-Gossmann et al. 1997). Por otro lado, en células
HEK 293 transfectadas con NBCel-B, el magnesio intracelular (Mg?*;) inhibi6 la corriente generada por la mencionada isoforma

electrogénica (Yamaguchi and Ishikawa 2008).

El estudio de la implicancia del NBC en la patologia cardiovascular esta recién en sus inicios, y a pesar que han sido realizadas
algunas investigaciones, no existen hasta el momento evidencias concretas que indiquen relaciones de causalidad entre el NBC

y el desarrollo y/o evolucién de las patologias cardiacas.

Se ha demostrado la participacién del NBC durante el dafio post isquemia/reperfusion del corazén tanto en animales (Schafer,
Ladilov et al. 2000; Sandmann, Yu et al. 2001) como en pacientes con insuficiencia cardiaca terminal, los cuales mejoraron sus
parametros funcionales tras el bloqueo del NBCe (Khandoudi, Albadine et al. 2001). Los autores plantean la posibilidad de que
dado que la actividad del NBC lleva a un aumento de la [Na*] (Vaughan-Jones, Villafuerte et al. 2006), y en consecuencia de la
[Ca?] por la activaciéon del NCX en modo reverso (ver Fisiologia del NBC cardiaco), una sobreexpresién y un incremento en la
actividad del cotransportador generaria una sobrecarga perjudicial de la [Ca2?*i] que conduciria a la apoptosis celular, a la
hipertrofia y a una mayor predisposiciéon a generar eventos arritmicos (Doggrell and Hancox 2003; Baartscheer and van Borren

2008).
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Ha sido demostrado que durante la hipertrofia y la insuficiencia cardiaca la [Na*i] est4 elevada, y que en consecuencia el NCX
funciona en su modo reverso introduciendo Ca?* a la célula (Gray, McIntyre et al. 2001; Despa, Islam et al. 2002; Verdonck,

Volders et al. 2003).

La relacion entre el aumento de la [Na*i] y la de [Ca?*i] con la hipertrofia cardiaca ha sido ampliamente estudiado en referencia
a la activaciéon del NHE, demostrandose que el uso de inhibidores del NHE son capaces de impedir e incluso revertir la injuria
miocardica secundaria a la mencionada sobrecarga de calcio (Ennis, Garciarena et al. 2007). En referencia a lo anteriormente
expuesto, Bril A ha propuesto que el uso de inhibidores del NBC podria representar una novedosa estrategia terapéutica para el

tratamiento de las enfermedades cardiovasculares (Bril 2003).

Adicionalmente, ha sido demostrado el aumento en la expresiéon y funcién del NBC durante el desarrollo de hipertrofia
cardiaca secundaria a coartacién adrtica en ratas, siendo revertida con Losartdn (inhibidor del receptor AT1 de Ang II),
relacionando al NBC con dicha situacién patolégica (Yamamoto, Shirayama et al. 2007). Ademas, es interesante que los autores
demuestran la existencia de una heterogeneidad en la distribucién del NBC en la pared ventricular de corazones normales,
siendo mayor su expresion en la zona del epicardio que en el miocardio y endocardio, la cual desaparece durante la hipertrofia
(Yamamoto, Shirayama et al. 2007). Dado que es conocido que durante la hipertrofia cardiaca existen anomalias
electrofisiol6gicas y un aumento en la apariciéon de eventos arritmicos, podria ocurrir que esta homogenizacioén transmural de

los corazones hipertroficos tenga alguna relevancia en dichos sucesos.

Por dltimo, en ratas en las cuales se gener6 un modelo de diabetes mellitus insulino-dependiente, se demostr6 que la

recuperacion del pH; estd disminuida por un deterioro exclusivo del funcionamiento del NHE y que en contraposicion la
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actividad del NBC permanece inalterada, siendo asi, este mecanismo el tnico que logra defender a la célula de la acidosis,

adquiriendo de esta manera un rol relevante en este modelo patolégico. (Le Prigent, Lagadic-Gossmann et al. 1997).

La Ang II es una hormona fuertemente implicada en el funcionamiento contractil y eléctrico del corazén. Es conocido hace afios
la modulacién que ejerce sobre varios trasportadores de membrana, como el NHE y el NCX, y la estrecha relacién que existe
entre dicha regulacion y la fisiologia cardiaca (Aiello, Villa-Abrille et al. 2002; Fliegel and Karmazyn 2004; Cingolani, Perez et al.
2005; Cingolani, Villa-Abrille et al. 2006; De Giusti, Correa et al. 2008). Es por ello que en el presente estudio de Tesis decidimos

estudiar la relacion de la Ang Il con el NBC, otro importante trasportador de la membrana de las células cardiacas.

La Ang II es un octapéptido formado a partir de la Ang I por la enzima convertidora de angiotensina (ECA), presente en el
endotelio de los vasos sanguineos, constituyendo el principal estimulo para la secrecion de aldosterona por las células
glomerulares de la corteza suprarrenal y formando parte del sistema enddcrino renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Ademas,
la Ang II es producida y secretada en forma local por diversos tejidos, pudiendo actuar en forma autécrina o pardcrina (Husain
A 1994). En el corazén Sadoshima et al fueron los primeros en demostrar que el estiramiento de los miocitos promueve la
liberacion de Ang II almacenada en vesiculas intracelulares, siendo capaz de inducir el desarrollo de hipertrofia en el resto de
los miocitos ventriculares (Sadoshima, Xu et al. 1993; Sadoshima and Izumo 1996). A partir de este descubrimiento, en el
laboratorio del Dr. Cingolani se ha estudiado en forma sistematica este fendmeno en musculos papilares, mostrando que no sélo

se libera Ang Il almacenada, sino que se promueve la sintesis de novo de endotelina-1 (ET-1) (Cingolani, Perez et al. 2001;
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Cingolani, Perez et al. 2003) y que es tras la unién a sus receptores de membrana ET-A que se desencadenan las diferentes
cascadas de sefializacién intracelular con activacion de MAP kinasas y produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS), las
cuales en suma activan al NHE (Caldiz, Garciarena et al. 2007).

El mecanismo por el cual se llega a la hipertrofia por la activacion del NHE implicaria el aumento de la [Na*j], la activaciéon
consecuente del NCX en su modo reverso y el consecuente aumento de la [Ca?*j], el cual finalmente activa la via de la

calcineurina como mediadora final mas importante en el desarrollo de hipertrofia cardiaca (Ennis, Garciarena et al. 2007).

El mismo grupo de trabajo demostré que el estiramiento de los mtsculos papilares a corto plazo desencadena la activacion de
las mismas vias expuestas previamente, pero en este caso siendo responsable del Fendmeno Anrep o sequnda fase de fuerza, (Perez,
de Hurtado et al. 2001; Cingolani, Perez et al. 2003; Cingolani, Perez et al. 2005), caracterizado por el aumento lento y
progresivo de la contractilidad que sigue al incremento rdpido inicial generado por un aumento en la sensibilidad de las
proteinas contractiles al Ca?* (fenémeno conocido como mecanismo de Frank Starling).

Asi, estos autores sostienen que el mismo estimulo mecanico desencadena vias intracelulares semejantes, participando a corto
plazo de la regulacién de la contractilidad cardiaca, pero generando a largo plazo una sobrecarga perjudicial de la [Ca?*i], que

lleva al desarrollo de hipertrofia cardiaca (Figura 4) (Dulce, Hurtado et al. 2006; Cingolani, Perez et al. 2008).
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Consistentemente, también en miocitos ventriculares aislados se ha demostrado que la Ang II y/o la ET-1 tienen un efecto

inotrépico positivo (EIP) secundario a la activacién del NHE, el cual generaria, como ha sido explicado, el aumento en la [Ca?*i]

> Estiramiento

Figura 4: Via intracelular
propuesta que explica el efecto
del  estiramiento  sobre el
aumento en la [Ca2t]. A corto
plazo aumenta la fuerza de

contraccion y a largo plazo

conduce a hipertrofia cardiaca.

(Aiello, Villa-Abrille et al. 2005; Cingolani, Villa-Abrille et al. 2006; De Giusti, Correa et al. 2008).

La regulacién de los transportadores de membrana por la Ang II cumple ademas un papel importante en el control del pH;, que
como se mencioné anteriormente es esencial para el correcto funcionamiento celular. Ha sido demostrado que la Ang II activa

tanto al NHE (Ito, Kagaya et al. 1997; Fliegel and Karmazyn 2004; Cingolani and Ennis 2007) como al NBC (Baetz, Haworth et al.

2002) en miocitos ventriculares, acelerando la recuperacién del pH; tras la induccién de una acidosis.

Finalmente, en relacién a los efectos electrofisiolégicos de la hormona, la Ang II induce un alargamiento de la duracion del

potencial de accién cardiaco (DPAC) a través, principalmente, de la inhibicién de las corrientes de K* repolarizantes tempranas
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(Ito) (Yu, Gao et al. 2000) y tardias (IKr y IKs) (Zhou, Ziegler et al. 2006; Domenighetti, Boixel et al. 2007; Rivard, Paradis et al.
2008; Wang, Shi et al. 2008) y activacién de la corriente despolarizante L-Ca?* (Aiello and Cingolani 2001; Ichiyanagi, Ishii et al.
2002). Estos sucesos que ocurren a nivel celular son los responsables de las alteraciones en los registros electrocardiogréficos
(ECG), dentro de los cuales se destacan los cambios en la morfologia de la onda T (correspondiente a la repolarizacion
ventricular) y el alargamiento del intervalo QT (representativo de la duracién del PA), ambos en estrecha relaciéon con la

aparicion de fenémenos arritmicos potencialmente mortales (Domenighetti, Boixel et al. 2007; Fischer, Dechend et al. 2007;

Goette and Lendeckel 2008).

Por otro lado, independientemente de la importancia que tiene la Ang II en el normal funcionamiento de las células cardiacas, es
estrecha la relacion entre la Ang Il y el corazén enfermo. Es conocido que los niveles de Ang II estin aumentados durante la
hipertrofia cardiaca (Lorell 1995; De Mello and Danser 2000; Serneri, Boddi et al. 2001; Palomeque, Delbridge et al. 2009), que el
potencial de accién de los miocitos ventriculares estd alargado en dicha patologia (Carmeliet 2006), siendo una de sus
principales complicaciones la aparicion de arritmias ventriculares (Domenighetti, Boixel et al. 2007), y que los inhibidores de los
receptores AT1 y los inhibidores de la ECA son los farmacos mas ampliamente utilizados en el tratamiento de las patologias

cardiacas.

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) conforman un grupo heterogéneo de moléculas que incluye a los radicales libres, como
el superéxido (O2) y el radical hidroxilo (OH-) y compuestos como el peréxido de hidrégeno (H202), que dada su alta

permeabilidad a través de las membranas lipidicas y la posibilidad de generar, a través de la Reaccién de Fenton en situaciones
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patolégicas, el radical hidroxilo (OH), se lo incluye dentro de las especies reactivas del oxigeno junto con el O2 y el OH-

(Dikalov, Griendling et al. 2007; Takimoto and Kass 2007).

Si bien hasta hace pocos afios los ROS eran considerados tnicamente moléculas “dariinas” implicadas en la hipertrofia, el
remodelamiento y la disfuncién celular; en la actualidad se han ganado una importante posicién junto a otras moléculas

encargadas de regular la fisiologia celular.

Los ROS forman parte de las vias de sefializacion intracelular activadas por diferentes agonistas, como la Ang Il y ET-1 (Zhang,
Chen et al. 2001; Caldiz, Garciarena et al. 2007; Bartosz 2009). En nuestro laboratorio se ha demostrado que ambas hormonas son

capaces de aumentar la producciéon de ROS y a través de ellos llevar a cabo sus efectos (Cingolani, Villa-Abrille et al. 2006; De

Giusti, Correa et al. 2008).

Las fuentes principales de ROS en la célula son cuatro: la enzima NADPH oxidasa (NOX), la cadena respiratoria mitocondrial,
la enzima Xantina Oxidasa (XO) y el desacople de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), cuando por efectos del estrés oxidativo

se produce deplecién de su cofactor tetrahidrobiopterina (BH4) o de su sustrato (arginina) (Figura 5).
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En los miocitos cardiacos la producciéon de Oz en los complejos I, II y III de la cadena respiratoria mitocondrial constituye la
principal fuente de ROS (Dikalov, Griendling et al. 2007; Takimoto and Kass 2007). Zorov et al fueron los primeros en demostrar
la existencia de una relacién entre los ROS y las mitocondrias, por medio de la cual pequefias cantidades de Ox generan la
salida de un estallido de ROS mitocondrial, fenémeno que los investigadores denominaron “Liberacion de ROS inducida por

ROS” (Zorov, Filburn et al. 2000). Este término fue adoptado en sucesivas investigaciones (Kimura, Zhang et al. 2005; Zorov,
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Juhaszova et al. 2006), y en el afio 2005 Kimura et al propusieron a la NOX como la generadora del Oy inicial, promotor de la
produccién masiva de ROS mitocondriales (Kimura, Zhang et al. 2005).

La relacién entre los ROS y la mitocondria estaria viabilizada por los canales mitocondriales de K* ATP-dependientes (mitoKarr)
(Yao, Tong et al. 1999; Oldenburg, Yang et al. 2003; Oldenburg, Qin et al. 2004; Kimura, Zhang et al. 2005), los cuales tras su
apertura y la entrada de K* a la matriz mitocondrial, desencadenarian tres posibles consecuencias: la hinchazén, la
alcalinizaciéon de la matriz o la leve despolarizaciéon de la membrana interna mitocondrial, fenémenos que activarian la
produccién de Oz por el complejo I de la cadena mitocondrial (Andrukhiv, Costa et al. 2006).

Asi, como se esquematiza en la Figura 6, los ROS generados en la organela saldrian hacia el citosol, mediando los efectos
desencadenados por los diferentes agonistas en la superficie celular y regulando diversos procesos fisiologicos (De Giusti,

Correa et al. 2008; Doughan, Harrison et al. 2008; Garciarena, Caldiz et al. 2008).

Figura 6: “Liberaciéon de ROS inducida por ROS”.
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Las MAP kinasas (MAPK) o proteinas kinasas activadas por mitégenos son moléculas sefializadoras altamente conservadas

durante la evolucion que traducen estimulos extracelulares en respuestas intracelulares.

Las cascadas de sefalizacion de las MAPK estan organizadas en médulos dispuestos en serie compuestos en su mayoria de los
casos por 3 proteinas kinasas y una proteina que oficia de andamio, encargadas todas de conectar las sefiales de dichos
mitdgenos extracelulares con moléculas del interior celular y poder asi mediar la respuesta de la célula ante el estimulo en

cuestion (Figura 7) (Kumar, Boehm et al. 2003).

Es importante el hecho de que los médulos no son estrictamente independientes, y mas atn se influyen mutuamente,
resultando esto en un alto grado de complejidad tanto en lo referido a su funcién como en su regulacién.

Asi, las vias lineales representan mas la excepcion que la regla, y cuanto mayor es la informacién, tanto mas se acepta que las
vias de las MAPK, como seguramente ocurre con otras vias de sefializacion intracelular, estin extensamente conectadas entre si

formando verdaderas redes de comunicacion (Kyriakis and Avruch 2001; Liu and Hofmann 2004).
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Las MAPK desempenian un importante papel dentro de la célula. Basta conocer sus sustratos, para conocer los fenémenos en
los cuales participan, como la transcripcion, la sintesis proteica, el ciclo celular, la diferenciacion y la muerte celular, teniendo

esto, como se puede apreciar, un profundo impacto en la fisiopatologia celular (Kyriakis and Avruch 2001).

Factores de crecimiento

ESTIMULO estrés

‘ Figura 7: Cascada general de activaciéon de las proteinas- kinasas

T activadas por mitégenos (MAPK).

MAPKKK
‘ Diversos estimulos extracelulares disparan la via de activaciéon en
cascada de las MAPK con el objeto de llevar a cabo la respuesta
CASCADA DE MAPK

MAPKK celular (Kumar, Boehm et al. 2003).

‘ MAPKKK (kinasa de la kinasa de las proteinas-kinasas activadas
MAPK por mitégenos)
(ERK, JNK, p38)

- MAPKK (kinasa de las proteinas-kinasas activadas por mit6genos)

\

Sustratos
(prot citosol, fact transcripcion)

MAPK (proteinas-kinasas activadas por mitégenos): ERK (proteina
kinasa activada por estimulo extracelular), JNK (c-Jun kinasa N-

" terminal) y p38kinasa.

Respuesta celular
RESPUESTA (supervivencia, apoptosis,
proliferacion, expresion genes)

Pagina 21



“Caracterizacion Funcional del cotransportador Na*/HCOj3- cardiaco”

Las tres familias principales de MAPK son: la proteina kinasa activada por estimulo extracelular (ERK 1/2), la c-Jun kinasa N-

terminal (JNK) y la p38 kinasa (p38).

Si bien las mencionadas familias comparten la mayoria de los estimulos, cada una es preferentemente activada por sélo algunos

de ellos. Esta modalidad permite a la célula responder coordinadamente ante la llegada de multiples sefales.

Los estimulos capaces de activar la via de las MAPK comprenden una gran variedad de moléculas extracelulares; algunas
acopladas al Receptor Tirosina kinasa (TK), como la Insulina, los factores de crecimiento y algunas citoquinas, y otras acopladas al
Receptor de siete dominios Transmembrana acoplado a proteina G (GPCR), como el utilizado por la Ang I y la ET-1 (Kyriakis and
Avruch 2001).

Por otra parte, las MAPK pueden ser activadas ante situaciones estresantes, como el estrés osmoético, la radiacion ionizante y la
isquemia (Chai, Wu et al. 2008; Nito, Kamada et al. 2008). Otro estimulo muy importante lo constituye la acidosis intracelular

(Haworth, Dashnyam et al. 2006).

De todos los estimulos mencionados anteriormente, en general es aceptado que ERK 1/2 media las respuestas celulares
iniciadas por factores de crecimiento, mientras que la JNK y p38 kinasa responden principalmente a las situaciones estresantes

y a las citoquinas proinflamatorias (Aoki, Richmond et al. 2000).
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En el corazén el conocimiento de la implicancia de las MAPK tanto en la fisiologia celular como en el desarrollo y evoluciéon de

las patologias cardiacas ha crecido de manera exponencial.

Las MAPK estan implicadas en la regulacion de la contractilidad y del pH;, en los cuales aparentan exhibir roles opuestos.

La ERK 1/2 media el efecto inotrépico positivo (EIP) de Ang Il y ET-1 (Cingolani, Villa-Abrille et al. 2006; De Giusti, Correa et
al. 2008) y la activacion del NBC durante la recuperacién de la acidosis (Baetz, Haworth et al. 2002), mientras que la p38 kinasa
media el efecto inotrépico negativo (EIN) de las mismas hormonas (Liao, Wang et al. 2002; Palomeque, Sapia et al. 2006;

Szokodi, Kerkela et al. 2008) y la inhibiciéon del NHE durante la recuperacion de la acidosis (Kusuhara, Takahashi et al. 1998).

Se ha demostrado que la ERK 1/2 es fosforilada y activada por H2O2 de manera dosis y tiempo-dependiente.
Asi, el H>O2 100 pM induce una significativa fosforilacion de dicha kinasa, que comienza al minuto y adquiere su pico maximo a

los 3 minutos de exposicion (Sabri, Byron et al. 1998; Rothstein, Byron et al. 2002; Snabaitis, Hearse et al. 2002).

De este modo, tanto los ROS como ERK 1/2 (ambos activados por la Ang II) formarian parte de una misma cascada de

sefializacion responsable de mediar los efectos de la hormona (Caldiz, Garciarena et al. 2007).

La p38 kinasa y los ROS también exhiben una estrecha relacién entre si. Aunque existe enorme evidencia sobre la activacion de
la p38 kinasa por los ROS (Wenzel, Taimor et al. 2001; Izumiya, Kim et al. 2003; Kimura, Zhang et al. 2005), también ha sido
demostrado que existen vias de activaciéon de p38 kinasa sin participacion de los ROS (Palomeque, Sapia et al. 2006; Spallarossa,

Altieri et al. 2006), pareciendo esta discrepancia depender de la dosis (Kwon, Pimentel et al. 2003) y el tiempo de exposiciéon a
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los ROS (Liu and Hofmann 2004), como asi también del tejido en el cual se estudie e incluso de la isoforma de la kinasa

implicada (Sabri and Lucchesi 2006).

Por otro lado, es conocido que tanto ERK 1/2 como p38 kinasa son fosforiladas y activadas durante procesos patolégicos como
la injuria por isquemia y reperfusion (Moor, Gan et al. 2001; Aon, Cortassa et al. 2008; Chai, Wu et al. 2008) y el desarrollo de
hipertrofia cardiaca. Aqui también parecen desempefiar funciones opuestas, siendo la ERK 1/2 pro-hipertrofica y la p38 kinasa
pro-apoptética, existiendo un fino equilibrio entre ellas, resultado del cual dependera la futura respuesta celular (Cingolani and

Ennis 2007; Park, Fischer et al. 2007; Cingolani, Perez et al. 2008; Chai, Wu et al. 2008).
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Obz’ etivos

Primera parte: Participacion del NBC en el control del pH; y su regulacion por la Ang II
Segunda parte: E1 NBC electrogénico y la Ang II

Tercera parte: Efecto de los Anticuerpos contra la isoforma electrogénica NBC1 en la

fisiologia de la célula cardiaca
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suenos; que ser devrotado- sivv saber siquieras por lo-
que se esti luchando-”
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El objetivo general del presente estudio de Tesis es la “Caracterizacion funcional del cotransportador Na*/HCOj; (NBC)
cardiaco”, investigando la implicancia de sus diferentes isoformas en la fisiologia cardiaca y esclareciendo el papel que cumple

la Angiotensina II (Ang II) en la modulacién de su actividad.

Para ello se utilizaron miocitos ventriculares de gato adulto en los cuales se midi6 el pH intracelular (pH;) por epifluorescencia y
se realizaron registros de potenciales de acciéon (PA) con la técnica de Patch-clamp para evaluar la implicancia de las isoformas

electrogénicas del NBC en su morfologia y duracion.

La produccién de anticuerpos contra la isoforma electrogénica NBC1 se utiliz6 para evaluar la expresion y funcion del NBC1 en

los miocitos ventriculares.

El presente estudio de Tesis se puede dividir en tres partes, cada una con objetivos especificos y en las que nos planteamos

responder a los siguientes interrogantes:

¢ Tiene el NBC una participacion activa en el control del pH; formando parte de los mecanismos alcalinizantes del miocito

ventricular? ;Cual es su contribucién a pH; acidos y a pHi cercanos al basal?

(Es el NBC regulado por la Angiotensina II (Ang II)?, ;Qué vias estdn implicadas en la sefializacion intracelular

desencadenada por la hormona? ;Participan las especies reactivas del oxigeno (ROS)? ;Cuéles son las fuentes de ROS
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implicados en la regulaciéon del NBC? ;Participan las MAP kinasas? ;Estan los ROS y las MAPK en la misma via de

sefializacion desencadenada por la Ang II o son dos vias independientes?

¢ Qué efecto tiene la Ang II sobre el NBC electrogénico? ;Qué via intracelular es la responsable de dicho efecto?

¢Qué relevancia tiene en la duracion del PA el efecto de la Ang II sobre el NBC electrogénico?

¢Son los anticuerpos generados en nuestro laboratorio capaces de reconocer a la isoforma electrogénica NBC1?

¢Es posible modular la actividad del NBC1 con el uso de dichos anticuerpos?, si es asi, jqué relevancia tiene el NBC1 en el

control del pHiy en el potencial de acciéon (PA)?
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M ateriales y Métodos

Técnicas Generales

Técnicas Especificas
Soluciones

Analisis Estadistico
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Todos los experimentos presentados en la presente Tesis se realizaron en miocitos ventriculares de gato adulto obtenidos mediante
la técnica de digestion enzimatica, que se describe brevemente:

Los animales son anestesiados con pentobarbital sodico (35mg/Kg) por via intraperitoneal, corroborandose la ausencia de reflejo
tendinoso y corneal, como asi también la falta de respuesta frente a estimulos dolorosos. Se realiza la toracotomia a través de una

incision a la altura esternal con el fin de exponer la totalidad de la cavidad torécica.

El corazon se desliga de la cubierta pericardica y se inyecta 1 ml de heparina sédica (200U/ml) dentro de la cavidad ventricular
para evitar la formacion de codgulos. Posteriormente, los corazones son removidos y colgados en un Sisterma de Langherdorf (Figura
8) para comenzar la perfusion retrégrada con una solucién HEPES 1.35 mM ClxCa (ver Soluciones) para limpiarlo y estabilizarlo. Se
prosigue por 5 minutos con otra solucién nominalmente libre de calcio con 0.1 mM de Ethylene glycol-bis (B-aminoethyl ether)-n, n, n’,
n -tetraacetic acid (EGTA), corroborando que el corazén deja de latir. Luego se hace recircular la solucién por 15 minutos con 0.5 mM
Cl2Ca, 0.50 mg/ml de colagenasa tipo II (300U/ml), 0.02mg/ml de proteasa y albimina bovina 0.5 mg/ml. En el transcurso de la
digestion se puede observar la caida del ventriculo derecho, la apariencia mas espesa de la solucién y la menor consistencia del
corazon al tacto. Durante todo el proceso de digestion la temperatura se mantuvo a 37°C.

Una vez concluida la digestién, aproximadamente a los 20 minutos del comienzo del pasaje de las enzimas, el corazén es

desmontado y el tejido ventricular no digerido es disociado mecanicamente con tijeras.
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Finalmente, se restituye progresivamente el calcio de la solucién con el agregado de Cl>Ca hasta lograr una concentracion final de
1.35 mM, concentraciéon que se utilizara en los posteriores experimentos. Este pasaje lento por soluciones progresivamente més
concentradas en ClxCa tiene como propésito evitar la muerte celular por recalcificaciéon rapida. Al momento de utilizar los miocitos,
éstos se resuspenden en una solucion con bicarbonato burbujeado con CO2 5%/ Oz 95% (ver Soluciones) con el fin de poder evaluar

la funcion del NBC.

Figura 8: Equipo de Langherdorf utilizado para el aislamiento de los

miocitos ventriculares de corazén de gato.

Se observa el corazén dentro del vaso de doble camisa durante la etapa de

digestion enzimatica con colagensa.
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Proteina de fusion:

Con el objeto de producir anticuerpos policlonales contra los dominios extracelulares 3 y 4 del NBC1 (EC3 y EC4), se
construy6 un plasmido con la secuencia del ADN copia (ADNCc) para la proteina glutation S-transferasa (GST) unida al ADNc
correspondiente al EC3 y o al EC4. Estas proteinas de fusién, producidas por el Dr. Bernardo Alvarez en el laboratorio del Dr.

Joeseph Casey (Alvarez, Loiselle et al. 2003), fueron utilizadas como antigenos al inyectarlas en conejos.

Anticuerpos:

Los anticuerpos se obtuvieron mediante la inmunizacién de conejos machos New Zealand de 3 meses de edad con una
inyeccion subcutanea de 1000 pg de la proteina de fusion en adyuvante de Freund's completo, seguida de dos inyecciones
separadas por un mes, con 600 pg de proteina de fusiéon con adyuvante de Freund's incompleto. Al cabo de un mes de la
altima inyeccion se realiz6 la extraccion de sangre y se separé el suero crudo conteniendo los anticuerpos contra los dominios
extracelulares 3 (a-L3) y 4 (a-L4), respectivamente. Paralelamente, otros conejos fueron inyectados con el adyuvante de

Freund's completo sin la proteina de fusién para generar suero no inmune (sham).

Debido a que estos dominios son extracelulares, pretendiamos que los anticuerpos reconocieran al cotransportador e

interfirieran en su funcién.
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El pH intracelular (pHi) de los miocitos se midié por un sistema de epifluorescencia (Ion Optix, Milton, MA). Se utilizaron los
miocitos cardiacos obtenidos en el mismo dia mediante la técnica previamente descripta y mantenidos en un medio con HCOs-
burbujeado con CO2 5% /02 95%, los cuales fueron cargados con 10 uM del indicador de pH;, 2'-7'-bis (2-carboxyethyl) -5,
6-carboxyfluorescein (BCECF)-AM a 30°C durante 10 minutos, al cabo de los cuales se lavé el medio extracelular con soluciéon
libre de indicador.

El modo de carga del indicador se basa en que las formas “AM” o “acetoxy-metil-ester” de los indicadores fluorescentes
atraviesan facilmente la membrana, y asi una vez en el citosol las esterasas intracelulares cortan la porcién AM para liberar la

forma 4cida del indicador, que es la que posee la propiedad de fluorescer cuando se combina con el i6n correspondiente (H*).

Transcurridos 30 minutos de lavado, los miocitos fueron colocados sobre la platina de un microscopio invertido (Nikon.TE
2000-U), a flujo continuo (2ml/min) y estimulados a través de dos electrodos de platino a una frecuencia de 0.5 Hz. La luz de
excitacion, provista por una cdmara de Xenon de 75 watt, fue centrada a 440 y 490 nm y transmitida a los miocitos. La
fluorescencia emitida fue colectada por un fotomultiplicador provisto de un filtro de 535 nm. El cociente (490/440) fue

digitalizado a 10 kHz (ION WIZARD software) para analisis de fluorescencia.

Al término de cada experimento, se realiz6 una calibraciéon con Nigericina y alto K* (Perez, Alvarez et al. 1995). Esto permitié

transformar las unidades arbitrarias de fluorescencia del cociente 490/440 en unidades de pHi. Se realiz6é un grafico del pHivs
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el cociente 490/440, se hizo un ajuste lineal de los datos, y el valor de la ordenada al origen y la pendiente de la ecuacién
general de la recta fueron utilizados para reemplazar los datos de fluoresecencia.
Los miocitos cargados con BCECF se utilizaron para medir el pH; de las células realizando 2 técnicas diferentes, las cuales se

describen brevemente a continuacién:

Para evaluar la actividad total del cotransportador Na*/HCOs  (NBC) en la recuperacion del pHi tras la acidosis se utiliz6 la

técnica conocida como “Pulsos de amonio” (Figura 9).

20 mM NH,CI
7407 I lavado
l Figura 9: Pulso de amonio representativo.

1207 La recuperacién de la acidosis en un medio con HCOs- en

PH, 7,001 presencia continua de HOE 642 fue utilizada para evaluar la
actividad del NBC total.
6.80 1
6.60 - Solucion con HCO, .+ HOE 642 10 uM
3 min actividad del NBC total

Inicialmente los miocitos fueron expuestos a una soluciéon extracelular de bicarbonato burbujeado con CO2 5%/O2 95%,
registrdndose el pHi hasta su estabilizacion. Seguidamente, al exponerlos a NH4Cl 20 mM durante 3 minutos se generé una
alcalosis intracelular debido a la difusion rapida, a través de la membrana, del amoniaco (NHj3) y la subsecuente asociacion de

esta molécula con los H* intracelulares.
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A la vez, también difunde, pero mas lentamente, amonio (NH4*), el cual se disocia y aporta una cantidad extra de H* al medio
intracelular, produciendo una leve caida del pHi. Cuando el NH4Cl fue removido y los miocitos volvieron a exponerse a la
soluciéon de bicarbonato inicial, se evidencié una rapida acidificacién celular debida a la generacién intracelular de H*,
secundaria a la disociacion del NHs* en H* y NH3 y al aporte de H* provenientes de la difusiéon lenta del NH4*.

Dado que el NHj3 es permeable, sali6 de la célula, y los H* que permanecieron en el interior fueron los responsables de la
disminucién del pHi.

Esta acidosis intracelular activé a los mecanismos celulares alcalinizantes (NHE y NBC), encargados de llevar el pH; a sus

valores basales.

El andlisis de los datos se realizé en el programa de computaciéon Origin 7.0, ajustando la curva de recuperacién con una
funcién exponencial de primer orden. De este ajuste se obtuvo la velocidad (dpHi/dt) de recuperacién a cada pH; y luego, con
este dato y conociendo la capacidad amortiguadora total (Biwt), se calculd el flujo de protones (Jn) en mM/min (Ju= Prot
dpHi/ dt). Como se explica en la (Figura 10), la Prot fue calculada a partir de la suma entre la capacidad amortiguadora del COz

intracelular (Bcoz) y la capacidad amortiguadora intrinseca (Bi).

La Bcoz fue calculada como, fco.=2.3 [HCOs5];, donde [HCOs]; =[HCOs7], 10rHirHe (Roos and Boron 1981; Leem, Lagadic-
Gossmann et al. 1999). La Bi de los miocitos fue calculada exponiendo las células a diferentes concentraciones de NH4Cl (20,
15,12, 9, 5 y 3 mmol/L) en buffer HEPES- 0 Na* (ver Soluciones) y registrando el pH; obtenido para cada concentraciéon de
NH4Cl durante 3 minutos, utilizando luego el promedio de los valores del altimo minuto en cada situacién. Sabiendo que:

NHg*i = NHy*o x 10 PHo-pH) /1+10 (vHoK), la f; se calculé como pi = A [NH4* /ApH;, y referida al punto medio de las medidas de
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pHi. pK del NHs*= 9.21 y el pHo =7.4 (Zaniboni, Swietach et al. 2003). La ; a diferentes valores de pH; fue estimada sobre un

ajuste lineal obtenido de la gréfica entre la ; en funcién del pHi.

el 5 12 Figura 10: Medida de la capacidad amortiguadora intrinseca (f3i). La (i de los

(mMm) | o G

miocitos fue medida exponiendo las células a concentraciones variables de

NH4Cl en una solucién HEPES-0 Na*, previa estabilizacion del pH; tras cada

9.5

90 agregado de NH4Cl. La Bi a cada pH; fue estimada a partir del ajuste lineal

R :2 obtenido de la gréfica fi vs. pHi.
i Panel superior: Concentraciones diferentes de NH4Cl en solucion
jz 5 min extracelular HEPES-0 Na* usadas para calcular la B; de los miocitos de gato.
40, gff:_'g Panel medio: trazo representativo de los cambios de pH; ante cada cambio en

la concentraciéon de NH4Cl.

L

£

= Panel inferior: grafica de Bi vs pHi con el ajuste lineal. La (i fue calculada a
2 1 partir de la ecuacién Bi= A [NHs*]i/A pHi y referida al valor medio de cada

64 68 72 16 80 84
pH, pHi.
En la presente Tesis se utilizo esta técnica para determinar el papel que juega el NBC, y sus diferentes isoformas, en la
recuperacion de una sobrecarga 4cida intracelular. Se investigé el efecto de Angiotensina II (Ang II) sobre el cotransportador

y, con el empleo de diferentes inhibidores, la via intracelular desencadenada por la hormona para modular su funcién. En
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todos los casos la Ang II fue agregada 10 minutos previos al inicio de los “Pulso de amonio”, y los inhibidores 10 minutos
previos al agregado de Ang II.

También se utilizaron los anticuerpos disefiados contra la isoforma electrogénica NBC1 (a-L3 y a-L4) con el objeto de
investigar la participacion relativa de las isoformas del NBC en la recuperacién del pHi. Los miocitos fueron preincubados 10

minutos previos al inicio de los “Pulsos de amonio” con el suero sham o conteniendo cada uno de los anticuerpos.

K'5 mM K’ 45 mM K'5 mM

7.4 4 | I J

7.3 Figura 11: Pulso de K* representativo.

25 Se registra el aumento de pH; generado por el paso de los miocitos de

una solucién extracelular con K* 5 mM a otra con K* 45 mM. Al cabo

HERG de 14 minutos los miocitos vuelven a exponerse a la solucion inicial y

7.0 1 el pH; desciende. Dado que el alto K* genera una despolarizacion

6.9 celular, este método fue utilizado para evaluar la actividad del NBC

B electrogénico (NBCe) en aislamiento.

-4 0 4 8 12 16 20

Tiempo (min)

Con el objetivo de investigar la actividad del NBC electrégenico (NBCe) en forma aislada, se realizaron “Pulsos de K*”

(Figura 11), también conocidos como “Despolarizacién con alto potasio”. Inicialmente los miocitos fueron expuestos a una
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solucion extracelular de bicarbonato con K* 5 mM y seguidamente, tras lograr la estabilizacién en el registro del pHi, se
cambi6 la solucién por una con alto K* (45 mM), isosmolar con respecto a la solucién inicial, la cual se mantuvo durante 14
minutos. El alto K* gener6 una despolarizacion celular de aproximadamente 60 mV, lo cual activo selectivamente al NBCe y
gener6 un aumento del pHi (ApHi), representando una medida de la actividad del NBCe. Por tltimo, los miocitos volvieron a
exponerse a la solucién inicial, constatdndose el descenso del pHi.

Con esta técnica se pretendio estudiar las dos isoformas electrogénicas del NBC (NBC1 y NBC4), utilizando los anticuerpos
disefiados por nuestro laboratorio contra la isoforma NBC1, como asi también investigar la regulaciéon hormonal por Ang II de
dicho mecanismo.

Los anticuerpos y la Ang II fueron agregados 10 minutos previos al inicio de los “Pulsos de K*"y los inhibidores 10 minutos

previos al agregado de Ang II.

El registro del potencial de acciéon (PA) de los miocitos ventriculares dispuestos en una cdmara de perfusion se realiz6 con la
técnica de Patch-clamp en su configuracién patch perforado (Figura 12, lado izquierdo), utilizando un amplificador de patch-
clamp (Axopatch 200A, Axon Instruments, Foster City, Calif.).

Las pipetas se generaron con un estirador de pipetas PP-83 puller (Narishige, Tokyo, Japan) y luego se pulieron con una
microforja MF-83 (Narishige) hasta lograr una resistencia final de 0.5-1 M.

Las corrientes (filtradas a 1 kHz) se registraron en forma digital directamente al disco duro de una PC a través de un
convertidor analégico-digital (Digidata 1200, Axon Instruments; Figura 12, lado derecho).

Se utilizaron los programas pClamp y Axotape (Axon Instruments). El analisis de los datos se realiz6é con pClamp (Clampfit).

Pagina 39



“Caracterizacion Funcional del cotransportador Na*/HCOj3- cardiaco”

Figura 12: Registro de potencial de

Configuraciones de patch-clamp accién en miocitos ventriculares.

A. : B. C. Lado izquierdo Configuraciones
ﬂﬁ | CELL-ATTACHED »
| Y /_%' g‘ generales utilizadas en patch-clamp.
e =
2 5 h Nuestros experimentos fueron
i Vp = 70 :
D. [MobowHolECEL] et realizados con la configuracion de patch
uccion
& N ;
PERFORATED PATCH STANDARD . [Insipe-our perforado (D)
Didlisis — Didlisis w
n e =

Amphotericin Lado derecho Foto obtenida durante el

2 !B
-1: +20

registro del PA en un miocito

Traccién
+ ventricular. Se puede observar la pipeta

F. [outsioe-out
w y el miocito en el monitor superior y los

PA provocados y registrados por el

software pClamp en el monitor de la

computadora.

Esta técnica se utiliz6 para estudiar la fosforilacion de ERK 1/2 en miocitos aislados de corazones de gato y para la deteccion
del NBC1 en lisado de ventriculo y células embrionarias de rifion humano 293 (HEK 293), utilizando un anticuerpo contra la

ERK 1/2 fosforilada o los anticuerpos contra el NBC1, respectivamente.
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Las células HEK 293 se transfectaron con la variante por splicing alternativo del NBC1, el NBC1-B (Alvarez, Loiselle et al. 2003)
para ser analizadas para la expresion del NBC1, junto a los lisados de ventriculo, dos dias posteriores a la transfeccion.

Los preparados de ventriculo y los miocitos aislados fueron homogenizados con un Polytron en buffer fosfato salino (140 mM
CINa, 3 mM CIK, 6.5 mM HPOsNay, 1.5 mM HoPO4K, pH 7.4), conteniendo inhibidores de proteasas (MiniComplete Tablets,
Roche).

Se tom6 una alicuota a la cual se le adicioné el buffer de carga SDS/PAGE ((10% (v/v) de glicerol, 1-3% (v/v) 2-
mercaptoetanol, 2% (p/v) SDS, 0.5% (p/v) de azul de bromofenol, 75 mM Tris, pH 6.8)). Las muestras se resolvieron en geles
de 7,5% de poliacrilamida. Las proteinas fueron transferidas a membranas de PVDF y luego incubadas con los anticuerpos
correspondientes para cada analisis: de conejo anti-NBC1 comercial (Millipore, Temecula, CA), a-L3, a-L4 o suero no inmune
(para estudiar la expresion del NBC1) o con anti ERK 1/2 fosforilada (Santa Cruz Biotechnology), para la deteccién de la
kinasa.

La detecciéon de las proteinas inmunoreactivas fue realizada por quimioluminiscencia, utilizando un anticuerpo secundario
(Amersham). Las membranas fueron bloqueadas con leche descremada 5%. Anticuerpos Ig-G conjugados a peroxidasa (Santa
Cruz Biotechnology) fueron utilizados como anticuerpos secundarios y las bandas se visualizaron usando el reactivo ECL y el

equipo Chemidoc (Biorad).

Pagina 41



“Caracterizacion Funcional del cotransportador Na*/HCOj3- cardiaco”

(mM) 146.2 NaCl, 4.69 KCl, 11 glucosa, 10 HEPES, 0.35 NaH2PO4. H20O, 1.05 SO:Mg. 7H2O, pH 7.4 con OHNa. A esta solucion se le agrega

1.35 mM Cl>Ca para la etapa de lavado o 0.1 mM EGTA. Todas las soluciones durante el aislamiento son burbujeadas con O, 100%.

(mM) 5 KCl, 118 NaCl, 1.2 MgSOy, 0.8 Cl2Mg, 1.35 ClxCa, 10 glucosa, 20 NaHCO;, pH 7.4 con OHNa luego del burbujeo continuo con CO»
5%/0295%.

(mM) 118 NaCl, 5 KCl, 1 MgSOs, 0.35 NaH2PO,, 10 glucosa, 40 cloruro de colina, 20 NaHCOs, pH 7.4 luego del burbujeo continuo con CO»

5% /02 95%. En la solucion de alto K* para inducir la despolarizaciéon celular se reemplazé 40 mM cloruro de colina por 40 mM KCl.

(mM) 130 Gluconato de K+,10 KCl, 5 NaCl, 0.5 MgCl,, 1 EGTA, 10 HEPES, 0.3 mg/ml Nistatina, pH 7.2 con KOH.

(mM) 140 KCl, 1 MgCly, 2 EGTA, 12 HEPES, 0.01 nigericina, 11 Glucosa, 20 2,3-butanedionemonoxime (BDM), el pH se ajusta con KOH a

diferentes valores en el rango de 7.5 a 6.5.

(mM) 25 HEPES, 4.66 KCl, 1.05 MgSOs, 1.35 CaCl,, 148 N-metil-D-glucamina, 11 glucosa, pH 7.4 con HCI 1N.

Los datos fueron expresados como la media * error estdndar (ES), siendo comparados con el test de Student o con ANOVA, seguido de

un test de Student- Newman- Keuls. Un valor p <0.05 se consideroé estadisticamente significativo.
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Resultados

Primera parte: Participacion del NBC en el control del pH; y su regulacién por la Ang II

Segunda parte: E1 NBC electrogénico y la Ang II

Tercera parte: Efecto de los Anticuerpos contra la isoforma electrogénica NBC1 en la

fisiologia de la célula cardiaca

Pagina 43



“Caracterizacion Funcional del cotransportador Na*/HCOj3- cardiaco”

“Es verdad que no- sabemoy lo- que tenemos hastow
que lo- perdemos; pero- taumbiér es verdad que no-
sabemos que noy haciw faltow hasta que lo-
encontramos.”
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El objetivo inicial de la primera parte del presente trabajo de Tesis fue estudiar la participacion relativa del NBC en el control

del pH intracelular (pHi) como parte integrante de los mecanismos alcalinizantes de los miocitos ventriculares.

Posteriormente, el segundo objetivo fue investigar la modulaciéon hormonal del NBC, especificamente su regulaciéon por la
Ang Il y dentro de este punto profundizar en la via intracelular que desencadena la hormona, evaluando la participacion de

las especies reactivas del oxigeno (ROS) y de las MAP kinasas (MAPK) en dicho efecto.

La hipétesis planteada fue que el NBC seria un mecanismo alcalinizante activo en los miocitos ventriculares de gato y que la

Ang II estimularia su actividad por medio del aumento en la produccién de ROS y la activacién de la via de las MAPK.
Para comprobarlo utilizamos miocitos ventriculares cargados con BCECF en los cuales investigamos la recuperacion de la

acidosis durante “Pulsos de amonio” en situacion control, en presencia de Ang II y con el agregado de los inhibidores

especificos de aquellas moléculas, que pensamos, estaban involucradas en la producciéon de ROS y activacion de las MAPK.
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El mantenimiento del pH intracelular (pHi) dentro de limites estrechos es indispensable para el correcto funcionamiento
celular (Vaughan-Jones, Spitzer et al. 2009). Dado el elevado metabolismo de los miocitos cardiacos y también ante la
presentacién de diversas situaciones patoldgicas, la disminucién del pH; (acidosis) es una situacién frecuente contra la cual
debe luchar la célula y para lo cual pone en marcha a sus dos principales mecanismos alcalinizantes, el intercambiador Na*/
H* (NHE) y el cotransportador Na*/ HCOs  (NBC) (Lagadic-Gossmann, Buckler et al. 1992; Camilion de Hurtado, Perez et al.
1995; Le Prigent, Lagadic-Gossmann et al. 1997; Vaughan-Jones, Villafuerte et al. 2006).

En un medio HEPES sin bicarbonato el tinico mecanismo activo es el NHE, mientras que en un medio con bicarbonato ambos
transportadores estdn activos. Esto tiene gran importancia dado que el bicarbonato es el principal buffer fisiolégico en el
organismo, por lo que estudiar el comportamiento celular en su presencia representa la mejor aproximacioén a una situacion

real.

Dado que nuestro objetivo fue investigar exclusivamente al NBC, el primer paso que realizamos fue determinar la dosis
minima necesaria del inhibidor especifico del NHE, HOE 642 para abolir completamente su actividad (Hoshino and Avkiran
2001; Baetz, Haworth et al. 2002; Kusumoto, Igata et al. 2002; Haworth, Dashnyam et al. 2006; Cingolani and Ennis 2007). La
Figura 13 muestra “Pulsos de amonio” realizados en un medio HEPES sin bicarbonato (HCOs"), para evaluar exclusivamente la
actividad del NHE. Como se puede apreciar, la dosis minima de HOE 642 necesaria para bloquear totalmente al NHE fue 10

M.
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Una vez establecida la dosis de HOE 642 a utilizar (10 pM), los siguientes “Pulsos de amonio” fueron realizados en presencia

continua del inhibidor en una solucién de bicarbonato burbujeado con CO2 5% /O2 95%.

Lo primero que investigamos fue la participacion del NBC en la recuperacion del pHi tras la inducciéon de acidosis intracelular,

para lo cual realizamos Pulsos de amonio en ausencia o presencia de HOE 642 (Figura 14). Durante el rango de pH;
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comprendido entre 6.7 a 7.1, el agregado de HOE 642 disminuy6 significativamente el flujo de protones (Jn). Es interesante
notar que esta disminucién fue paulatinamente menor a medida que la célula recuperaba su pHi basal. Estos resultados
demuestran que la participacion relativa del NBC en el control del pH; a pHi 6.8 es de 30% y que a pHi cercanos al basal su
participacion aumenta, siendo su actividad equivalente a la del NHE (Baetz, Haworth et al. 2002; Vaughan-Jones, Villafuerte

et al. 2006).

A
HOE642 10 uM
8.6 1 —
go| MO NH.CI
N ‘M Figura 14: Pulsos de amonio en HCOs-. Participaciéon del NBC
78 i U [ en la recuperacion de la acidosis.
oo
74l il T L
oy {W#' ' \ w.‘“;ﬂ'w-‘\f|"f|‘ﬂ.'l Panel A Pulsos representativos en ausencia y presencia de
sl M W HOE642 10uM,
R e 40 50 GO Panel B Ju (mM/min) durante la recuperacion de la acidosis
Time (min)
B c Panel C Promedio del Ju a pHi 6.8, sin HOE 642 (n = 7) o con
56 = HOE642 (n = 11). * indica diferencia significativa respecto al
o T pulso con HOE 642.
4 S 3

= @
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5 * Con HOE642 = -
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Pagina 48



“Caracterizacion Funcional del cotransportador Na*/HCOj3- cardiaco”

Finalmente, para confirmar que la recuperacién restante era debida al NBC se agregé al medio con HOE 642 un inhibidor

selectivo del NBC, S0859 (10 pM) recientemente identificado por el grupo del Dr. Vaugh- Jones (Ch'en, Villafuerte et al. 2008)

(Figura 15). En esta situacion la recuperacion del pHi fue nula.

Estos experimentos nos permiten afirmar que el NBC es el tinico mecanismo activo ante situaciones en las que que el NHE

estd inhibido, como ha sido demostrado en modelos de ratas con diabetes insulino-dependiente (Le Prigent, Lagadic-

Gossmann et al. 1997).

G NH,CI 20 mM

7.4 o
724 (0
nw\‘ Al
7.0y T .
PH 684 I ,‘ Uit HOEB42 10 uM
6.6 Lo
6.4 e HOE642 10 uM
Tl + 50859 10 uM
6.2
6~O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)

Figura 15: Pulsos de amonio en presencia constante de HOE642 sin
y con S0859. En presencia de ambos inhibidores la recuperacion del
pHi queda completamente abolida, demostrando que el NBC es el

Unico mecanismo activo cuando el NHE esta inhibido.

La Angiotensina II (Ang II) esta fuertemente implicada en la fisiologia cardiaca. Sus acciones son llevadas a cabo tras su unioén

a receptores de membrana, a partir de los cuales se desencadenan diferentes vias de sefializacion intracelular, en las que en su

gran mayoria participan las MAP kinasas (MAPK) y las especies reactivas del oxigeno (ROS) (Zhang, Lu et al. 2007;
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Garciarena, Caldiz et al. 2008). Se ha demostrado que la Ang II activa al NHE (Fliegel and Karmazyn 2004; Cingolani, Villa-
Abrille et al. 2006) y al NCX utilizando dichas vias de sefializaciéon (Aiello, Villa-Abrille et al. 2002). Con respecto a la
modulacién del NBC cardiaco, se ha descripto que la Ang II 100 nM activa al cotransportador en miocitos de ratas adultas por
medio de la activaciéon de las MAPK (Baetz, Haworth et al. 2002). Adicionalmente, el grupo de Grace et al demostré que la
hormona, sélo a concentraciones iguales o mayores a 10 7 M es capaz de activar al cotransportador en miocitos de hurén
(Grace, Metcalfe et al. 1996), pero se desconoce el efecto que tiene la hormona sobre el NBC de gato y la via intracelular por la
cual se genera su efecto.

Basdndonos en lo anteriormente expuesto, realizamos los pulsos de amonio preincubando las células con Ang II 100 nM.

La Ang II produjo un aumento significativo del Ju en el rango de pHi que va desde 6.7 a 7, siendo 70% mayor al control a pH;

6.8 (1.70£0.15, n = 8* vs 1.03+0.12, n = 11, Figura 16).

A B Figura 16: Efecto de Ang II 100
HOE642 10 M 807 - nM sobre el NBC. Panel A Pulsos
] = Angll de amonio representativos sin y
— 23 « Control 1
£ . con el agregado de Ang II.
£2
£ 15] Panel B Ju promedio durante la
= . . . . .
1.01 recuperacion de la acidosis. *indica
051 diferencia significativa respecto
67 68 69 70 74 del control.
Tiempo (min) pH;
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El efecto estimulante de la Ang II sobre el NBC fue inhibido completamente al preincubar las células con Losartan 1 pM

(inhibidor de los receptores AT1; 0.93+£0.2, n = 6; Figura 17) o Celeritrina 2 pM (bloqueante de la proteina quinasa C, PKC;
0.9+0.1, n=9; Figura 17).

Estos resultados concuerdan con la bibliografia existente, que demuestra que los miocitos adultos normales expresan bajos
niveles de receptores ATz y que los efectos de la Ang II son totalmente abolidos con inhibidores de los receptores AT

(Sandmann, Yu et al. 2001; Palomeque, Delbridge et al. 2009). Ninguna de estas drogas tuvo efecto sobre el Ji control (Figura

17, inset).
1.6 -
14
1.2
1.0 -
0.8
0.6
0.4 ]
= 0.2

0.0

. (mM/min) a pH 6.8

Figura 17: Participacion de los receptores AT; y de la PKC en la
activacion del NBC por Ang II. Promedio del Ju (mM/min) a pH;

6.8 en situacién control (n =11), con el agregado de Ang Il sola (n = 8)

J,, (mM/min) a pH 6.8

o tras la preincubacién con Losartdn 1pM (n = 6) o Celeritrina 2 pM

(n = 9). En el inset se muestra que las drogas no afectaron

significativamente el Ju control. * indica p< 0.05 respecto al control.
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Las especies reactivas del oxigeno (ROS) tienen un importante rol dentro de las vias de sefalizacion intracelular
desencadenadas por diversos estimulos externos (Bartosz 2009). Asi la Ang Il y la ET-1 son capaces de aumentar la producciéon
de ROS y a través de ellos llevar a cabo sus acciones (Zhang, Chen et al. 2001; Giordano 2005; Cingolani, Villa-Abrille et al.
2006; Caldiz, Garciarena et al. 2007; De Giusti, Correa et al. 2008).

Basandonos en estos conocimientos, evaluamos si el efecto de la Ang II sobre el NBC estaba mediado por la generacién de
ROS. Como se muestra en la Figura 18, la preincubacién con Apocinina 300 pM, inhibidor de la NADPH oxidasa (NOX; Ju
0.8+0.13 mM/min, n = 6) o con el secuestrador de ROS, mercapto-propionil-glicina 2 mM (MPG; Ji 0.8+£0.08 mM/min, n = 9)
aboli6 el efecto de la Ang II.

La direccién en la cual la NOX produce el anién superdxido (Oz) en los miocitos ventriculares es un tema controvertido.
Dado que la isoforma existente en la membrana de los miocitos ventriculares (NOX2) es la misma que la presente en las
células fagociticas (Zhang, Lu et al. 2007), pensamos que el Oz podria generarse hacia el lado extracelular y que al ser
dismutado por la superéxido dismutasa (SOD) a peréxido de hidrégeno (H20z), éste difunda al interior de la célula, mediando
la respuesta celular de la Ang II (Seshiah, Weber et al. 2002; Doughan, Harrison et al. 2008).

Consecuentemente, investigamos si el agregado de HxO: a la soluciéon extracelular podria mimetizar el efecto de la Ang II
sobre el NBC.

La Figura 18 muestra que el agregado de H20O2 100 pM gener6 un efecto sobre el NBC similar al exhibido por la hormona (Ju
1.61£0.19mM/min, n = 9; p<0.05). Adicionalmente, el agregado al medio extracelular de Catalasa impermeable (1000

unidades/ml), enzima que convierte el H:O2en Oz y H2O, previno el efecto de Ang II (Figura 18, Ju 1.01+£0.13 mM/min, n = 8).
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Hasta acd los resultados obtenidos nos demostraban que la Ang II, tras su unién a los receptores AT1, activa a la NOX y el Oz

generado, ya sea directa o indirectamente, estimula al NBC acelerando la recuperacién del pHi.

En los ultimos afios ha sido acufiado el concepto de una “Liberacion de ROS inducida por ROS” en donde las pequenas
cantidades de Oz generadas por la NOX inducen un estallido de ROS de origen mitocondrial, los cuales al salir de la organela
transmiten la informacién recibida en la superficie al interior celular, siendo este mecanismo responsable de la mediacion de
diferentes procesos celulares (Zorov, Filburn et al. 2000; Zhang, Chen et al. 2001; Kimura, Zhang et al. 2005; Zorov, Juhaszova
et al. 2006).

Dentro de la mitocondria, el Ox se genera principalmente en los complejos I, II y III de la cadena respiratoria, pero el
mecanismo por el cual se activa dicha produccién esta en constante investigacion. Ha sido demostrado que la apertura de los
canales de K* mitocondriales dependientes de ATP (mitoKatp) ya sea porque se alcaliniza la matriz mitocondrial, se genera
una leve caida del potencial de membrana mitocondrial y/o se genera hinchazén de la organela, aumenta la produccién de Oz
por la cadena respiratoria (Andrukhiv, Costa et al. 2006; Costa, Quinlan et al. 2006). Consistentemente, el bloqueo de los
mitoKatp previene los efectos de la Ang II y de la ET-1 mediados por los ROS (Yao, Tong et al. 1999; Pain, Yang et al. 2000;
Oldenburg, Yang et al. 2003; Oldenburg, Qin et al. 2004; Kimura, Zhang et al. 2005) y su apertura con Dias6xido (abridor de
mitoKarp) genera proteccién contra los dafios por isquemia-reperfusion (Honda, Korge et al. 2005; Matejikova, Kucharska et
al. 2009; Matejikova, Ravingerova et al. 2009) y mimetiza efectos fisiol6gicos generados por estimulos hormonales (De Giusti,
Correa et al. 2008).

En nuestros experimentos, y en concordancia con lo anteriormente expuesto, la preincubacién de las células con 5-
hidroxidecanoato (5-HD 500 pM; inhibidor selectivo de los mitoKarp) o con Rotenona 10 pM (inhibidor del complejo I de la

cadena respiratoria) previno completamente el efecto de la Ang II sobre el NBC (Figura 18; Ju 0.97£0.21mM/min, n=9 y
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1.07+0.24mM/min, n=7, respectivamente). Ninguna de las drogas utilizadas tuvo efecto significativo sobre el Ju control (Figura

18, inset).

20- X +Ang |l )
0
©
T 1.5
a
©
g 10 Figura 18: Participacién de los ROS en la activacién del
% 051 NBC por Ang II. Promedio de Ju (mM/min) a pH; 6.8 en
:,; situaciéon control (n=11), con Ang II sola (n=8) o mas
0.0-

Apocinina (n=6), MPG (n=9), Catalasa (n=8), 5SHD (n=9)
o Rotenona (n=7). El agregado al medio extracelular de
H>Os (n=9) mimetiz6 el efecto de Ang II. Inset Ninguna
de las drogas tuvo efecto sobre el Ju control. * indica

diferencia significativa respecto al control.

Para confirmar la participacién de los ROS mitocondriales en la activaciéon del NBC, disefiamos nuevos experimentos en los

cuales los miocitos se preincubaron con el abridor de los mitoKarp, Diasoéxido (100 pM). Como muestra la Figura 19, el
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Diaséxido aument6 la actividad del NBC (Ju 1.93+£0.32mM/min, n=12; p<0.05), situacion que fue prevenida tanto con 5-HD
como con MPG (Ji 0.95£0.16 y 1.08+0.18mM/min; n=6), demostrando que efectivamente los ROS generados en la mitocondria
a partir de la apertura de los mitoKatp estaban involucrados en la activaciéon del NBC. Por dltimo, la preincubacion de los
miocitos con Apocinina fue incapaz de prevenir la activacién del NBC generada por la apertura de los mitoKatp con Diaséxido
(Ju 2.12+0.36mM/min; n=4). Estos ultimos resultados son importantes, ya que por un lado descartan la posibilidad que, en
nuestras condiciones y a las dosis utilizadas en estos experimentos, la Apocinina se haya comportado como un secuestrador
de ROS, como fue propuesto por Wind et al (Heumuller, Wind et al. 2008), y por otro lado nos reafirmé la secuencia de

activacion, ubicando a la NOX por encima de la mitocondria.

+ Diasoxido
2.5 .
o W
T 20
%_ : Figura 19: Paarticipacion de los mitoKarr en la activacién del
® 151 4 NBC. Ju promedio a pH; 6.8 en situciéon control (n=11), con
c
[= Diasoxido solo (n=12) y tras la preincubaciéon con MPG (n=6),
= 1.0
% 5HD (n=6) o Apocinina (n=4). * y # indican p<0.05 vs control y
;; 0.5 1 Diasoxido solo, respectivamente.
0.0- \ ° o o >
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F §F & & ¢
& o &
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Como fue expuesto en la Introduccion, las MAPK son una familia de proteinas fuertemente implicadas en los efectos de Ang II.
Baetz et al demostraron que la activacion del NBC durante la recuperacion de la acidosis por la Ang II estd mediada por la via
de ERK 1/2 (Baetz, Haworth et al. 2002). Por otro lado, ha sido recientemente demostrado que la activacion del NHE
producida por el H>O; es llevada a cabo tras la activacion de la mencionada via de kinasas (Snabaitis, Hearse et al. 2002). Para
verificar la participacion de ERK 1/2 en la activacion del NBC se realizaron “Pulsos de amonio” en presencia de Ang II 100 nM,
preincubando a las células con U0126 10 pM (inhibidor de la MEK, kinasa que fosforila a ERK 1/2). El Ju a pH; 6.8 fue
0.56£0.18 mM/min, n = 6; (Figura 20, Panel A), indicando que ERK 1/2 estaba involucrada en la activacién del NBC.

Ademas, consistentemente con lo ya demostrado en miocitos de rata por el grupo de Baetz et al (Baetz, Haworth et al. 2002), la
preincubacién de los miocitos tnicamente con U0126 10 pM disminuy6 50% el Ju control (0.54+0.07 mM/min, n = 5; p<0.05),
indicando que la ERK 1/2 es activada por la acidosis y estimula al NBC, atin en ausencia de Ang II.

Estos resultados concuerdan con investigaciones que demuestran que la acidosis intracelular induce fosforilaciéon y activacion
de ERK 1/2 de una manera tiempo-dependiente, comenzando al minuto y alcanzando su maximo a los 3 minutos de
exposicion (Haworth, Dashnyam et al. 2006). Si bien estos resultados se obtuvieron realizando los pulsos de amonio en un
medio HEPES- sin bicarbonato y en ausencia de Na* durante los primeros minutos del lavado del NH4Cl, bloqueando al NHE
y manteniendo asi la acidosis intracelular (“acidosis sostenida”), en nuestro caso, al igual que en las investigaciones de Baetz et
al, la presencia de HOE 642 habia impedido una rapida salida de la acidosis, generando de otro modo una “acidosis sostenida”

que indujo la fosforilaciéon de ERK 1/2 y aumento de su actividad.
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Hasta este momento, los resultados nos demostraban que tanto los ROS como la ERK 1/2 estaban implicados en la via de
activaciéon del NBC por la Ang II. Consistentemente, sabiamos que los ROS activan a la ERK 1/2 y como resultado se activa al
NHE (Rothstein, Byron et al. 2002; Snabaitis, Hearse et al. 2002); pero atin nuestros resultados no nos demostraban la relacion
entre los ROS y la ERK1/2 enla via de activacion del NBC.

Asi, para completar la via a través de la cual la Ang II activa al NBC, realizamos un altimo experimento. Los miocitos se
incubaron durante 20 minutos en platos de cultivo de 35 mm (aproximadamente 5 x 10> células/plato) con las mismas
soluciones utilizadas para la realizaciéon de los “Pulsos de amonio” (solucién de bicarbonato con HOE 642 10 pM). Luego los
miocitos, simulando un pulso, fueron expuestos durante 3 min a NH4Cl 20 mM y al primer minuto del lavado se
homogenizaron con el buffer de lisis para la posterior determinacion de la fosforilacién de ERK 1/2. Como se puede apreciar
en la Figura 20, Panel B la Ang Il aument6 significativamente la fosforilacion de ERK 1/2, situacion que fue prevenida con

MPG.

A B Control ang i /b Figura 20: Rol de ERK 1/2 en la activaciéon del NBC mediada
20. " == - rercuz porla AngIL Panel A Jua pHi 6.8 en situacion control (n=11),
w 1.8 T — — = k2 on Angll sola (n=8) y tras la preincubacién con U0126 (n=6).
© 1.6 e También se muestra el efecto del U0126 sobre el Ju control
< 1.4 (n=5). * y # indican p<0.05 vs control y Ang II sola,
& 1% a3 respectivamente.
£ 1.U4 £
é 82 %g i Panel B Fosforilacion de ERK 1/2 durante el primer minuto de
Eq 4: dg acidosis con Ang II sola y mas MPG. Los datos se expresan
= 02, 40 como % del control (n=10 para todos los grupos). No se
0.0 o | observaron cambios en la ERK2 (total). * y # indican p<0.05 vs
S S Q\\x © i ég? Qo}\ s, controly Ang Il sola, respectivamente.
g T L S S
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En el afo 2008 Garciarena et al demostraron un efecto mitocondrial directo del HOE 642, aparentemente independiente a su
conocido efecto sobre el NHE sarcolemal, mediante el cual se impedia la produccién de ROS mitocondriales y la fosforilacion
de ERK 1/2 en respuesta a Ang Il 1 nM (Garciarena, Caldiz et al. 2008).

Estos resultados parecen contradecir los resultados obtenidos con nuestros experimentos, en los cuales la Ang II 100 nM fue
capaz de inducir la produccién de ROS y la fosforilaciéon de ERK 1/2 en presencia de HOE 642. Sin embargo, esta aparente
discrepancia puede ser explicada por la diferente concentraciéon de Ang II usada en ambos casos.

Adicionalmente, nuestros experimentos fueron realizados en miocitos expuestos a acidosis intracelular mientras que en el caso

de Garciarena et al los resultados se obtuvieron a partir de miocitos expuestos a pHi basales.
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Los resultados obtenidos en la primera parte de la presente Tesis, nos permiten concluir que la Ang II durante la acidosis,
mediante el mecanismo de “Liberacién de ROS inducida por ROS” y la activaciéon de la ERK 1/2 estimula al NBC,
acelerando la recuperaciéon del pH; (Figura 21).

Figura 21: Conclusion de la primera parte
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Diasoxide © T rotenona U0 126/ ‘ La unién de la hormona a sus receptores AT,
5HD nHCO, ' Na’ activa a la NADPH oxidasa, aumentado la
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una salida atn mayor de ROS por la
mitocondria. Los ROS aumentan Ila
fosforilacién y activaciéon de ERK 1/2, la cual
acelera la recuperacion de la acidosis
mediada por el NBC. Ademas, la acidosis
activa la ERK 1/2 independientemente de la
presencia de Ang II.
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El NBC tiene, como ya ha sido mencionado en la Introduccién, dos modos de funcionamiento, uno electroneutro (NBCn), a
cargo de la isoforma NBC3, y otro electrogénico (NBCe), representado por las isoformas NBC1 y NBC4. Nuestro laboratorio
de electrofisiologia se ha avocado principalmente al estudio del mecanismo electrogénico, describiendo por primera vez la
corriente anidnica, Insc, generada por el NBCe, la cual acorta la duracién del potencial de accién cardiaco (DPAC) un 25% al
pasar de un medio HEPES - sin bicarbonato a otro medio con bicarbonato (Aiello, Petroff et al. 1998; Villa-Abrille, Petroff et al.
2007). La importancia que tiene el NBCe en la duracién y la morfologia del PA cardiaco genera que su caracterizacién y

regulacion sea un reto para nuestro laboratorio.

El objetivo de la Segunda Parte del presente trabajo de Tesis fue estudiar el efecto de la Ang II sobre el NBCe, dilucidando la

via intracelular implicada.

Nuestra hipétesis fue que la Ang II activaria al NBCe y para ello realizamos “Pulsos de K*” en miocitos ventriculares cargados

con BCECF, con el objeto de estudiar aisladamente la actividad del NBCe y su respuesta a la Ang II.
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Para estudiar al NBCe en forma aislada los miocitos fueron sometidos a “Pulsos de K*”, en los cuales las células se exponen a
una elevada concentraciéon de K* extracelular (45 mM), generando una despolarizacién celular de aproximadamente 60 mV
que activa selectivamente al NBCe (Yamamoto, Swietach et al. 2005), ver Métodos. El aumento de pHi (ApHi) a los 14 minutos
de exposicion al alto K* obtenido se utiliz6 como medida de la actividad del NBCe.

El ApH; control tras 14 minutos de exposicion al alto K* fue de 0.19£0.008, n=6. Este aumento del pH; no se vio afectado al
preincubar los miocitos con HOE 642 10 pM (ApH; 0.18+0.04; n=4), pero si fue anulado completamente con S0859 10 pM (-

0.004+0.016; n=5%, Figura 22). Estos resultados nos demostraban que la técnica es apropiada para el estudio del NBCe en forma

aislada.
A B
. . N Figura 22: Pulso de K*.
0300 * Control * HOE642 + 50589 0.25- Gl
0.225 _E% 0.20 - Panel A Promedio del ApH;
/TT!iIifil E = durante los 14 minutos de
- 0.1507 1 I' T ® 015 . . L
o [ 1 20 exposicion al alto K* en situacion
< 0.0757 ¥ © 'E 0.10 control (n = 6), con HOE642 (n =4) y
L * * % * * % - @© ’
0.000 i ;:/,{— e S W W W W :5_2 con S0589 (1’1 = 5)
e <8 0.051
-0.0757 - }' El Panel B muestra el ApH;
-4 0 4 8 1216 ' Control HOEG642 S0589 promedio a los 14 min del cambio a

Tiempo (min
Po (min) alto K*. *indica p<0.05 vs control.
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Una vez afirmados los “Pulsos de K*” como método valido para el estudio del NBCe, quisimos estudiar el efecto de Ang II 100
nM selectivamente sobre la actividad del NBCe.

Como se puede apreciar en la Figura 23, y para nuestro asombro segin la hipétesis planteada inicialmente y los resultados
expuestos en la primera parte de la Tesis, encontramos que la preincubacion de los miocitos con Ang II aboli6 completamente
el ApHi secundario al alto K* (ApH; -0.008+0.018; n=5*), mostrando un novedoso efecto inhibitorio de la hormona sobre el
NBCe.

El efecto inhibitorio fue prevenido preincubando las células con Losartan 1 pM (ApH; 0.18+0.02; n=4, Figura 23).
Contrariamente, el PD 123,319 1 uM (inhibidor de los receptores AT2) no modifico el efecto de Ang II (ApH; 0+0.02; n=4%,
Figura 23), demostrando que sélo los receptores AT1 estaban implicados en el efecto de Ang II sobre el NBCe. El inset de la

Figura 23 muestra que los controles de los inhibidores no tuvieron efecto respecto al control.

0.24

K5mM | K*45 mM gan|
RConial = A Il + Losartdn g 212 : Figura 23: Participacion de los receptores AT:y AT,
0257 eangll - Angll+PD123,319 % 008 en el efecto de Ang II sobre el NBCe. Promedio del
= 004
0.20 1 s T oo S ApH; durante los 14 minutos de exposicién a alto K+
e [+ 3 fngg Qn,"-?
0.15 1 /= - § § 9 en situacién control (n = 6), con Ang II sola, con Ang
ApH, i i IT + losartan o con Ang II + PD123, 319 (n = 4 en cada
0.05 1 .
Y * x e x & T caso). Inset Efecto de los inhibidores respecto al
0.00 { gt T +———4—
-0.05- v R control. * indica p<0.05 vs control.
-0.10 - - - - -
-4 0 4 8 12 16
Time (min)
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Con el fin de evaluar la via intracelular involucrada en este sorpresivo efecto de Ang II, los miocitos se preincubaron con
5$B202190 10 pM (inhibidor de la p38 kinasa) 6 U0126 10 pM. Mientras que el SB202190 previno el efecto de la Ang II (ApHi
0.25+0.06, n = 5, Figura 24), el U0126 no afect6 la inhibicién del NBCe por la Ang II (ApHi; -0.07£0.04, n =4*, Figura 24).

Por otro lado, ni el MPG 2 mM ni la Celeritrina 2 pM previnieron el efecto inhibitorio de la Ang II (ApH; -0.02+0.05, n = 8%, -

0.06£0.04; n = 4%, respectivamente, Figura 24). Ninguna de las drogas afect6 el ApH;control (inset de la Figura 24).

Estos resultados nos demostraban que la inhibicién del NBCe por Ang II es llevada a cabo tras la unién a sus receptores AT1,

siendo esta inhibicién mediada por la p38 kinasa e independiente de los ROS, la PKC y la ERK 1/2.

¢ 0.30,
9 N
S 0.20]
C

@ J
(=

€ 0.0,
3 J
4 0.0
= ]
S -0.10.

+ Ang |l

ApH, tras 14 min en alto K

0.24
0.20
0.16
0.12
0.08
0.04
0.00

Figura 24: Via intracelular implicada en la
I inhibicién del NBCe por la Ang II. Promedio

l I del ApH; a los 14 minutos de exposicién al alto

=~
&
)
(8]

I K* en situacién control (n=5), con Ang II sola
& ,5;5? (n=4) o con el agregado de MPG (n=8),
Celeritrina (n=4), U0126 (n=4) o SB202190 (n=5).

o
g &
N

Sg

* indica p<0.05 vs control. Inset Efecto de los

inhibidores respecto al control.
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Si bien estos nuevos resultados parecian entrar en contraposiciéon con los resultados presentados anteriormente que mostraban
que la Ang II acelera la recuperacién del pHi mediada por el NBC total, es importante citar que en dicha ocasién no fue

evaluada la isoforma del NBC responsable de tal aumento.

En consecuencia, ante este novedoso panorama, nuevos Pulsos de amonio fueron realizados en presencia de Ang II mas
S5B202190. Nuestra hipoétesis era que, si la Ang II activaba 2 vias de sefalizacién de kinasas, una estimulatoria a cargo de la
ERK 1/2y otra inhibitoria a cargo de la p38 kinasa, al abolir esta tltima, el efecto de la Ang II sobre la recuperacién del pHi; se

veria potenciado.

Efectivamente, el Ju a pHi 6.8 con Ang II en presencia del inhibidor de la p38 kinasa fue significativamente mayor al obtenido
en ausencia del inhibidor (Figura 25), demostrando que la Ang II tras unirse a sus receptores AT1 podria activar a ambas
kinasas y tener un efecto dual, inhibiendo al NBCe por medio de la p38 kinasa y activando al NBCn por medio de la
produccién de ROS y la activacién de la ERK 1/2, pareciendo esta tltima via ser mas potente y resultando por tanto en un

efecto estimulatorio neto de la Ang Il sobre la actividad del NBC total durante la recuperacién de la acidosis.
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A
8.4 1 8.4
8.0 1 8.0
6] , 6: Figura 25: Efecto de la inhibicion de la p38 kinasa
PH, Angll 1 Angll en el efecto de Ang II sobre la actividad del NBC
7.2 o 721 +SB
.- il 6.5 sg total durante la recuperacioén de la acidosis.
84708 12 16 20 24 28 °' 4 & 12 16 20 24 28 Pamel A Pulsos de amonio representativos en
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Q24
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— 1.61
é e (n = 11), con Ang II (n = 8), con SB 202190 (n= 5) o
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La existencia o no de una conexién entre ambas vias de kinasas es una interesante inquietud que nos ha quedado aun por
resolver. Es conocido que la ERK 1/2 y la p38 kinasa estan implicadas en multiples procesos celulares generando efectos
opuestos, lo cual tiene una importante implicancia en la fisiologia celular, por un lado dotandola de un mecanismo de “freno y
autocontrol” de las sefiales extracelulares que recibe, y por otro creando un estado de equilibrio llevado a cabo por vias

opuestas, del balance de las cuales surgira la respuesta celular final.
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Ha sido descripto que ambas kinasas pueden ser activadas en paralelo y desencadenar efectos opuestos ante un mismo
estimulo extracelular (Szokodi, Kerkela et al. 2008) o, contrariamente que la p38 kinasa es capaz de inhibir la via de la ERK 1/2
por intermedio de la activaciéon de fosfatasas (Liu and Hofmann 2004), e incluso también se demostré la existencia de una

intercomunicacion positiva entre ambas kinasas (Houliston, Pearson et al. 2001).

Esta discrepancia, sumada a la compleja relacién de las kinasas con los ROS en la regulacion de la sefializacion celular genera

un incesante campo para la investigacion.

En este punto, habiendo demostrado que la Ang II inhibe al NBCe, nos preguntamos si tal inhibicién podria verse reflejada en
la duracion del potencial de accién cardiaco (DPAC). Es conocido que la Ang II genera un alargamiento de la DPAC, siendo la
inhibiciéon de las corrientes de K* el mecanismo mas aceptado (Yu, Gao et al. 2000; Domenighetti, Boixel et al. 2007; Rivard,
Paradis et al. 2008; Wang, Shi et al. 2008). Nosotros nos planteamos que en este alargamiento ademads podria estar implicada la

inhibicion que la Ang II ejerce sobre la corriente aniénica repolarizante emprendida por el NBCe.

Se registr6 la DPAC mediante la técnica de Patch-clamp en su configuracion patch perforado al cambiar de una solucién
HEPES-sin bicarbonato a otra con bicarbonato, en ausencia o presencia de Ang II 100 nM en el medio extracelular. Para
independizarnos de otros efectos de Ang II ajenos al ejercido sobre el NBCe, la hormona fue adicionada mientras los miocitos
permanecian en la solucion de HEPES-sin bicarbonato. Es necesario aclarar que bajo estas condiciones (HEPES-sin

bicarbonato) la Ang II alargé la DPAC (Figura 26, 26.1£9.3 %, n=5), como asi también gener6 una leve hiperpolarizacion (-
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2.7¢1.6mV; n=5, Figura 26). Estos resultados coinciden con los datos mostrados previamente por diferentes autores,
posiblemente por los efectos que presenta la Ang II sobre las corrientes de K*(Morita, Kimura et al. 1995; Yu, Gao et al. 2000;
Domenighetti, Boixel et al. 2007; Rivard, Paradis et al. 2008; Wang, Shi et al. 2008).

Como se puede ver en la Figura 26, el cambio de los miocitos de una solucion HEPES-sin bicarbonato a una solucion
extracelular con bicarbonato en ausencia de Ang II generé una acortamiento de la DPAC de aproximadamente 25% (Villa-
Abrille, Petroff et al. 2007). Por el contrario, en presencia constante de Ang II, no se produjo dicho acortamiento (0.54£3.4%; n
=5; p<0.05).

En nuestros experimentos la Ang II impidi6 el acortamiento de la DPAC al pasar a un medio sin a otro con bicarbonato. Estos

resultados nos permiten especular que la Ang II podria prolongar la DPAC debido a la inhibicién del NBCe.

A HEPES
HEPES —— HEPES + Ang Il
HCO, | o~ HCOs*Angl Figura 26: Efecto de la inhibicién del NBCe por Ang II en la DPAC.
Panel A Registros tipicos de PA al cambiar de un medio HEPES-sin
. M;O o B bicarbonato a un medio con bicarbonato en ausencia (lado derecho) o
Lsoo — 500 ms presencia (lado izquierdo) de Ang II.

B - Panel B Promedio del acortamiento en la DPAC al 90% de la
g2 zz repolarizacion (DPACg) al cambiar de una soluciéon HEPES a una
5% 2 solucién con bicarbonato en ausencia (n = 9) y presencia de Ang Il (n =
33 20
5 g 159 5). * implica p<0.05 vs acortamiento sin Ang II.
g5 10 ,

% 0 1
£ SinAng Il Con Ang Il
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Los resultados expuestos en la segunda parte de la presente Tesis nos permiten concluir que la Ang II, uniéndose a sus
receptores AT1, y por medio de la activacion de la p38 kinasa inhibe la actividad del NBCe.

Esta inhibicién impide el acortamiento en la DPAC tras el cambio de una solucion sin bicarbonato a otra en presencia
dicho buffer fisiolégico.

Por otro lado, los resultados obtenidos descartan la participacion de la PKC, los ROS y la ERK 1/2 en la via de sefializacion
que conduce a la inhibicién del NBCe (Figura 27).

‘ Figura 27: Conclusién de la segunda parte de la Tesis.

$B202190 = P38
Esquema de un miocito en donde se esquematiza la via por la cual

la Ang II, tras su unién a los receptores ATI1, activa la p38 y
2HCO, = 1Na'

Ce conduce a la inhibicién del NBCe.

\

Aumenta DPAC
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Como ha sido previamente comentado en la Introduccion, existen en el corazén al menos 3 isoformas del NBC, una
electroneutra (NBC3) y dos electrogénicas (NBC1 y NBC4) (Vaughan-Jones, Spitzer et al. 2009). Recientemente fue presentado
un inhibidor especifico del NBC (Ch'en, Villafuerte et al. 2008) que posibilito el inicio del estudio del NBC de forma aislada,
siendo utilizado por nuestro laboratorio en el presente estudio de Tesis, pero dada la falta de inhibidores especificos frente a
cada una de las isoformas, su participacion diferencial de éstas en la fisiologia cardiaca no ha sido atun aclarada. Por ello se
disefiaron anticuerpos contra los dominios extracelulares 3 y 4 (a-L3 y a-L4, respectivamente) de la isoforma electrogénica
NBC1, con el propésito de poder utilizarlos como una herramienta de trabajo que nos permitiese investigar la participacion

relativa de dicha isoforma en la fisiologia del miocito ventricular.
La hipotesis planteada en la Tercera Parte del estudio de Tesis fue que los anticuerpos a-L3 y a-L4 serian capaces de reconocer

al NBC1, y dado que estan dirigidos a dominios extracelulares de la proteina, también capaces de interferir con la actividad

del cotransportador.
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La expresion de la proteina del NBC1 en el miocardio de gato se estudié6 empleando dos anticuerpos diferentes, generados
contra la secuencia predecida del dominio extracelular 3 o 4 del NBC1 humano, denominados a-L3 y a-L4, respectivamente, y

con un anticuerpo comercial que reconoce el extremo amino-terminal del NBC1 (Millipore, Temecula) (ver Métodos).

En la Figura 28, Panel A se muestra la secuencia de alineamiento de aminoacidos de los dominios extracelulares 3 (EC 3) y 4
(EC 4) de los transportadores de bicarbonato humano, SLC4 (familias AE y NBC). Como se puede apreciar, aunque las
secuencias mostraron la existencia de regiones conservadas, también se evidenciaron extensas regiones de aminoacidos no-
conservados, lo que aseguré la generaciéon de determinantes antigénicos diferentes y minimiz6 el riesgo de inducir la

produccién de anticuerpos que lleven al reconocimiento cruzado entre los diferentes transportadores.

Se detect6 una banda de aproximadamente 130 kDa, correspondiente al NBC1 (Alvarez, Loiselle et al. 2003) en presencia del
anticuerpo comercial (Figura 28, Panel B), del a-L4 (Panel C) y del a-L3 (Panel D). Una banda de peso molecular similar se

observa en lisados de células HEK 293 transfectadas con NBC1, utilizadas como control positivo (Figura 28, Panel B-D).

El NBC1 felino parece ser ligeramente més pesado que el NBC1 transfectado a las células HEK 293, posiblemente debido a la
glicosilacion de la proteina en el miocardio. No se detecté ninguna banda en células HEK 293 sin transfectar (Figura 28 B-D) ni

en miocardio de gato incubado con el suero sham (Figura 28, Panel E).
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Habiendo demostrado que los anticuerpos eran capaces de reconocer al NBC1, evaluamos la capacidad que tenian de
interferir con su actividad. Se realizaron Pulsos de K* con ambos anticuerpos por separado y como control se utilizé suero
sham. En situacion control (sham; dilucion 1/500) el ApH; tras 14 minutos de la exposicion al alto K* fue de 0.18+0.01; n=5

(Figura 29), valor semejante al obtenido en los experimentos precedentes en situacién control (ver Figura 22), permitiendo
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Figura 28: Alineamiento de la secuencia de aminoacidos
de los transportadores de bicarbonato y expresion del
NBC1 en ventriculo de gato.

Panel A Secuencia de aminoacidos (aa) de los dominios
extracelulares 3 (EC 3) y 4 (EC 4) de los transportadores
de bicarbonato (Tang, Kovacs et al. 1999; Zhu, Lee et al.
2003). Las secuencias conservadas estan indicadas con
rectangulos negros (aa idénticos) y con rectangulos grises
(aa similares). En rosa se indican los dominios EC 3 y EC
4 predecidos segtin el AE1. En naranja se indican los aa
utilizados para la construcciéon del a L3 y a L4.

Panel B-E lisado de células HEK 293, células HEK 293
transfectadas con NBC1 o lisados de miocardio de felino
fueron incubados con un anticuerpo comercial (B), a L4
(©), a L3 (D) o suero sham (E). La posicion del NBC1 se
indica con una flecha.
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considerar al suero sham como un verdadero control contra el cual contrastar los resultados que obtendriamos con el uso de

los anticuerpos.

En presencia del a-L3 (dilucién 1/500) el ApHi; fue totalmente abolido (ApH; 0.016+0.02; n = 5%, Figura 29), resultado que nos
demostraba que en situacién fisiolégica el NBC1 es la tinica isoforma electrogénica funcionalmente activa en los miocitos
ventriculares de gato. Si bien la presencia del NBC4 ha sido demostrada en corazén (Pushkin, Abuladze et al. 2000; Virkki,
Wilson et al. 2002) podria estar presente en células cardiacas diferentes al miocito o bien estar expresado en este tipo celular,
pero no ser activo en situaciones fisiologicas. En concordancia con nuestros resultados, Yamamoto et al demostraron la ausencia

del ARNm del gen SLC4A5, correspondiente al NBC4, en corazones de rata (Yamamoto, Shirayama et al. 2007).

A continuacion investigamos el efecto del segundo anticuerpo (a-L4), pensando que al igual que con el a-L3 obtendriamos un
efecto inhibitorio sobre la actividad del NBC1. Para nuestra sorpresa, la incubacién de las células con a-L4 (dilucién 1/500)
generd un ApHiatin mayor al de la situaciéon control (0.25+0.018; n = 6%, Figura 29), mostrando un efecto estimulatorio de este

segundo anticuerpo.
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KomM K 45mM K 5mM

74, [ . o ¢
. Figura 29: Efecto del a-L3 y a-L4 sobre la actividad del
L M NBC1 evaluada con los Pulsos de K*.
0 Panel A ApH; durante los 14 minutos en alto K* en ausencia
Z " (suero sham; n = 5) y presencia de los anticuerpos a-L3 (n = 5)
& 6
o & i
e 031 P v o« - s 027 a-L4 (n = 6).
% x o [ | i—+1a L4 %
— 1 ° A 5 5 .
o 02 o+ Sham £ 0 Panel B Promedio del ApH; a los 14 minutos de aplicado el
E 0.1 e O pulso de K*.
T e et tals © 01 . N
& 007 ' E Inset Pulso de K* representativo del protocolo utilizado para
: : : : : 0.2 - di
75 4 B8 12 1 Sham  al3 a L4 evaluar al NBC1. * indica p<0.05 vs sham.
Tiempo (min)

Por dltimo, se realizaron experimentos con el fin de evaluar si la dosis de anticuerpos que habiamos utilizado en los

experimentos anteriores era la dosis con la que se obtenia su maximo efecto.
La Figura 30 muestra la curva dosis-respuesta obtenida para diferentes diluciones del suero conteniendo los anticuerpos a-L3

(Panel A) o a-L4 (Panel B). La dilucién 1/500 fue la dosis con la cual se obtuvo el efecto méximo, por lo que para el resto de los

experimentos utilizamos dicha dilucién tanto para los anticuerpos como para el suero sham.
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Figura 30: Curva dosis-respuesta de los

anticuerpos.

A B . -

022, 0 , Panel A Efecto sobre la actividad del NBC1

i 0.30-

0184 - (medida como el ApH; a los 14 minutos de

044 026 exposicion al alto K*) con diferentes concentraciones
ApH, 010“ b

104 0.244

de suero conteniendo el a-L3 (dilucién v/v): 1:5000
0.06

(n=5), 1:1000 (n=4), 1:800 (n=5), 1:500 (n=5), 1:400

02 (n=4).

1:5000 L] 11000 1:500 12000 1:1000 N 1250 Panel B Efecto sobre la actividad del NBC1

el (medida como el ApH; a los 14 minutos de

exposicion al alto K*) con diferentes concentraciones
de suero conteniendo el a-L4 (dilucién v/v): 1:2000
(n=5), 1:1000 (n=4), 1:800 (n=4), 1:500 (n=7), 1:400
(n=4), 1:250 (n=4).

Con los resultados anteriormente expuestos que nos indicaban, por un lado que el NBC1 era la tinica isoforma electrogénica
funcional en los miocitos ventriculares de gato adulto, y por otro que contdbamos con la promisoria posibilidad de inhibir o
activar selectivamente a dicha isoforma, nos planteamos investigar la participacion relativa del NBC1 en la recuperacion del

pHi puesta en marcha por la actividad del NBC total tras la imposicion de una acidosis intracelular.
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Se realizaron “Pulsos de amonio” preincubando los miocitos con suero sham, a-L3 6 a-L4 (dilucién 1/500). Es importante
recordar que estos experimentos fueron realizados en un medio con bicarbonato burbujeado con CO2 5%/O2 95% y en
presencia continua de HOE 642 10 pM. Como se puede apreciar en la Figura 31, en presencia del a-L3 el Ji a pHi 6.8 disminuy6
un 50% respecto al sham (1.32+0.19; n=5 vs 0.59£0.08; n= 5*), indicando que la isoforma electroneutra (NBC3) y electrogénica
(NBC1) del NBC participan de un modo equivalente en la recuperacién del pHi.

Consistentemente con los resultados obtenidos en los “Pulsos de K*”, el a-L.4 mostrd un efecto estimulatorio sobre la actividad

del NBC1, en esta oportunidad en un escenario diferente, como es la recuperacion de un estado de acidosis (Ju 2.27£0.29; n =

6*, Figura 31).

Actvidad del NBC

- | Koo, - HoEs2 Figura 31: Efecto del a-L3 y a-L4 sobre la actividad

o L/ del NBC1 evaluada en Pulsos de amonio.

Panel A Promedio del Ju durante la recuperacion de la
acidosis en situacién control (sham) o en presencia del

PH,

A B a-L3 6 a-L4.
4.0, . a-l4 i .
35/ e o aa Panel B Ju (mmoles/min) a pH; 6.8 con sham (n = 5),
= 307 . al3 = 207 a-L3 (n=5) o con a-L4 (n = 6).
E 25 _— S 16
2 20 I L ’g 1.2 ] Inset Pulso de amonio representativo del protocolo
3 12 I~} S = Gy . utilizado para los experimentos. * indica p<0.05 vs
05] Y. 4 5% S 04 sham.
o 0.0
6.75 6.80 6.85 6.90 6.95 7.00 Sham a3  al4
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A continuacion nos planteamos lo siguiente: si la aceleracién en la recuperacion de la acidosis generada por Ang II 100 nM (70
% mayor respecto al control, ver Resultados primera parte, Figura 16) era la resultante de la activacion del NBC3 simultanea a la
inhibicién del NBC1, la incubacién con a-L3 (para inhibir al NBC1) en presencia de Ang II debiera inducir la activaciéon del

NBC3 en ausencia de la simultdnea inhibicién del NBC1, y conducir a una recuperacion del pH; mayor al 70% a pHi 6.8.

Efectivamente, cuando realizamos los Pulsos de amonio, en presencia continua de a-L3, la Ang II aceler6 la recuperacién de la
acidosis un 130% (Ju 1.34£0.09; n=6* vs 0.59+0.08; n=5, Figura 32). Asi, el uso de los anticuerpos dirigidos especificamente

contra el NBC1 nos ayudaba a reforzar los resultados obtenidos anteriormente referidos al efecto dual de la Ang II 100 nM
sobre las isoformas del NBC.

1.5 B

% Figura 32: Efecto de la Ang II sobre el NBC1.
5 1.0
® Ju a pH 6.8 (mM/min) en presencia continua del a-L3
E con (n=6) o sin (n=5) el agregado de Ang II. El % de
E 0.5 aumento (130%) es mayor al obtenido en ausencia del
7 a-L3.* indica diferencia significativa respecto a-L3 sin

0.0 Ang II.

al3 alL3+Angll
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Como fue anteriormente expuesto, nuestro laboratorio describié por primera vez la corriente aniénica generada por el NBCe
cardiaco (Insce), demostrando que es capaz de acortar la DPAC un 25% al pasar de un medio HEPES-sin bicarbonato a una
solucién con bicarbonato (Aiello, Petroff et al. 1998; Villa-Abrille, Petroff et al. 2007) tanto en miocitos de rata como de gato. A
la luz de los resultados expuestos en la presente Tesis, esta corriente repolarizante generada por el mecanismo electrogénico
del NBC seria exclusivamente dependiente del NBC1, tnica isoforma electrogénica funcional activa en los miocitos
ventriculares. Asimismo, en los resultados expuestos en la Sequnda Parte de la Tesis, mostramos que la Ang II 100 nM fue capaz
de prevenir dicho acortamiento, posiblemente como consecuencia de inhibir al NBC1.

En este punto de nuestra investigaciéon quisimos evaluar la posibilidad de modular la DPAC con el empleo de nuestros

anticuerpos.

La Figura 33, Panel A muestra registros de PAs representativos antes y después del agregado de suero sham, de a-L3 o de a-L4
a la solucién extracelular. Mientras que el suero sham no afecté la DPAC, el a-L3 alarg6 la DPAC y el a-L4 la acort6, resultados
que corroboran la inhibicién y activacion, respectivamente, de la corriente anidnica repolarizante generada por el NBC1.

La Figura 33, Panel B muestra los datos promedios calculados al 90% de la DPAC (DPACy): el a-L3 alargo 17% la DPACy y el

a-L4 la acort6 20% con respecto al control.
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A
Figura 33: Efecto del a-L3 y a-L4 sobre la actividad del
YV \” . . LM . % ... NBC1 evaluada con Patch-clamp perforado.
3 et
N\ \
\Control \ laLs | \c panel A PAs representativos antes y después de la
Sham‘!\ Control \:\ ) EAR P y p
2 L exposicion de los miocitos al suero sham, al a-L3 o al
N 250 ms a-L 4
B 3 30,
= i * B Sham
o
S 204 . al3
2 i mm al4 Panel B Barras que muestran el promedio de efecto
S 10 -
g& | sobre la DPACy expresado como % de efecto respecto
(0]
g 0 al control previo al tratamiento (suero sham, a-L3 o
O
© -104
S a-L4; n = 6 para cada tratamiento). * indica p<0.05 vs
.20
o
z | L sham.
0 _30.

Los resultados de esta tercer parte la Tesis, nos muestran que contamos con la posibilidad de poseer en nuestro laboratorio con
dos anticuerpos capaces de modificar la funciéon del NBC1, y atn maés, hacerlo de un modo opuesto, lo que representa para

nosotros un hallazgo inesperado pero por lo demds promisorio.
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Discusion y PersEectivas Futuras
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“EU deseo- ardiente por el conocimiento; de hecho,; es el
unico- motivo- que atrae y sustentaw al inwestigador e
sus esfuerzos (...)” Claude Bernoawd.

Pagina 80



“Caracterizacion Funcional del cotransportador Na*/HCOj3- cardiaco”

Los principales resultados del presente estudio de Tesis pueden resumirse de la siguiente manera:

El NBC es el responsable del 30% de la recuperacion de la acidosis a pHi 6.8 y del 50% a pH; cercanos al basal,

siendo el Ginico mecanismo activo cuando el NHE esta inhibido.

La tnica isoforma electrogénica funcionalmente activa de los miocitos ventriculares de gato en condiciones
fisiologicas es el NBC1, indicando que el NBC4 (la restante isoforma electrogénica presente en el corazén) debe, o
bien estar presente en otro tipo celular o bien expresarse en el miocito ventricular, pero no ser activa, al menos en

condiciones fisioldgicas.

Las isoformas electroneutra (NBC3) y electrogénica (NBC1) participan de un modo equivalente durante la

recuperacion de la acidosis mediada por la actividad del NBC total.

La Ang II aumenta un 70% la actividad del NBC total durante la recuperacion de la acidosis.

La Ang II ejerce una accion diferencial sobre las isoformas del NBC por la cual activa al NBC3 e inhibe al NBC1.
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La Ang II lleva a cabo ambos efectos (estimulante sobre el NBC3 e inhibitorio sobre el NBC1) tras su unién a los
receptores AT1, a partir de lo cual activa dos vias de sefializacion: una via en la que participa la PKC, se incrementa la
produccion de ROS mitocondriales y se estimula la fosforilacién y actividad de ERK 1/2 llevando a la activacién del

NBC3, y otra via en la que se activa la p38 kinasa, llevando a la inhibicién del NBC1.

Los anticuerpos a-L3 y a-L4 reconocen al NBC1, demostrando su presencia en el miocardio de gato.

Los anticuerpos a-L3 y a-L4 interfieren en la funcién del NBC1 de un modo opuesto, permitiéndonos investigar la

participacion de dicha isoforma en el control del pH; y en la configuracién del potencial cardiaco.

Consideramos que nuestros resultados son interesantes. Por un lado, el hecho de que la Ang II, una hormona tan
comprometida con la funcién cardiaca, no s6lo module la actividad del NBC, sino que exhiba un efecto diferencial sobre sus
isoformas, transforma la “Caracterizacion del NBC cardiaco” en s6lo el comienzo de un estudio pormenorizado de la relacién del

cotransportador con la Ang II y de su implicancia en la fisiopatologia cardiaca.

Por otro lado la posibilidad de contar con anticuerpos como herramientas para la investigacién del NBC1, con la esperanza
de que en un futuro puedan ser empleados terapéuticamente, es una herramienta inestimable que es necesario valorar y

explotar.
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Si bien en la actualidad la participacion del NBC como un mecanismo alcalinizante activo en los miocitos ventriculares no
representa un hecho totalmente novedoso, no deja de ser importante de remarcar. Hace algunos afios las investigaciones eran
realizadas en su mayoria en un medio extracelular HEPES-sin bicarbonato, situacion en la cual el NHE era el tinico mecanismo
alcalinizante activo y en consecuencia el NBC quedaba totalmente excluido del estudio y de las conclusiones formuladas a
partir de los resultados obtenidos. Al utilizarse soluciones de bicarbonato burbujeado con 0295% /CO25% se puso en evidencia
la presencia de un segundo mecanismo alcalinizante, dependiente de Na* y sensible a SITS, el cual en la actualidad se sabe,
corresponde al NBC (Vaughan-Jones, Spitzer et al. 2009). Considero que, al ser el sistema HCOj3/CO: el principal sistema
amortiguador del organismo, las investigaciones realizadas en su presencia semejan una condiciéon mas cercana a la

tisiol6gica, y en consecuencia las conclusiones formuladas son mas fidedignas de la realidad.

En el presente estudio de Tesis se presenta la relacion entre el NBC y la Ang II en la especie felina. La Ang II ha sido
relacionada con el NBC en miocitos de ratas, tanto neonatas (Kohout and Rogers 1995) como adultas (Baetz, Haworth et al.
2002), donde se demostr6 que la hormona estimula al cotransportador por una via fosfoinositol-independiente o por

activacion de ERK 1/2, respectivamente.

Nuestros experimentos fueron realizados en miocitos ventriculares de gato con el fin de investigar si tal efecto era
reproducible en una especie animal diferente y especialmente con el objeto de profundizar el estudio de la via intracelular

desencadenada por la hormona y el efecto diferencial sobre las isoformas del NBC.

En concordancia con las investigaciones realizadas en rata, segtin nuestros resultados, la Ang II 100 nM estimula la actividad

del NBC total. Pero el mayor aporte de nuestra investigacion es haber diferenciado el efecto de la hormona sobre las isoformas
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del NBC llevado a cabo por la activaciéon de dos vias de sefializacion diferentes: una que involucra a los ROS mitocondriales y
la kinasa ERK 1/2 y otra en la que participa la p38 kinasa, teniendo la primera un efecto estimulante sobre la isoforma

electroneutra, el NBC3 y la segunda ejerciendo su inhibicién sobre la isoforma electrogénica, el NBC1.

El hecho de que se activen dos vias en paralelo con efectos opuestos, que a priori pareceria contradictorio, es frecuente de
encontrar durante los procesos fisiolégicos, pudiendo representar un mecanismo de regulacién y autocontrol de la célula, y el
establecimiento de un estado de equilibrio entre vias estimulantes e inhibitorias, a partir del cual se desarrollara la respuesta

celular final.

La investigacion de la participacion de las especies reactivas del oxigeno (ROS) en las vias de sefializacién intracelular ha
crecido de manera notable y progresivamente se describen cada vez mas procesos fisiologicos en los que existe participacion

de los ROS, quedando atras el viejo concepto que asociaba a los ROS exclusivamente con la muerte celular (Bartosz 2009).

Ha sido demostrado que la Ang II es un potente activador de la NADPH oxidasa (NOX) (Seshiah, Weber et al. 2002; Giordano
2005), aumentando la concentraciéon de Oz, el cual directa o indirectamente es el responsable de los efectos de la hormona.
También se ha demostrado que el Ox generado por la NOX activa la produccién de mas Oz por la cadena respiratoria

mitocondrial, denomindndose a este fenémeno “Produccion de ROS inducida por ROS” (Kimura, Zhang et al. 2005).

En el presente trabajo de Tesis se demostr6 la participaciéon de los ROS en la estimulacién generada por la Ang II del NBC

durante la recuperacion de la acidosis utilizando un secuestrador de dichas moléculas (MPG) y una inhibidor de la NOX
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(Apocinina). Por otro lado, se mostr6 que el H20O,, independientemente de la presencia de Ang II, es capaz de mimetizar el
efecto de la hormona sobre la actividad del NBC.

Adicionalmente, la preincubacién de los miocitos con Catalasa impermeable previno el efecto de Ang II, sugiriendo que la el
Oz generado por la NOX quedaria en el lado extracelular y tras ser dismutado a H20O, esta molécula atravesaria la membrana
celular y llevaria a cabo las sefiales desencadenadas por la Ang II. Consistentemente, el subtipo mas importante de NOX
presente en la membrana de los miocitos ventriculares es igual al presente en las células fagociticas (NOX2) (Zhang, Lu et al.

2007), en las cuales la producciéon de Oz se produce hacia el medio extracelular.

En conclusién, nuestros resultados demuestran que la NOX produce el Oz hacia el exterior celular, alli se dismuta a H20», y es

esta molécula la que atraviesa la membrana y desencadena la via de sefializacién intracelular inducida por la Ang II.

La participacién de los ROS mitocondriales en el efecto de la Ang II sobre la actividad del NBC total fue comprobada con el
empleo de 5HD (inhibidor especifico de los mitoK*atr) 0 Rotenona (bloqueante del complejo I de la cadena respiratoria),
drogas que previnieron el efecto estimulante de la hormona sobre la recuperaciéon del pH; mediada por el NBC. Asimismo se
utiliz6 Diaséxido (abridor de los mitoK*atp), con el fin de aumentar la produccion de ROS mitrocondriales

independientemente de Ang II, situacién que nuevamente aceler6 la recuperacion de la acidosis mediada por el NBC.

Demostrado que tanto los ROS producidos por la NOX como los provenientes de la mitocondria participaban en la activaciéon
del NBC, era importante descifrar si en dicha regulaciéon estaba implicado el mecanismo de “Produccion de ROS inducida por

ROS” o eran dos mecanismos de generacion de ROS independientes entre si.
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En este punto adquieren importancia los experimentos que muestran que tanto el MPG como el 5HD previnieron el efecto del
Dias6xido, y en contraposiciéon la Apocinina fue incapaz de interferir con la produccién de Oz, ya desencadenada la apertura

de los mitoKartr, que lleva a la activacion del NBC.

Han sido demostrados diferentes mecanismos por los cuales son activados los mitoKarp, llevando a la generaciéon de ROS
mitocondriales. Ha sido demostrado un efecto directo del Oz (Zhang, Chen et al. 2001; Zhang, Lu et al. 2007) sobre los canales,
mientras que el grupo de Marban mostré que la activacion es llevada a cabo por la PKC (Sato, O'Rourke et al. 1998).

En nuestros experimentos, si bien demostramos la participacion de la PKC en la activacion del NBC desencadenada por la
Ang II, no discernimos el lugar que tiene la kinasa en la via, pudiendo ser la responsable de la activacion de la NOX (Seshiah,
Weber et al. 2002), de los mitoKatp (Sato, O'Rourke et al. 1998) o participar por debajo de la mitocondria activada por los ROS
mitocondriales (Juhaszova, Zorov et al. 2004). Adicionalmente, ha sido propuesta la existencia de dos isoformas de la PKC,
denominada PKC epsilon 1 y 2 (PKCe;, PKCe2) directamente relacionada con los mitoKarr y con el poro de transiciéon

mitocondrial (MPT), respectivamente (Costa, Jakob et al. 2006).

La via de sefializacion de las MAPK ERK 1/2 y p38 kinasa es una de las cascadas intracelulares mas importantes que median
los efectos de la Ang II. En miocitos de rata la actividad del NBC durante la recuperaciéon de la acidosis intracelular es
estimulada por ERK 1/2, fosforilada por la acidosis per se y en mayor magnitud, en presencia de 100 nM Ang II (Baetz,
Haworth et al. 2002). Segtin nuestros resultados son los ROS generados en respuesta a la Ang II los que llevan a la
fosforilacion y activacion de la ERK 1/2. Mas atin, con el uso del anticuerpo a-L3 demostramos que la mencionada via de

activacion estaba solamente relacionada a la isoforma electroneutra, NBC3 (ver Figura 32: Ang II + a-L3).
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Contrariamente, segtin nuestros resultados, la Ang II 100 nM mediante la p38 kinasa inhibe a la isoforma electrogénica, NBC1.
La inhibiciéon del NBC1 por la Ang II fue para nosotros un hallazgo inesperado, pero consistentemente con nuestros
resultados, ha sido demostrado que dosis altas de Ang II inhiben al NBC renal (NBC1) por un mecanismo que involucra al
Acido araquidénico (AA) generado por la enzima fosfoliopasa A2 citosélica (FLA2) (Li, Yamada et al. 2008; Li, Yamada et al.
2008) y que el NHE vascular es inhibido por Ang II 100 nM por un mecanismo p38 kinasa-dependiente (Kusuhara, Takahashi
et al. 1998).

Adicionalmente, ha sido demostrada una relacién entre el AA y la p38 kinasa, pareciendo compartir la misma via de
sefializacion (Husain and Abdel-Latif 1999; Houliston, Pearson et al. 2001; Kalyankrishna and Malik 2003; Upmacis, Deeb et al.
2004; Nito, Kamada et al. 2008). En el presente trabajo de Tesis no estudiamos la via de la FLA;, aunque seria interesante

investigar la posible relaciéon entre dicha enzima y la via de kinasas en tejido cardiaco.

Por otro lado, tampoco pudimos aclarar la existencia de un “cross-talk” entre las 2 vias de MAPK concerniente a regular la
actividad del NBC. El tema es controvertido, existiendo investigaciones que muestran la inhibicién de ERK 1/2 por la p38
kinasa mediada por fosfatasas (Liu and Hofmann 2004); la activacién paralela de ambas kinasas, sin ninguna comunicacion
entre ellas (Szokodi, Kerkela et al. 2008), y mas aun, la existencia de una regulacion positiva entre ellas (Houliston, Pearson et

al. 2001).

En nuestros experimentos, y por lo menos bajo nuestras condiciones, demostramos que la via de la p38 kinasa no esta
relacionada con los ROS. Si bien es ampliamente aceptado que la p38 es una kinasa relacionada con procesos inflamatorios y
con el estrés celular, los cuales implican a los ROS (Kyriakis and Avruch 2001; Chai, Wu et al. 2008) también se ha demostrado

la existencia de diferentes rutas de sefializacion dependientes de la p38 e independientes de los ROS (Palomeque, Sapia et al.
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2006; Spallarossa, Altieri et al. 2006). La disyuntiva es dificil de solucionar con una generalizacion, ya que las discrepancias en
los resultados pueden ser debidas a las concentraciones de ROS (Kwon, Pimentel et al. 2003), el tiempo de exposiciéon (Liu and

Hofmann 2004) e incluso a la implicancia de diferentes isoformas de la p38 (Sabri and Lucchesi 2006).

Por altimo, en referencia a la patologia cardiaca, si bien no es el tema central del presente estudio de Tesis, quisiera plantear
algunas de nuestras hipétesis en relacion a las implicancias de las isoformas del NBC y la Ang II en la apariciéon y evolucién de

las patologias cardiovasculares, asi como también nuestras futuras lineas de investigacion en lo concerniente a dicho tema.

Ha sido demostrado que durante la hipertrofia cardiaca secundaria a coartacién adrtica la expresion y actividad del NBC esta
aumentada, siendo el Losartan (inhibidor de los receptores AT1) capaz de revertirla (Yamamoto, Shirayama et al. 2007), pero
quedando atn por discernir si este aumento es causa o consecuencia de la hipertrofia desarrollada. Por otro lado, tampoco se
ha investigado si esta sobrexpresion es beneficiosa, intentando de algiin modo “combatir” la sobrecarga de presiéon; o

perjudicial, empeorando el desarrollo de la hipertrofia.

Paralelamente, es ampliamente aceptado que la concentracién, tanto sistémica como cardiaca, de Ang II estd aumentada
durante la hipertrofia y la insuficiencia cardiaca (De Mello and Danser 2000; Barlucchi, Leri et al. 2001; Serneri, Boddi et al.
2001; Palomeque, Delbridge et al. 2009). También ha sido demostrado un aumento en la expresién de los receptores AT1 en
ventriculo izquierdo de ratas espontdaneamente hipertensas (Cardinale, Sriramula et al.), conduciendo ambas situaciones a una

mayor actividad de la hormona en el tejido cardiaco.
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Por otro lado, en estas patologias se ha demostrado una elevacioén en la concentracién del Na* y Ca?* intracelulares (Gray,
Mclntyre et al. 2001; Despa, Islam et al. 2002; Verdonck, Volders et al. 2003). Segtin los resultados expuestos en la presente
Tesis, el aumento en la concentraciéon de dichos iones podrian, al menos en parte, ser consecuencia de la activaciéon del NBC3,
estimulado por la Ang II, la cual lleve al intercambiador Na*/Ca?* (NCX) a funcionar en su modo reverso (Bril 2003;
Baartscheer and van Borren 2008), como ya ha sido demostrado que ocurre durante el desarrollo de hipertrofia cardiaca tras la
activacion del NHE (Cingolani and Ennis 2007) y ha sido propuesto por Khandoudi et al para explicar los cambios

hemodindmicos desarrollados durante la insuficiencia cardiaca en corazones de pacientes que mostraban una sobreexpresion

del cotransportador (Khandoudi, Albadine et al. 2001).

Son necesarias més investigaciones respecto a la participacion diferencial de ambas isoformas en esta sobrecarga de Na* y de
Ca?*, dado que si bien ambas isoformas participan de una manera equivalente durante la recuperacién de la acidosis, no
ocurre lo mismo para el influjo de Na*, donde el NBC3 tendria una mayor relevancia que el NBC1, debido a la menor cantidad
de Na* que necesita acarrear este altimo para elevar el HCOj3  hasta el mismo nivel (recordar la estequiometria de ambos

mecanismaos).

Durante la hipertorfia cardica existe un alargamiento en la duracién del potencial de accién cardiaco (DPAC) (Carmeliet 2006),
con la subsecuente predisposicion a la aparicién de post-despolarizaciones tempranas, las cuales ocurren sobre la meseta del
potencial, y que son el puntapié inicial para el desencadenamiento de la actividad gatillada que finalmente culmina con la
aparicion de taquicardia ventricular y otras arritmias ventriculares potencialmente fatales (Domenighetti, Boixel et al. 2007). Si
bien la inhibicién de las corrientes repolarizantes de K* es el mecanismo mas aceptado, segtin nuestros resultados la Ang II

100 nM inhibe a la isoforma electrogénica NBC1, y consecuentemente podria ser una causa adicional al perjudicial
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alargamiento en la DPAC generado por la hormona. Por otro lado, si bien en general se acepta que el alargamiento en la
DPAC es la consecuencia inicial electrofisiolégica de la hipertrofia cardiaca, existen investigaciones que demuestran, que
contrariamente, puede darse el fenémeno opuesto, por el cual el alargamiento en la DPAC induciria el desarrollo de
hipertrofia cardiaca, posiblemente secundario a una mayor duracién de la meseta, con mayor entrada de calcio a la célula
(Lebeche, Kaprielian et al. 2006). Asi, éste podria ser otro mecanismo por el cual el NBC y la Ang II estarfan implicados en el

desarrollo de patologia cardiovascular, en este caso, producto de la inhicion de la isoforma NBC1 por la hormona.

En conclusién, pensamos que el NBC podria estar implicado en la patologia cardiovascular por la accién diferencial que ejerce
la Ang II sobre ambas isoformas del cotransportador, siendo perjudicial tanto la estimulacién de la actividad del NBC3 a
través de los ROS y la ERK 1/2 que llevarian a la sobrecarga de calcio; como la inhibicién p38 kinasa-dependiente del NBC1,
que generaria un alargamiento de la DPAC, predisponiendo a la aparicién de fenémenos arritmicos y participando de la
sobrecarga de calcio intracelular. La Figura 34 esquematiza los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis e insinta las
posibles implicancias patolégicas comentadas previamente, siendo nuestra esperanza seguir investigando este tema en los

afios subsiguientes.

Por ultimo, los novedosos resultados obtenidos con los anticuerpos son en mi opinién, una puerta de entrada al estudio de la
relevancia del NBC y sus isoformas en la fisiopatologia cardiovascular. Si bien se han realizado investigaciones con el uso de
anticuerpos (Khandoudi, Albadine et al. 2001; Chiappe de Cingolani, Ennis et al. 2006), es la primera vez que se cuenta con
dos anticuerpos dirigidos contra dominios diferentes (EC 3 y EC4) de una misma proteina, los cuales desencadenan efectos

opuestos en la actividad de la misma.
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La accién estimulatoria del a-L4 fue un resultado para nosotros novedoso, aunque ha sido demostrado que los anticuerpos
pueden estimular la actividad de una proteina, habiéndose detectado anticuerpos estimulantes de los receptores (3 en el suero
de pacientes con enfermedad de Chagas (Borda, Pascual et al. 1984) y con miocardiopatia dilatada idiopatica (Magnusson,
Wallukat et al. 1994). Adicionalmente, en la enfermedad enddécrina de Graves Basedow los pacientes tienen anticuerpos contra
el receptor de la hormona Tirotrofina, que al unirse al mismo lo activan y promueven la hipertrofia glandular y el aumento en

la sintesis de hormonas tiroideas (Michalek, Morshed et al. 2009).

El modo en el que el a-L3 lleva a cabo su efecto inhibitorio y el a-L4 el estimulatorio estd atin lejos de nuestro conocimiento,
aunque hay ciertas evidencias que podrian ayudarnos a dilucidarlo. Con respecto al efecto inhibitorio del a-L3, estd bien
establecido el hecho de que los derivados del estilbene, como el SITS y el DIDS, inhibidores de los transportadores aniénicos,
se unen covalentemente a la primer lisina del dominio TM 5, cercano al dominio extracelular 3 (EC3) en la mayoria de los
transportadores de bicarbonato, incluidas todas las isoformas del NBC (Boron, Chen et al. 2009), por lo que la interferencia de
la mencionada region, ya sea con los derivados del estilbene como con el a-L3, pareceria influir en el funcionamiento del
cotransportador. Consistentemente, el uso de anticuerpos inhibidores contra el EC3 del AE3 han sido desarrollados y
utilizados con éxito por investigadores del Centro de Investigaciones Cardiovasculares (Chiappe de Cingolani, Ennis et al.

2006).

Ha sido demostrado que el NBC1 forma homo y heterodimeros a través de uniones del tipo “Puentes disulfuro” entre cuatro
aminodacidos cisteina altamente conservados del EC3 (Kao, Sassani et al. 2008). La unién del a-L3 podria impedir o romper

dicha dimerizaciéon. Aunque, dado que la fuerza generada en dichas uniones es de caracter covalente, esta posibilidad parece
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poco probable. Por otro lado, tampoco esta claro si la dimerizaciéon es un paso necesario para lograr un funcionamiento

6ptimo del cotransportador (Boron, Chen et al. 2009).

En referencia a la accién estimulatoria del a-L4 las posibilidades que nos planteamos son las siguientes. La enzima anhidrasa
carbonica (AC) acelera la reaccion de hidrataciéon del COz, formando H2COs y luego aumentando la concentracion de HCOs-.
Ha sido demostrado que la isoforma extracelular IV de la AC forma una unidad funcional con el NBC1, llamada “metabol6n”
(Alvarez, Loiselle et al. 2003) ofreciéndole mayor sustrato y aumentando la eficacia del NBC1. El a-L4 podria de alguna
manera estabilizar dicha relacién entre el NBC1 y la AC, explicando su efecto estimulatorio.

Con respecto a esta hipotesis, es interesante comentar que planeamos realizar experimentos en células embrionarias de rifién
(HEK 293) transfectadas con NBC1, las cuales carecen de la enzima AC IV, en las cuales estudiaremos la presencia o no del

efecto estimulatorio del a-L4 sobre el NBC1.

Por otro lado, otra posibilidad a plantearse es que en realidad ambos anticuerpos sean inhibitorios, pero que actien sobre una
region autoestimulatoria (EC3) y otra autoinhibitoria (EC4), resultando ello en una inhibicién o estimulacién de la actividad
del NBC1, respectivamente. Con respecto a este punto, no se conoce aun si estos dominios extracelulares cumplirian dicha
funcién, pero ya ha sido demostrada la existencia de regiones intracelulares autoestimulatorias y autoinhibitorias, cuya

regulacion es capaz de modicar la actividad del cotransportador (Boron, Chen et al. 2009).

Por ultimo, si bien los resultados presentados en la presente Tesis son en su totalidad referidos a miocitos ventriculares de
gato, es interesante el hecho de que actualmente comenzamos a utilizar los anticuerpos en miocitos de rata, y estamos

obteniendo resultados similares a los expuestos en la presente investigacion. Asi, pareceria que el efecto de los anticuerpos
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podria generalizarse a distintas especies, y de esta manera, dado que la secuencia del EC3 y EC4 son similares a los del

hombre, ser aplicable a la especie humana.

En el presente estudio de Tesis, demostramos que su empleo sirvié6 como herramienta en la investigacion de la participacion
del NBC en la fisiologia cardiaca, diferenciando tanto la actividad basal del NBC1 y NBC3 como la respuesta de ambas
isoformas a la Ang II. Adicionalmente, pensamos que el contar con dichos anticuerpos serd de extrema utilidad para
investigar la implicancia del NBC1 en la aparicién y evolucion de diversas patologias cardiovasculares. Mds atin, quizas en un
futuro no muy lejano y apoyados en el avance biotecnolégico, los anticuerpos podran ser usados como herramienta
terapéutica, como ya ocurre en el tratamiento de enfermedades autoinmunes y ciertos tumores (Geyer and Muller-Ladner;

Hodi; Jaglowski, Alinari et al.; Wiens, Venson et al.; Oei, Sweep et al. 2008).
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Figura 34: Conclusién final

Esquema en el que se resumen
los resultados expuestos en la
presente Tesis: la Ang II ejerce
un efecto diferencial sobre las
isoformas del NBC, activando
al NBC3 por un mecanismo
ERK 1/2 y ROS-dependiente e
inhibiendo al NBC1 por medio
de la p38 kinasa.

Ambos efectos podrian estar
implicados en la fisiopatologia
de la hipertrofia cardiaca y en
la generacion de arritmias
ventriculares, causantes de la

muerte stubita.
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