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1.1 Canal de protones operado por voltaje (Hv1)

Los canales de H™ operados por voltaje forman parte de una familia de canales
i6nicos cuya probabilidad de apertura y cierre depende del potencial de membrana y del
gradiente de pH establecido a los lados de la membrana celular. Hasta la fecha, estos

canales de protones comparten un grupo de propiedades distintivas:
e conductancia unitaria extremadamente pequena

e marcada dependencia de la temperatura tanto de la conductancia

unitaria del canal como de su probabilidad de apertura
e conduccion selectiva por los H

e aumento de la probabilidad de apertura del canal por despolarizacion
de la membrana celular y por incremento del pH extracelular (pH,) o

disminucién del pH intracelular (pH;) ausencia de inactivacion.

La existencia de un canal de H operado por voltaje fue propuesta por primera
vez por Woody Hastings y col. en 1972 en el marco de la descripcion del mecanismo de
bioluminiscencia en dinoflagelados, el cual consta de un acoplamiento entre la
generacion de un potencial de accion en vesiculas especificas del microorganismo y un
cambio abrupto del pH de las mismas que desencadena una reaccion bioluminiscente
[1]. Una década mas tarde los experimentos llevados a cabo por R. Thomas y B. Meech
en neuronas de caracol aportaron la primera evidencia electrofisiologica de dichos
canales [2]. Desde los primeros hallazgos funcionales del canal de protones y hasta la
identificacion del gen que lo codifica, hubo una gran expansion en el numero de
reportes de células y especies que lo expresan, sus propiedades fueron sistematicamente
exploradas y se sigui6 progresando en el entendimiento de su mecanismo de accion y

funciones fisiologicas.

Una década después de su caracterizacion en neuronas de caracol, las corrientes
mediadas por el canal fueron identificadas por primera vez en mamiferos, en particular
en células del epitelio alveolar de rata [3]. Dos afios mas tarde, se puso en evidencia la
funcionalidad del canal en diferentes tipos de células humanas aisladas [4]-[6] y en

lineas celulares [7]. Esto significo un cambio en el marco de estudio de la funcionalidad
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del canal generando un enfoque mas antropocéntrico. El niumero de especies en las
cuales la presencia de este canal fue confirmada mediante medidas electrofisiologicas
aumento desde 2 en 1984, a 5 en 1994 [§], hasta 11 en el 2003 [9] habiendo desde ese
entonces hasta hoy pocos reportes adicionales entre los cuales se incluye la especie

Danio rerio (pez cebra) [10].

En 2006, se identificé el gen que codifica el canal de protones en humano [11],
en raton y en el invertebrado marino Ciona intestinalis [12], y al menos en otras 24
especies se hallaron genes homologos [13]. A la fecha se ha encontrado solo un gen por
especie. Sin embargo, se ha sugerido que podrian existir cuatro isoformas diferentes
basandose principalmente en las diferencias en las cinéticas de activacion de las
corrientes mediadas por dicho canal [14], [15]. No obstante, en todas las células
estudiadas provenientes de tejidos de ratones knock-out al gen del canal no se observan
corrientes de H' [16]-[21], lo cual sugiere que en los tejidos murinos solo el gen

identificado codifica para estos canales.

Al momento no se cuenta con una nomenclatura sistematica para los canales de
H'. El nombre oficial aprobado por el comité para la nomenclatura de genes HUGO
(HGNC) es para el gen humano HVCNI (en letras italicas por convencion), y a la
proteina le corresponde el mismo nombre pero sin el formato itdlico, HVCNI. Los
primeros grupos de investigacion que identificaron los genes para el canal, llamaron al
producto proteico humano Hv1 [11], al producto de raton mVSOP y a la proteina de
Ciona intestinalis CiIVSOP [12]. La H en Hv1 es debido a la especie i6nica transportada
(H"), no por humano, por lo que a la variante humana en algunos reportes se le agrega
una h inicial (hHv1). La v subindice (o mintscula) indica que la especie es activable por
voltaje y el 1 indica que es la primer isoforma del canal en la especie. La nomenclatura
VSOP proviene de las siglas en inglés de voltage sensor only protein (proteina con solo
el sensor de voltaje) y se debe a que el canal VSOP se asemeja mucho a la estructura del
dominio sensor de voltaje (en inglés voltage sensor domain VSD) de canales i6nicos
operados por voltaje selectivos al K', o al Na" entre otros. Dado que en este trabajo de
Tesis Doctoral el modelo de estudio utilizado son solo células humanas, y por
simplicidad, utilizaremos la nomenclatura Hvl (en lugar de HVCN1) para referirnos al

canal de H" operado por pH y voltaje.
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Las propiedades electrofisioldgicas generales de los productos de expresion del
canal Hvl en sistemas de expresion heterdloga resultaron cuasi idénticas a aquellas
obtenidas de canales presentes en sistemas nativos, incluyendo las propiedades
distintivas 1 a 5 detalladas en el primer parrafo. Una diferencia interesante encontrada
entre los dos sistemas, de causa desconocida hasta la fecha, es la dependencia de la
probabilidad de apertura con el voltaje. Esta se situa en un rango de voltaje de valores
mas negativos para los canales Hvl estudiados en sistemas de expresion heterologa, en

comparacion con los canales Hv1 estudiados en sistemas nativos [22].

1.1.1 Caracteristicas biofisicas

El canal Hvl es extremadamente selectivo al ién H" y posee una estructura
tipica dada por cuatro (S1-S4) segmentos transmembrana (TM) [11], [12], unidos por
pequefios segmentos de union entre las hélices, con ambos dominios C y N terminales
intracelulares (>50 residuos). Llamativamente, este canal no posee un dominio de poro,
como se observa en la mayoria de los canales ionicos. Sin embargo, el Asp''
posicionado en el TM S1 ha sido identificado como un residuo critico para el filtro de
selectividad del canal [23], siendo universalmente conservado entre las especies que
expresan este canal, no encontrdndose ni siquiera mutaciones conservativas como una

substitucion por Glu.

En la cara extracelular del canal existen dos residuos de histidina (His'* y
-1 [ o
His'?), que se ha demostrado son criticos para la sensibilidad que el canal posee al
o . 2+ . 14 , .
efecto inhibidor del i6n Zn*" [11], [24]. His'*" est4 ampliamente conservada en la
, . - 193 , .
mayoria de las especies, e His' "~ se encuentra conservada en mamiferos y aves, mientras
. ot ;. e 2+ .
que en las especies acuaticas que presentan una minima sensibilidad al Zn”" este residuo

se encuentra sustituido por Asp o Glu.

El segmento S4 de los canales operados por voltaje posee aminoacidos cargados,
mayoritariamente argininas, fundamentales en la funcionalidad del dominio sensor de
voltaje (VSD). Si bien hay diferencias, la similitud del VSD entre el canal Hv1l y los
canales i6nicos operados por voltaje, como los canales de K™ o de Na', es notable. El

canal
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Hv1 posee tres cargas positivas que se mueven en respuesta al cambio de voltaje de la
membrana celular. A diferencia de lo que ocurre en otros canales operados por voltaje,
donde el movimiento del VSD genera la apertura de la region formadora del poro del
canal, en el caso del Hvl (que no posee dominio de poro) se postula que el movimiento
del segmento S4 genera una via hidrofilica de conduccién de H'™ que involucra también

a las regiones de transmembrana (S1-S4).

Cara extracelular

S1 coeeoean S2  S3 creoiees S4 (VSD)

cacad 000 o®
<00 @140
®op 009

Qo ,
200 - JENNG : OC
20000, 00%G) 1@ »
® EOOOPR0ED
Citoplasma

Figura 1.1.1.1 Secuencia aminoacidica y esquema topoldgico del canal Hv1
humano. Dentro de los dominios transmembrana los residuos acidos se
ilustran en rojo, los basicos en azul, los aromaticos en naranja y aquellos
polares en gris. Se indican aminoacidos especificos segin su funcion,
comenzando desde el extremo N terminal: la delecion 1-20 (en verde)
produce la isoforma corta propia de células B malignas; Thr29 es el sitio de
fosforilacion por la protein quinasa C (PKC) lo cual deriva en la
potenciacion del canal; MIIT es la primer mutacion identificada en el canal;
Aspl12 es crucial para la selectividad por los protones; His140 y His193
coordinan la unién del zinc; los tres residuos de Arg en el segmento S4 son
criticos para el dominio sensor de voltaje y el extremo C terminal posee una
extensa region coiled-coil (en negro) que permite la union del dimero.
Adaptado de T.E. DeCoursey y col. 2016 [25].
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Solo algunos de los aproximadamente 100 aminoacidos que conforman el
dominio N terminal del Hvl han sido relacionados con funciones particulares. Para
resaltar, el residuo Thr*’ se encuentra conservado en la mayoria de las especies, y ha
sido identificado como el sitio de fosforilacion responsable del modo de “apertura

intensificada” (en inglés enhanced gating mode) reportado en fagocitos activados [26].

En el afio 2008, tres grupos independientes aportaron evidencias que indicaban
que el canal de H" existe como un dimero funcional [27]-[29], al menos en los sistemas
de expresion heterdloga utilizados. Luego Petheo y col. [30] lograron evidenciar en
sistemas nativos la presencia de dimeros mediante western blots de membranas de
neutrofilos y eosindfilos humanos, evitando la disrupcion de los mismos por altas
temperaturas, detergentes o proteasas. Se postula que los dimeros se mantienen por
interacciones de hélices superenrolladas (del inlgés coiled-coil interactions) entre los
dominios intracelulares C terminal [27]-[29]. Por otro lado, se ha logrado también la
expresion funcional del mondmero, mediante la remocion, por mutacion, de los
dominios C terminal [24], [27] o mediante la construccion de quimeras utilizando
segmentos C terminales de proteinas monoméricas como CiVSP [28]. Estas evidencias
muestran que el canal Hv1l es funcional como mondémero y como dimero, donde cada
monodmero posee su via de conduccion de H' independiente. Ademas, se observo que la
cinética de activacion de la corriente mediada por el dimero es mas lenta que la mediada
por el mondmero [24], [27], [28], [31], [32] y que la activacion del canal requiere menor
despolarizacion en el dimero que en el mondmero. Sin embargo el conocimiento es nulo
acerca de la relevancia fisiologica de la expresion funcional del dimero o del mondémero

en sistemas nativos.

Por otro lado, se ha reportado que el dimero del canal Hvl posee una mayor
sensibilidad al i6n Zn*" que el mondémero [24]. Se propone que los dos residuos
responsables de la interaccion con el Zn®" (His'* e His'”®) [11] se orientan en la
interfase entre ambos monomeros formando el sitio de alta afinidad con el cation

bivalente [24].
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Figura 1.1.1.2 Esquematizacion de la estructura del canal Hvl en la
membrana plasmatica y su comparacion con un canal de potasio voltaje
operado. Adaptado de T.E. DeCoursey 2013 [33].

Dado que las propiedades de conduccion de protones fueron reproducidas
mediante la purificacion de la proteina Hvl y su reconstitucion en liposomas [34], al
momento no hay evidencia cientifica que indique que sea necesaria alguna proteina

accesoria para el funcionamiento del canal Hv1.
Conductancia unitaria minuscula:

A la fecha, s6lo se cuenta con un reporte de corrientes de protones en la
configuracion de canal Unico (single channel) de la técnica de patch-clamp. En
condiciones de sellos de excepcional resistencia (~5 TQ), se observaron corrientes de
canal tnico de una amplitud de 7-16 fA que permitieron calcular una conductancia

unitaria de 100 fS, la mas pequena reportada hasta la fecha para un canal i6nico [35].
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Por otro lado utilizando la metodologia de andlisis de varianza (o noise
analysis) se estim6 una conductancia unitaria de ~15fS a pH fisioldgico, valor que varia
con el pH intraclular (pH;) pero no con el extracelular (pHe) [35]. Estos valores de
conductancia unitaria se encuentran 3 6rdenes de magnitud por debajo de la mayoria de
los canales 16nicos lo cual puede interpretarse por la baja concentracion en la que se
encuentran los protones permeantes [9], siendo en la mayoria de las células la [H']; 10°

veces menor que la [K']; 0 la [Na']..

Extraordinaria dependencia de la probabilidad de apertura y de la conductancia del

canal con la temperatura:

Byerly y Suen [36] compararon la dependencia de la magnitud de corrientes de
H" y K’ con la temperatura en neuronas de Lymnaea, observando que las primeras
poseen una dependencia con la temperatura mucho mayor que las de K'. Luego, para las
corrientes de protones, se reportaron valores entre 2-3 para el Qo (cambio ante un
incremento de 10°C en la temperatura) que indican una dependencia particular respecto
a la que poseen los canales i6nicos por mera su naturaleza proteica [36]-[38]. La
cinética de apertura del canal muestra una dependencia con la temperatura ain mayor
que la observada para la magnitud de corriente [37], [38], encontrandose valores entre

6-9 de Qo cuando en la mayoria de los canales i0nicos se encuentran alrededor de 3.
Perfecta selectividad ionica:

Una de las caracteristicas mas distintivas del canal Hvl es su enorme
selectividad por los iones H'. Las determinaciones mas conservadoras reportan valores
alrededor de 10° para la relacion de permeabilidades entre el H™ y el Na™ (Py+/Pnas) [7],
[39]-[43]Por otro lado, la evaluacion de la selectividad i6nica realizada determinando
el potencial de reversion de la corriente (Viey) con soluciones salinas compuestas por
sucrosa isotonica a pH constante, muestra que aun cuando se reemplaza un 90% de los
iones no hay un cambio en en el V., indicando una extrema selectividad al unico i6n
permeante, el H' [23]. Estas observaciones apoyan fuertemente la idea de que el
mecanismo de permeacion del H' a través del canal incluye pasos de

protonacion/deprotonacion, acordes a la selectividad observada.
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Dependencia del voltaje

Otra caracteristica elemental de los canales Hvl es la dependencia de su
actividad con el voltaje de la membrana. Estos canales, se activan con la
despolarizacion mediando una corriente saliente de cargas positivas que tiende a
hiperpolarizar la membrana celular. Al igual que los canales de K' rectificadores
tardios, las corrientes de H™ en el estado estacionario tienen una rectificacion saliente
consecuencia de una fuerte dependencia de la probabilidad de apertura del canal con el

voltaje.

La cinética de apertura es una de las caracteristicas que distinguen a los canales
Hvl de diferentes especies, particularmente en mamiferos, donde se ha observado
tienen una cinética mucho mas lenta que las de otros canales operados por voltaje,
presentando constantes de activacion (Ta) en el rango de las decenas de segundos a 22

°C [6], [44]-[46].

Las evidencias experimentales que existen hasta la fecha indican que los canales
Hv1 no presentan inactivacion dependiente del voltaje. Sin embargo, cuando se evocan
corrientes de H™ demasiado prolongadas (~20 seg.) se puede observar un decaimiento de
la corriente que se asemeja al proceso de inactivacion (ver por ej. figura 4.1.1 yen [3],
[5], [7], [47], [48] entre otros). No obstante, el estudio meticuloso de esta caracteristica
muestra que este comportamiento es una inactivacion aparente debida a un aumento del
pH; en la proximidad de la membrana [49]. La misma corriente mantenida en el tiempo
produce un cambio en la concentraciéon de H' que modifica su gradiente de
concentracion y reduce la fuerza impulsora, produciendo una disminucion de la
magnitud de la corriente cada vez mayor de forma similar a lo que ocurre cuando los

canales presentan un estado inactivado.
Sensibilidad al pH

Una propiedad fundamental de los canales Hv1 es la sensibilidad al pH, tanto del
pH; como del pH,, que presenta la probabilidad de apertura. La figura 1.1.1.3 muestra
las curvas que relacionan la conductancia global de la membrana a los H' (Gy-) con el
Vm. Siendo la Gy la resultante del producto de N (nimero de canales presentes en la
membrana), la Po (probabilidad de apertura) y g (conductancia unitaria). Como se puede

observar, en todas las células estudiadas las curvas Gy -V, se corren hacia potenciales
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mas negativos cuando aumenta el pH, o disminuye el pH;. Cherny y col. [50], [51] han
realizado un riguroso estudio de la mencionada dependencia de la Gy: con el pH en
células del epitelio alveolar de rata encontrando que el voltaje en el cual las corrientes
comienzan a ser apreciables (voltaje umbral “V threshold”) disminuye en 40 mV con el
incremento de cada unidad en el gradiente de protones (ApH), asi sea por la disminucién
en el pH; como el aumento del pH.. Posteriormente esta relacion cuantitativa fue
corroborada en la mayoria de las células estudiadas [9]. A pesar de que este
comportamiento es critico para la funcion del canal, los determinantes estructurales no
fueron identificados hasta el momento. Esta propiedad del canal tiene como
consecuencia que el canal se abre solo cuando el gradiente electroquimico es favorable
a la salida espontanea de protones [52], por lo cual se puede considerar al canal como

. . +
un estricto extrusor pasivo de H'.
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Figura 1.1.1.3 Curvas conductancia normalizada vs voltaje de membrana
(Gu+ vs V), Modificado de Schilling y col. 2002 [43]. Representacion del
flujo unidireccional resultante.

1.1.2 Localizacion y funciones fisiologicas salientes

El gen HVCNI1 humano se encuentra en el cromosoma 12 (12g24.11) con una

longitud de 41.127 pb, encontrandose entre los genes PPP1CC y TCTNI sin que haya
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indicios de un agrupamiento tematico de genes (thematic gene cluster) en los
alrededores del gen ([53], NCBI). Aun es escaso el conocimiento acerca de la
localizaciéon, tamafio y estructura de la region promotora del gen HVCNI y su
regulacion transcripcional. S6lo un trabajo describe la regulacion del gen Hvenl en
macrofagos de raton expuestos a LPS (lipopolisacaridos) prediciendo un sitio de union a
Nf- kB cercano al promotor de Hvcnl. Ademds, el silenciamiento por RNAi del
elemento coactivador, del Nf- kB, Bcl3 (B-cell lymphoma 3-encoded protein) llevo a
una reduccion de la expresion del canal Hvl, indicando que el complejo Nf- kB/Bcl3
puede participar del control transcripcional de Hvenl [54]. Por otro lado, los datos de
co-inmuno precipitacién y secuenciamiento de cromatina (ChIP-Seq) disponibles en el
repositorio genémico de la University of California Santa Cruz UCSC [55] proveen
informacion de los probables sitios de union de factores de transcripcion corriente arriba
(upstream) del gen HVCNI tales como: Pol2, GATA2, CTCF, NF-kB, Rad21, SMC3,
ZNF263, SRF, c-fos, c-myc, y FOXA1l ([53], National Center for Biotechnology
Information NCBI). Resulta interesante la coincidencia de factores de transcripcion
predichos para HVCNI1 y NOX2 (NADPH oxidasa), dentro de los cuales figura Nf- kB,
ambos relacionados con la produccion de ROS ([53], NCBI).

Al momento se conocen tres variantes transcripcionales, las variantes 1 y 2
codifican para la misma proteina de 273 aminodcidos (isoforma 1) mientras que la
variante 3 codifica para una proteina de 253 aminoacidos, mas corta en el extremo N
terminal (isoforma 2) (NCBI). DeCoursey y col. han demostrado que esta isoforma
truncada se expresa diferencialmente en células B tumorales presentando caracteristicas

distintivas [56] (que serdn resumidas en la seccion 1.3.3).

Las caracteristicas biofisicas del canal Hvl explican una de sus funciones
salientes, relacionada con la extrusion pasiva de protones. Los canales Hv1 ofrecen, a la
célula que lo expresa, una via de pasaje de H' que permite la regulacién del pH; sin
gasto de energia metabolica. En este sentido se ha comprobado que la funcion del canal
es muy importante en la recuperacion del pH; de diversos tipos celulares luego de ser
sometidos a cargas acidas: neutrdfilos y basédfilos humanos [57]-[59], microglia y
mastocitos de raton [60], [61], células del epitelio alveolar de rata [62], osteoclastos de

conejo [63], [64], neuronas del hipocampo y microglia de rata [65]-[68].
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Otro tipo celular donde los canales Hvl mostraron tener una relevancia
fisiolégica es en la capacitacion espermatica. En el ser humano el pH; del
espermatozoide es bajo y lo mantiene en un estado quiescente hasta que entra en el
organo reproductor femenino donde se produce la fase final de maduracion [69]. En el
estado quiescente, los canales Hvlson imposibilitados de revertir la acidificacion
intracelular dado que el fluido seminal cuenta con la mayor concentracién de Zn*" del
organismo [70], estimada en 2,2 mM [71]. En el oviducto femenino, se produce la
alcalinizacion del pH; del espermatozoide debido a que los mismos se exponen a un
ambiente maés alcalino y ademas se remueve el Zn®" extracelular por formacion de
complejos con las proteinas del medio [72]. La remocion del Zn>" posibilita la apertura
de los canales Hv1 [73] que permite el eflujo de H' y el aumento del pH;, estimulando
la actividad metabdlica y la motilidad del espermatozoide [69]. Un hecho que apoya la
importancia de este mecanismo es que se ha reportado que la expresion de mRNA de

HVCNI es 18 veces menor en varones con infertilidad respecto de varones fértiles [74].

Por sus caracteristicas, también el canal Hv1 podria contribuir al establecimiento
del potencial de membrana celular. Este rol fue demostrado en fibroblastos cardiacos
[75] y en eosinofilos humanos activados [76]. En el caso de los eosinéfilos humanos se
propone que durante el estallido respiratorio, cuando la membrana se despolariza
debido a la actividad de la NADPH oxidasa (ver mas adelante) el canal contribuye al
mantenimiento del potencial de membrana en condiciones fisiologicas [77]. También en
células epiteliales del tracto respiratorio humano la expresion del canal fue corroborada,
tanto en lineas celulares como cultivos primarios [78]. En estas células, en contraste con
las células fagociticas, el impacto de Gu: en el Vm es minimo [78]. Los datos
experimentales indican que en las células del epitelio respiratorio el canal responde a
cambios del pH. y su actividad contribuiria a la regulacion del mismo [79]. Hay reportes
que proponen que este canal podria funcionar acoplado al canal CFTR (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) neutralizando la eventual alkalinizacion de las

secreciones de las vias aéreas [78].

La funcion fisioldgica del canal Hvl descripta con mayor detalle en la literatura
es durante la produccion de radicales libres mediada por la activacion de la NADPH
oxidasa en células fagociticas (denominado estallido respiratorio debido al abrupto
consumo de O; que se produce durante dicho proceso) donde el canal Hvl presenta un

rol tanto en la regulacioén del pH como en el potencial de la membrana celular. El canal
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se expresa en todas las células del sistema inmune, y en particular en macrofagos,
eosinoéfilos, neutréfilos y otros leucocitos y funciona asociado al complejo NADPH
oxidasa (Nox2) cumpliendo un rol importante en la eliminacion de bacterias y otros
microorganismos. La presencia de patogenos, péptidos quimiotacticos, ésteres de forbol,
acido araquidoénico y otros estimulos induce, en dichas células, la activacion del
complejo NADPH oxidasa. Esto implica el ensamblado de seis componentes principales
que se encuentran separados en condiciones de reposo [80], [81]. Las vias intracelulares
involucradas confluyen en la proteina quinasa C (PKC) la cual fosforila los
componentes del complejo permitiendo su ensamblado y activacion, esta quinasa a su
vez activa al canal Hv1 permitiendo la produccion de ROS de forma coordinada [81],

[82].

La activacion de la NADPH oxidasa localizada en la membrana plasmatica
produce i6n superéxido (O;), que es liberado al espacio extracelular, y H' liberados
hacia el citosol (ver figura 1.1.2.1). Ademads, genera una corriente de electrones a través
de la membrana por translocaciéon desde el NADPH intracelular [83]-[85]. Estas
corrientes de electrones son sensibles al potencial de la membrana celular y se anulan
completamente a valores alrededor de +200 mV. Por lo tanto, las consecuencias
inmediatas de la actividad del complejo NADPH oxidasa en dichas células son la
despolarizacién de la membrana y el aumento de la concentracion de H' en el
citoplasma. Por cada electron que es translocado queda un protén en el citosol, mientras
que el O, producido se dismuta a H,O, [86] y consume protones para formar HOCI +
H,O mediante la accion de mieloperoxisas, alcalinizando asi el compartimento
extracelular. Tal es la magnitud de la actividad del complejo NADPH, que se han
calculado velocidades de despolarizacion de ~1,1V/s en neutréfilos y de 1,1kV/s en
eosinofilos [9]. De no mediar la corriente compensatoria a través del Hvl, tanto la
despolarizacion de la membrana como la asimetria de protones producidas por la
actividad de la enzima contribuirian a su autolimitacion [83], [87]. Por otro lado,
numerosos estudios demostraron que el i6n Zn%, inhibidor del canal Hvl, es capaz de
reducir notoriamente la actividad del complejo NADPH oxidasa [18], [57], [83], [88]
sin afectar las corrientes de electrones [83], [85]. En concordancia, se observo que la
produccion de ROS disminuy6 significativamente en experimentos de downregulation

del canal Hvl con siRNA [89] asi como en aquellos llevados a cabo con ratones
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deficientes en el canal Hvl (KO) [16], [18], [20], [21], [61]. La figura 1.1.2.1

esquematiza el mecanismo completo.
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Figura 1.1.2.1 Esquematizacion del rol propuesto para el canal Hvl en la
produccion de ROS en granulocitos durante el estallido respiratorio.
Modificado de DeCoursey T.E. 2010 [17].

En la mayoria de las células fagociticas se ha reportado que, durante el estallido
respiratorio, el canal Hvl se encuentra en el modo de apertura intensificada en el cual la
cinética de activacion de la corriente de H' es de 2 a 5 veces més rapida mientras que la
cinética de deactivacion es de 3 a 6 veces mas lenta [45], [58], [76], [90]-[92]. Ademas
la conductancia maxima aumenta 2-4 veces y la curva que relaciona su dependencia con
el potencial de la membrana se corre 30 mV hacia valores més negativos. Practicamente
todos los estimulos que activan el complejo NADPH oxidasa inducen el modo de
apertura intensificada del canal: PMA, 4cido araquidonico, acido oleico, péptidos
quimiotacticos (fMLP, LTB4, IL-5, IgE) y LPS [40], [45], [58], [90], [91], [93], [94].
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La mayoria de estos agonistas son capaces de estimular la protein quinasa C (PKC),
siendo el phorbol miristato acetato (PMA) un activador directo de la quinasa y el mas
potente inductor del modo de apertura intensificada. En el mismo sentido, esta
induccion puede ser prevenida, e incluso revertida por el tratamiento con inhibidores de
PKC [26], [93], [94]. Como resaltamos en las caracteristicas estructurales del canal, se
ha demostrado que la Thr*® es el residuo fosforilado por la PKC involucrado en inducir
tal estado del canal [26]. Esta apertura intensificada se traduce en una mayor eficiencia
en el funcionamiento del complejo NADPH oxidasa, ya que evita con mayor eficiencia
la aparicion de los factores que autolimitan la actividad enzimatica. Si bien este
comportamiento fue descripto en varios tipos celulares (principalmente células
fagociticas), en otros tipos celulares donde se expresa el canal Hvl como el epitelio
alveolar, células HEK-293 y células COS-7 transfectadas con hHvl, no se observa la
activacion intensificada descripta para el estimulo PMA [90]. Esto podria sugerir ciertos
prerrequisitos para acceder a dicho modo de activacion del canal, como por ejemplo la
expresion de determinadas isoformas de la PKC. Al momento no hay reportes que
describan el modo de apertura intensificada en linfocitos T ni otras proteinas que

regulen la actividad del canal Hv1.

Si bien basofilos y eosinédfilos comparten un cierto desarrollo en comun, sus
funciones son marcadamente distintas. Los eosinodfilos, poseen una actividad NADPH
oxidasa mayor a cualquier célula humana [45], [95] y la funcion del canal estd
relacionada con la produccion de ROS dirigida a la eliminacion de patdogenos. Los
basofilos no presentan actividad detectable de dicha enzima [96] pero poseen grandes
corrientes de protones mediadas por el canal Hvl cuya funciéon se relaciona con la
liberacion de histamina que producen en respuesta a la union de alergenos a IgE [97],
[98]. Esta liberacion, inducida in-vitro tanto por IgE o PMA, provoca la acidificacion de
los bas6filos la cual se acentiia notoriamente en presencia de Zn>" (bloqueante del canal
Hvl), el cual también inhibe dicha liberacion[58]. En paralelo la estimulacion de
basofilos con anticuerpos IgE resultd en el incremento de las corrientes de protones

[58].

Por otro lado, en las células B se encontré que el canal Hv1 se asocia al receptor
BCR, co-localizando luego de la activacion. En ratones knock-out (KO) para el canal
Hv1 la activacion de linfocitos B se encuentra claramente afectada, lo cual se encontro

relacionado a la disminuida produccion de ROS. De esta manera la actividad del canal
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Hvl es critica para la activacion dependiente de ROS de las vias PI3k y Akt [16],

determinante para la funcion de las mencionadas células (ver figura 1.1.2.2).

2H Y + 2 0, — H,0,+ 0, Receptor

Linfocito B vv Espacio
¢ Extracelular

Espacio
Intracelular

Aumento de la captacion y del
metabolismo de la glucosa

Figura 1.1.2.2 Esquematizacion del rol propuesto para el canal Hvl en la
activacion de linfocitos B posterior a la estimulacion del receptor de células
B (BCR). Modificado de T.E. DeCoursey 2013 [33]

En linfocitos B, las corrientes de H' fueron reportadas ser casi 100 veces
mayores a las corrientes que se observan en las células T [43] y a la fecha poco se
conoce de la funcion fisioldgica del canal Hv1 en linfocitos T. En 1996 Kaldi y col. [99]
reportaron flujos de protones activados por acido araquidénico y sensibles a Cd*" y Zn*"
en linfocitos T humanos, provenientes de amigdalas, que no expresaban los
componentes del complejo NADPH oxidasa indispensables como son gp9lpnex ¥
P22,n0x. Posteriormente se aportaron evidencias electrofisiologicas de la expresion del
canal Hv1 en linfocitos CD3+ (T) de sangre periférica aunque como dijimos la densidad
de corriente fue 100 veces menor que en células B y al menos 30 veces menor que en

células leucémicas de origen T como las células Jurkat [43].

Coherente con lo anteriormente descripto, trabajos realizados con ratones KO
para el gen Hvcnl mostraron una reducida produccion de ROS por el complejo NADPH
oxidasa [16], [18], [20], [21], [61] lo cual derivé en, una menor capacidad de eliminar
infecciones por S. aureus [21], una menor activacion de células B [16], una mayor
cantidad (60%) de linfocitos T activados en condiciones de reposo (tanto CD4+ como
CD8+) [100] y un menor dafio oxidativo generado por la microglia durante el accidente

cerebrovascular isquémico [61].
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1.1.3 Farmacologia

Los primeros inhibidores identificados para el canal Hvl fueron una serie de

metales divalentes con el siguiente orden de potencia:
Cu®"=Zn*" > Ni*" > Cd*" > Co*" > Mn*" > Ba®", Ca*", Mg’ ~ 0. [9]

Como es de esperar estos iones interactuan con diversas proteinas, sin embargo
el Zn*" inhibe las corrientes de protones con una potencia mucho mayor que para otros
canales ionicos. Por ejemplo, la inhibicion que produce en los canales Hvl es 80 veces
mas potente con respecto a la inhibicidon producida en los canales de calcio. Por lo que
se establecid a la inhibicién por Zn®" como prueba de rigor para identificar una
conductancia de H" como corriente mediada por el canal Hvl (entendido por muchos
autores como el gold standard). Al momento son muy escasos los reportes de corrientes
mediadas por canales Hv1 insensibles a los cationes divalentes [101], [102]. En 1999
Cherny y col., midiendo corrientes de H' en células de epitelio alveolar de rata,
realizaron un estudio detallado del mecanismo de bloqueo por Zn’". Encontraron que
existe una importante competencia entre el Zn*"y el H" por la accesibilidad de un sitio
de unidn extracelular [103]. Esta inhibicion depende fuertemente del pH. e involucra la
unién del Zn>" a dos sitios protonables con un pKa ~7 que previenen la apertura del
canal [103]. Anos mas tarde se obtuvo la secuencia del canal encontrando dos residuos
de histidina, His'* y His'”, potencialmente responsables de este mecanismo [11]. Este
planteo fue apoyado en 2014 por evidencias cristalograficas del canal que muestran
como ambos residuos coordinan la unidn del cation [104]. Si bien es sabido que el ion
Zn*" interviene en numerosos procesos celulares, aun hoy en dia es la herramienta de
uso en numerosos trabajos de investigacion para poner en evidencia las funciones del
canal Hv1 en distintos tipos celulares [62], [65], [75]. Ademas se utiliza para indagar la
estequiometria del canal ya que, como mencionamos anteriormente, el dimero es mucho

mas sensible al Zn>" que el mondmero[24].

Desafortunadamente el canal Hvl no cuenta aun con toxinas o péptidos
inhibitorios de gran afinidad y selectividad como existe para muchos otros canales
ionicos. Es sabido que los dominios sensibles al voltaje (VSD) suelen ser susceptibles a
la inhibicidén por toxinas presentes en venenos, particularmente aquellos que presentan
homologia en los segmentos S3 y S4 llamados paddle motif. La hanatoxina proveniente

del veneno de la tarantula Grammostola spatulata tiene particular afinidad por tal
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dominio estructural, por lo que es capaz de inhibir numerosos canales idnicos
dependientes del voltaje. El canal Hvl comparte el paddle motif y es capaz de ser
inhibido por hanatoxina produciendo un corrimiento en la relaciéon conductancia-voltaje
(Gu+-Vm) del canal hacia valores mas positivos [105]. Si bien esta toxina puede ser de
utilidad para los estudios biofisicos del canal Hvl y para el desarrollo de nuevos
compuestos, su falta de selectividad hace que tenga un uso limitado para el estudio de su

rol fisiologico.

Un nimero importante de bases débiles como la 4-aminopiridina [106], [107] (
y el amiloride [39], entre otros, inhiben con distinta potencia las corrientes de protones
mediadas por el canal Hvl. En la mayoria de los casos se propone que la inhibicion se
debe gracias a la permeacion de dichos compuestos en su forma neutra que una vez en
el citosol logran alcalinizar el interior celular, reduciendo las corrientes de H' por un
aumento del pHj, sin interactuar directamente con el canal [9]. Sin embargo, el grupo de
Song y col. ha reportado que otras bases débiles disminuyen las corrientes mediadas por
el canal Hvl sin modificar la concentraciéon de H' intracelular ni la relacion Gy:-Vm,
sugiriendo un mecanismo distinto para estas sustancias. Estas bases débiles pertenecen a
distintos grupos farmacologicos como antidepresivos (imipramina, amitriptilina,
desipramina y fluoxetina) [108], antipsicoticos (clorpromazina, haloperidol y
clozapina)[109] y antihistaminicos (difenhidramina y clorfeniramina)[110]. Estas
ultimas drogas se han estudiado con un ApH importante (pH. 7,3 y pH; 5,5), lo cual
hace que las drogas en su especie cargada se concentren en el interior celular unas 63
veces respecto a al valor que alcanzaria con un gradiente de H' simétrico [111]. Por lo
tanto los ICsy reportados en el rango micromolar deben ser multiplicados por 63 para
estimar la potencia a un pH~7,3. En este sentido resulta interesante comparar la
inhibicién de la corriente reportada para la clorpromazina por Song y col. [109] con un
ICso de 2,2 uM en whole-cell (WC, ApH= 1,8) y los registros reportados por DeCoursey
y col.[111] en macroparches inside-out con un pH simétrico donde concentraciones tan
altas como 1mM reducen las corrientes aproximadamente un 50%. Se puede pensar que
esta enorme diferencia puede deberse a la concentracion de la base en el interior celular
en condiciones WC y de pH; acido, como también puede indicar que parte del efecto
inhibidor se debe a mecanismos indirectos que no involucran la interaccion con el canal
y dependientes de factores intracelulares que se pierden en la configuracion de

macroparche.
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Los compuestos derivados del 2-guanidinobenzimidazol (2GBI) son, hasta la
fecha, los tnicos inhibidores selectivos reportados para el canal Hvl, esta estructura
base fue propuesta por Hong y col. en el afio 2013 en funciéon de sus propiedades
estructurales similares a las de otros inhibidores de canales operados por voltaje [112]

(ver figura 1.1.3).

En un estudio posterior los mismos autores proponen una familia de derivados
que fueron ensayados directamente sobre la corriente de H" mediada por el canal Hvl
expresado en ovocitos de Xenopus laevis. El estudio, basado en resultados de
mutagénesis puntual del canal, concluye que el 2GBI inhibe al canal en el estado abierto
mediante interacciones puntuales con restos aminoacidicos claves para la permeacion de
los H". El modelo propone que cuando el VSD se mueve ante el estimulo
despolarizante, el 2GBI accede al dominio intracelular del canal y uno de los 4&tomos de
nitrogeno del imidazol establece uniones no covalentes con D112 en el segmento S1.
Esta unién estabiliza la interaccion del compuesto con el canal, permitiendo que los
demas atomos del grupo imidazol interactian con S181 en S3 y R211 in S4. Los autores
sugieren que, teniendo en cuenta que se ha demostrado que D112 es fundamental para la
selectividad que el canal presenta a los H', el 2GBI interactuando directamente con este
residuo, podria cambiar el valor de su pKa a valores incompatibles con una permeacion
eficaz de los mismos. Alternativamente, el inhibidor podria interrumpir los puentes de
hidrogeno que se establecen entre los H' del agua del vestibulo y D112, un evento que
se propone fundamental para la permeacion a través de este canal que no posee una

estructura de poro canodnica [113].

A B

Figura 1.1.3. Estructuras de los inhibidores desarrollados por Hong y col.
A, 2-guanidinobenzimidazol (2GBI) B, 5-cloro-2-guanidinobenzimidazole
(CI-GBI). C, Modelo de interaccion entre el CI-GBI y el canal Hvl
propuesto por los autores [113].
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El 2GBI entonces, debe alcanzar el medio intracelular para poder efectivamente
inhibir el canal. La estructura del cristal publicada hace unos pocos afios muestra la
existencia de una pequefia cavidad en la region donde se ubican F150 y D112 seguido
por una constriccion. F150 y D112 estan localizados cerca entre ellos y consistente con
el modelo de interaccion planteado para el 2GBI. Los autores proponen que en dicha
cavidad se ubica el 2GBI impidiendo la permeacién y que la constriccion puede explicar
por qué el 2GBI no puede llegar a su sitio de accion desde el medio extracelular. Este
mecanismo llevo a Hong y col. a la busqueda de analogos estructurales del 2GBI que
tuviesen una mayor lipofilicidad, de manera de poder adicionar el compuesto en el
medio extracelular garantizando una concentracion eficaz en el medio intracelular.
Luego de varias estrategias de busqueda de sustituyentes que disminuyeran la polaridad

del compuesto los mismos autores demostraron que el derivado clorado era el 6ptimo

(CI-GBI) [113].

DeCoursey y col. postulan [111] que el hecho de que el canal posea las
porciones extracelulares relativamente pequeiias, dos loops extracelulares con menos de
una docena de aminodacidos, dificulta el hallazgo de inhibidores selectivos y anticuerpos
que se unan desde el lado extracelular. Lo cual en este tltimo caso seria de gran utilidad
tanto si tuviesen un efecto sobre la funcion del canal como para el estudio a nivel celular
por técnicas como citometria de flujo o microscopia. Por otro lado, el particular
mecanismo de permeacion del canal y sus singularidades estructurales ya comentadas,

dificultan el hallazgo de nuevos compuestos activos.
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1.2 Homeostasis celular acido-base

1.2.1 Fisiologia general de la homeostasis acido base y transportadores de protones

Virtualmente toda proteina depende del pH para mantener su estructura y
funcion, y los eventos de protonacion — deprotonacion definen la carga de las

superficies biologicas y son parte integral de numerosas reacciones metabdlicas [114].
También la fuerza derivada del gradiente de protones ((p+) s clave para la generacion
y conversion de la energia celular. Por lo tanto no es extrafio pensar que el pH

intracelular esté estrictamente regulado y que varie entre los diferentes compartimentos

celulares.

El pH de la célula es regulado en multiples niveles y los compartimentos
celulares, gracias a su capacidad buffer (), son protegidos de cambios rapidos y
localizados de pH. La capacidad buffer total (Bi) consiste en dos componentes:
Bintrinseca ¥ Prcos-. Pintrinseca €8 provista por numerosos acidos y bases débiles
intracelulares, incluyendo grupos fosfatos y residuos aminoacidicos de diferentes
proteinas citosolicas [115]. Es de remarcar que los valores de pKa de la mayoria de los
grupos ionizables se encuentran alejados de la neutralidad, por lo que Bintrinseca €8
comparativamente baja a pH fisiologicos (10-20 mM a 7,2), aumentando a valores mas
extremos de pH (por ejemplo 40 mM a pH 6,4) [116]. El segundo componente de la
capacidad buffer total, la Bycos-, contribuye con 29 mM a la capacidad buffer total a un
pH de 7,1 [117] a una presion parcial de CO, fisiolégica (Pco, ~ 37 mmHg). En
conjunto ambos componentes reducen el impacto de perturbaciones agudas en el pH
intracelular, pero son incapaces de contraponerse a cargas acidas prolongadas. En
ausencia de otros procesos regulatorios, la continua generacidon metabolica de
equivalentes 4cidos y el continuo transporte de iones que modifican el pH
(principalmente H, OH™ y HCOj) sobrepasaria prontamente la capacidad buffer
celular. Por lo tanto una serie de mecanismos dindmicos y sostenidos en el tiempo se
hacen necesarios para asegurar la homeostasis del pH a largo plazo, es asi que la
evolucion ha dotado a la célula eucariota con diversos mecanismos para esta funcion en

cada compartimento celular, los cuales frecuentemente resultan redundantes [115].
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En condiciones fisiologicas el pH extracelular (pH.) es ligeramente alcalino
(7,3-7,4); y el pH citosdlico (pH;) menor que dicho valor (7,2). Dos propiedades
celulares dan base a la tendencia del citosol a acidificarse: en primer lugar el potencial
de membrana generalmente hiperpolarizado, con el interior celular negativo respecto al
extracelular, brinda una fuerza impulsora importante para la entrada de protones y la
salida de bases negativamente cargadas, como el HCO;3;. En segundo lugar, diversas
reacciones metabdlicas vitales para la célula, como la produccion de ATP por la
glicolisis en el citoplasma o la fosforilacién oxidativa en la mitocondria, generan H'
como productos de la reaccion, que aumentan cuando se incrementa la actividad celular
[118]. La acumulacién gradual de H' es compensada mediante su extrusion continua a
través de la membrana plasmatica. A continuacion se describen los principales
mecanismos que contribuyen a la homeostasis acido-base del citosol celular. En ciertos
casos este transporte es activo, acoplandose directa o indirectamente a la hidrolisis de
ATP. En general, en la mayoria de las células de mamiferos los transportadores activos
de H" que se acoplan en forma directa a la hidrélisis de ATP, como las H" -ATPasas,
no participan en forma importante en la regulacion del pH; basal. Sin embargo el
transporte activo de H' que se realiza mediante el acoplamiento al transporte de otros
sustratos, a través de intercambiadores i06nicos, constituye un mecanismo de gran

relevancia para dicha funcion en diferentes y variados tipos celulares [117].

Los intercambiadores Na'/H" acoplan directamente el transporte a través de la
membrana de iones H' y Na’. Estos estan formados por complejos homodiméricos y
constituyen un mecanismo altamente conservado evolutivamente que protege a las
células de una acidificacion excesiva. Los mamiferos cuentan con al menos once genes
ortélogos que se expresan ubicuamente o en forma tejido especifica. De todos los
transportadores de este tipo, la isoforma 1 del intercambiador Na'/H" (NHEI1, Na™-H"
exchanger I) ha sido la mas estudiada y utilizada como modelo del mecanismo de
funcionamiento de esta familia. Esta estructura se encuentra presente en la membrana
plasmatica de la mayoria de las células, siendo la principal responsable de la
homeostasis del pH;. E1 NHEI, junto con otros NHEs de membrana plasmatica, utilizan
selectivamente el gradiente electroquimico del Na" (generado por la Na'-K" ATPasa)
para expulsar H™ en contra de gradiente en forma electroneutra. La funcién de este
transportador involucra también un sitio intracelular sensor del pH que le otorga

sensibilidad a la concentracion de H' y funciona extruyendo H' hasta que el valor del
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pHi se estabiliza a valores Optimos para las actividades e interacciones proteicas
cercanos a 7,2 [117]. Por otro lado, cuando la concentracion citosolica de H™ aumenta,
la actividad del transportador se incrementa abruptamente alcanzando su maxima
velocidad en una unidad de pH aproximadamente, minimizando asi la exposicion del
citoplasma a un exceso de acido [119], [120]. Ademas, la sensibilidad intrinseca del
NHEI a la acidificacion intracelular, puede ser alterada por diversas sefiales endogenas
o exoOgenas (hormonas, mitdgenos o estimulos fisicos) que modulan su estado de
fosforilacion [121], [122] y su asociacion a factores de anclaje [123], [124]. En
particular, es interesante sefialar que su asociacidon a proteinas de anclaje provoca un
cambio de conformaciéon del dominio regulatorio carboxi-terminal del NHE1, que
aumenta la afinidad por los H'. Si bien el mecanismo preciso no es conocido, se ha
observado que esto produce un aumento agudo en el pH; que genera un ambiente
permisivo para la progresion de diversos procesos celulares que incluyen cambios en la
geometria celular [125], adhesion [126], migracion [127], [128], quimiotaxia [129],
[130] y proliferacion celular [131], [132].

Otro mecanismo involucrado en la extrusion de H' es el llevado a cabo por los
transportadores de monocarboxilatos (MCTs, monocarboxylate transporters) que
median el co-transporte de dcidos monocarboxilicos (mayoritariamente lactato) con H"
[133]. Esto resulta fundamental en células que efectian un metabolismo anaerobico en
condiciones fisioldgicas, o en condiciones patoldgicas como inflamacidon y procesos
tumorales. El metabolismo anaerdbico produce la acumulacion citosdlica de lactato
generando un gradiente favorable a su salida al espacio extracelular junto con protones.
En el musculo, por ejemplo, el efluyjo de H'-lactato contribuye en un 40% a la
recuperacion del pH; luego de la acidosis isquémica (acumulacion de equivalentes
acidos durante la falta de oxigeno) [134]. Sin embargo, como la acumulacion de lactato
es sOlo limitada a ciertos tipos celulares los MCTs no representan un mecanismo

general de control y regulacion del pH; en condiciones fisiologicas [117].

Con un mecanismo mas complejo los co-transportadores de bicarbonato
también contribuyen a la eliminacién de H' del medio citosolico. Hay seis isoformas de
co-transportadores Na'/HCOs3™ (NBCs, sodium bicarbonate cotransporter) predominantes
en las células de mamiferos que acoplan el ingreso de sodio a favor de su gradiente
electroquimico con la entrada de bicarbonato en contra del suyo. Las células de

mamiferos se encuentran inmersas en un medio extracelular que contiene tipicamente
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alrededor de 25 mM de HCOj;™ disponible para su transporte, y la actividad de estos
transportadores tiende a alcalinizar el citosol debido a que el HCO; que ingresa a la
célula reacciona con un H' y produce 4cido carbénico que es convertido a CO, y H,O
por la anhidrasa carbénica (CA) intracelular. E1 CO, producido puede salir de la célula
por difusidon simple y reaccionar con agua en el exterior celular, generando nuevamente
HCO;3 mas un H' (reaccion catalizada por la CA extracelular) dando lugar a un ciclo en

el cual se produce la extrusion neta de protones [135], [136].

Finalmente, y a pesar de que la continua produccion de equivalentes acidos por
reacciones metabolicas requiere la continua expulsion de protones, las células también
han desarrollado mecanismos para facilitar el ingreso de equivalentes 4cidos en
circunstancias fisiologicas particulares. El mds comuin de estos mecanismos es el
intercambio de CI" por HCOj™ llevado a cabo por los intercambiadores de aniones
(AEs, anion exchangers) como las proteinas SLC (solute carrier family). La actividad
de estos transportadores tiene cuatro funciones principales: el control del pH, la
secrecion de acidos, la secrecion de bases y el transporte de NaCl. La accion simultanea
de sistemas de transporte acidificantes y alcalinizantes le permite a la célula tener un
ajuste fino del pH;. Asi, una sobre-alcalinizaciéon generada por los mecanismos
extrusores de protones puede ser compensada por mecanismos que ingresan equivalente
acidos, los cuales disminuyen su actividad a medida que el pH intracelular se vuelve
mas acido. Por lo tanto frecuentemente se observa que la accion coordinada del AE2
(que es inhibido por pH 4acidos) y del NHE1 (que se activa a pH &cidos pero se frena
con los alcalinos) resulta en el mantenimiento de valores de pH; muy cercanos a 7,2

[137].

Respecto a las particularidades de la regulacion del pH en cada compartimento
celular, el conocimiento es menor en comparacion al que describe la dindmica general
de la célula. En el avance de este aspecto, la posibilidad de contar con sondas detectoras
direccionadas a cada compartimento particular tiene una gran influencia. En este sentido
es poco lo que se conoce acerca de la regulacion del pH en el nucleo celular, quizas
porque la mayoria de las investigaciones consideran este compartimento en equilibrio
con el citosol. La envoltura nuclear posee abundantes poros permeables a moléculas del
tamafio de una molécula pequefia (aprox. 9 nm de diametro) [138], por lo tanto resulta
logico pensar que la membrana nuclear represente una barrera difusa al transporte de

protones.
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Otra es la situacion en las vias relacionadas con el procesamiento y secrecion de
proteinas. Aqui el estado de protonacién-desprotonacion es una estrategia para regular
las interacciones entre las moléculas producidas y las proteinas, asi las vias secretorias a
nivel intracelular presentan un estricto control del pH intraluminal. Mientras que el pH
del reticulo endoplasmatico (RE) es practicamente neutro, similar al pH; los
compartimentos corriente abajo se vuelven cada vez mas 4cidos. El cis-Golgi es
significativamente mas &acido (pH~6,7) que el RE volviéndose mas marcada la
acidificacion en las siguientes cisternas del complejo, alcanzando valores ~6,0 en la red
del trans-Golgi y llegando a pH~5,2 en los granulos secretores. Las bombas de protones
V-ATPasas son las estructuras descriptas como responsables de introducir los protones
en el lumen del RE, asi los antibidticos macroélidos (los cuales son inhibidores
especificos de estas bombas) han mostrado disipar el gradiente de pH a lo largo de todos
los compartimentos de las vias secretorias [139]. Sin embargo, es atin motivo de debate
como se genera la acidificacion gradual de los compartimentos de la via siendo la V-
ATPasa la tinica estructura asociada al ingreso de H'. Entre varios efectores propuestos
como determinantes en este mecanismo hay reportes que describen a una conductancia
de H" voltaje dependiente y sensible al Zn*" como principal responsable [140], siendo el

canal Hv1 un posible candidato estructural.

De forma similar se postula que en la gradual acidificacion observada en las vias
endociticas [141], donde el pH dentro de las vesiculas puede llegar a valores de 4,5-4,7,
el canal Hv1 pueda estar involucrado. Por otro lado, los peroxisomas, al igual que el RE
presentan una alta permeabilidad a los H' sin presentar diferencias de pH con el citosol

[142].

Particular importancia presenta la dinamica del pH mitocondrial. A diferencia
del lumen de los compartimentos de las vias secretorias, la matriz mitocondrial es
marcadamente alcalina (pH~8,0) debido a la extrusiéon de protones a través de la
membrana interna por los componentes de la cadena transportadora de electrones [143].
Junto con el potencial eléctrico (negativo en el interior) generado por el transporte
electrogénico de protones, el gradiente de pH transmembranal constituye la fuerza
protéon-motriz utilizada por la H'-ATP sintasa (F,Fo-ATPasa) para producir ATP a partir
de ADP vy fosfato inorganico. Dicho potencial actiia regulando las concentraciones de
iones Na", K’ y Ca®" a través de la actividad de diversos transportadores [144], [145].

De estos, el Ca’" de la matriz actiia como modulador de diversas deshidrogenasas del
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ciclo de acidos tricarboxilicos, sincronizandose de esta manera la produccion de energia
con las necesidades celulares [146], [147]. Por otro lado, la alteracion del pH
mitocondrial ha sido descripto como un factor determinante en la “via intrinseca de la

apoptosis” [148] como se detallara en la seccion 1.3.4.

Na
HCO, HCO,

NDCBE

Ccr

L ! ADP + Pi
6 CO, + 6 H20 +=2+ 6 H,CO, +— 6 H' + 6HCO,

i

NADH NAD
2 Piruvato + 2 H'&—' 2 Lactato + 2 H'-~- + Lactato

LDH
> 2 ATP ANAEROBICO
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?

Glucosa

Figura 1.2.1. Representacion de los mecanismos celulares responsables de
la homeostasis acido-base en relacion al metabolismo celular.

1.2.2 Regulacion del pH en células T

Al momento son pocos los trabajos centrados en el estudio de los determinantes
de la homeostasis acido base de células linfoides, siendo la mayoria de ellos de
principios de la década del 80 con el aporte de fundamental de tres grupos diferentes. El
primer registro del gradiente de pH transmembranal fue realizado en linfocitos humanos
de sangre periférica por Deutsch y col. en 1979 [149], posteriormente los mismos
autores corroboraron que estas células son capaces de mantener constante su pH; en un
valor de 7,17 mientras varia el pH. entre 6,8 y 7,4 [150]. Casi en simultdneo, Gerson y
col. demostraron que la alcalinizacion intracelular (valores cercanos a 7,5) correlaciona

con el aumento de la proliferacion de linfocitos B y T inducida por mitégenos, con el
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avance en el ciclo celular, y con el aumento de volumen celular [151], [152]. Poco
después Grinstein y col. aportan por primera vez registros dindmicos de pH; en
timocitos de rata poniendo en evidencia la actividad del intercambiador NHE, y
caracterizando su sensibilidad al pH, a las concentraciones de Na' intra y extracelular y
su sensibilidad a amiloride (bloqueante del intercambiador NHE) [153], [154]. En estos
ultimos trabajos, los autores registran la recuperacion del pH; luego de exponer a las
células a una carga acida, observando que se reduce practicamente a cero en ausencia de
Na' extracelular o en presencia de amiloride. Este resultado sugiere que el intercambio
Na'/H" es practicamente el unico mecanismo para revertir la acidificacion en dichas

células.
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1.3 Cancer y pH: alteraciones en la homeostasis del pH celular.

1.3.1 Efecto Warburg

Durante la década de 1920, Otto Warburg y colegas observaron por primera vez
que los tumores consumian una gran cantidad de glucosa comparado con lo observado
en los tejidos circundantes. Ademas, esta glucosa era captada a gran velocidad y
fermentada para producir lactato y H' incluso en presencia de oxigeno y de
mitocondrias plenamente funcionales, por lo que se lo llamé “glucolisis aerdbica”
(aerobic glycolysis) y posteriormente “efecto Warburg” [155], [156]. Luego, el
bioquimico inglés Herbert Crabtree, extendid las observaciones de Warburg estudiando
la heterogeneidad de la glucolisis en los tumores, corroborando las observaciones
previas pero notando que existe una considerable variabilidad habiendo tumores que
realizan una importante actividad respiratoria mitocondrial (fosforilacion oxidativa)
[157]. Por unidad de glucosa, la glucdlisis es una forma ineficiente de generar ATP
comparado con lo obtenido por la respiracion mitocondrial [158], [159], sin embargo la
velocidad del metabolismo glucolitico es mayor tal que la produccién de lactato a partir
de glucosa ocurre 10-100 veces mas rapido que la oxidacién completa de la molécula de
glucosa a CO,. De hecho, la cantidad de ATP producido en un tiempo dado es
comparable entre ambas formas de metabdlicas [160]. Célculos tedricos apoyan la
hipdtesis de que las células con una mayor tasa de produccion de ATP, a pesar del
menor rendimiento, pueden tener una ventaja selectiva al competir por nutrientes
escasos con las células inmunes y del estroma [161], [162]. Por otro lado, ciertos
calculos empiricos indicarian que la cantidad de ATP requerido para el crecimiento
celular y la division puede ser menor que la requerida para el funcionamiento y
mantenimiento normal de una célula [159], [163] por lo que la demanda de ATP nunca

alcanzaria valores limitantes durante el crecimiento tumoral.

El efecto Warburg ha sido extensamente estudiado y corroborado en distintos
tipos tumorales y células proliferativas durante las ultimas décadas [164]-[167],
incluyendo a las células leucémicas [158]. Se postula como un evento temprano en la
oncogénesis siendo una consecuencia inmediata de la mutacion de oncogenes, tales
como KRAS en cancer de pancreas y BRAF en melanoma; por lo que se desarrolla no

solo en la etapa de invasion sino en los inicios y primeras etapas de las lesiones [168],
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[169] Por otro lado se sabe que en condiciones totalmente distintas a las del entorno
tumoral, las levaduras en fase exponencial de crecimiento desarrollan un efecto tipo
Warburg [170]. Sin embargo, ain no hay consenso en cudles son los estimulos
necesarios para dar origen a este remodelamiento metabolico en las células tumorales,
siendo aun hoy motivo de investigacion y debate en la comunidad cientifica. A pesar de
ello, se considera a este fendmeno como una caracteristica saliente y particular del

cancer (cancer hallmark, ver figura 1.3.1).

Mantenimiento Evasion de los
de la seflalizacion supresores de
~profiferativa__ _tumores.

Desregulacién de Escape de la

Ia energética celular

destruccion
(efecto Warburg) inmune
< - - :
Resistenciaa Potencial
la muerte replicativo
celular inmortal
Mutaciones e
Inflamacidn

inestabilidad

gendmica pro-tumoral

Induccion de Activacion de
angiogenesis la invasion
v metastasis

Figura 1.3.1. Esquematizacion de los cancer hallmarks propuestos por
Hananhan y Weinberg donde se incluye el efecto Warburg como la
desregulacion de la energética celular. Adaptado de Hanahan y Weinberg
2011 171].

Un aspecto de actual debate respecto al efecto Warburg es la potencial ventaja
que otorga al crecimiento del tumor debido a sus efectos sobre el microentorno. Por un
lado, la alta tasa de captacion de glucosa por las células tumorales genera una escasa

disponibilidad de glucosa en el microentorno tumoral y origina una competencia entre el
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tumor y los linfocitos que lo infiltran (TIL, tumor infiltrating lymphocytes). La mayor
capacidad glucolitica ya mencionada del tumor, limita la glucosa que los TILs requieren
para ejecutar la respuesta necesaria. En sintonia con esta propuesta se observo que la
inhibicién de la glucdlisis tumoral mejora el suministro de glucosa a los TILs
aumentando la capacidad de respuesta inmunologica montada contra el tumor [172],

[173].

Por otro lado, el exceso de lactato es extruido a una alta tasa por la célula
tumoral mediante transportadores del tipo MCT (cuya particularidad en este contexto
detallaremos mas adelante), encontrandose en grandes cantidades en el exterior celular.
Diversos trabajos han mostrado que el lactato exportado de las zonas mas hipdxicas de
los tumores s6lidos es introducido por las células cercanas a la vasculatura las cuales,
debido a su disponibilidad de oxigeno, lo utilizan como fuente prioritaria de energia por

medio de la fosforilacion oxidativa [174]-[177].

En forma similar al lactato, el exceso de H' es también extruido produciendo
una importante acidificacion extracelular. Esta acidificacion ha sido evaluada in-vivo
observandose valores de pH en el microentorno de alrededor de 6 [178], [179]. Los
beneficios de esta acidificacion, producto de la reprogramacién metabolica tumoral,
parecen tener multiples efectos pro-tumorales a la hora de modificar la interfase tumor-
estroma [180], [181]. Diversas evidencias apoyan la idea de que esta particularidad en el
pH extracelular promueve la capacidad migratoria e invasiva de las células tumorales.
El cultivo de células tumorales durante tiempos prolongados en medios acidos (pH 6,8),
aumenta la migracion e invasividad [182]. Coherente con este hallazgo se ha reportado
que la misma maniobra aumenta la expresion de proteasas relacionadas con la capacidad
migratoria e invasiva como MMP2, MMP9, Catepsina B y Catepsina L [183], siendo
estas Ultimas activables a pH 4cidos. Otros miembros de las metaloproteinasas de la
matriz (MMP) involucradas en la migracion celular, por ejemplo MMP3, mostraron una
actividad optima a pH entre 5,75 y 6,25, siendo este comportamiento atribuido a un
residuo de histidina en el /oop de unién a sustrato [184]. Ademas, se ha demostrado que
el microentorno acido favorece la evasion inmune [185], [186] y contribuye a la

resistencia a los tratamientos antineoplasicos [187]—-[189].

En relacion a este trabajo de tesis, si bien las anteriores observaciones fueron

realizadas mayoritariamente en tumores solidos, la acidificacion extracelular ha
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mostrado aumentar la proliferacion, invasiéon y quimioresistencia de células T Jurkat

derivadas de sangre periférica de un paciente con leucemia aguda linfoblastica [190].

Mas alld de permitir la acidificacion del microentorno tumoral, los mecanismos
de extrusion de H' son indispensables para evitar la acidificacion intracelular que
generaria la acumulacion del exceso de H™ que produce la glicolisis. Mas atn,
numerosas evidencias indican que estos mecanismos son altamente eficientes logrando
que el pH; de las células tumorales alcance valores de pH; mas alcalinos que el de las
células normales [191], [192]. El estudio de la regulacién fisiologica del pH; mostrd
tempranamente que diversos tipos celulares desarrollan una alcalinizacion intracelular
ante estimulos proliferativos como la fertilizacion misma o diversos factores de
crecimiento, siendo el intercambiador NHE1 la estructura mas relacionada con este
fenémeno [193]. Posteriormente se observo la existencia de un umbral de pH; (7,1-7,2)
debajo del cual los factores de crecimiento fallaban en estimular la entrada en el ciclo
celular y la progresion por la fase G1 en fibroblastos quiescentes en GO [194]. Se
demostré que dichas observaciones se debian a que los bajos pH; impedian la activacion
de la via de mTORCI lo cual posteriormente también se corrobord en células derivadas
de cancer mamario [195]. Estas observaciones resultan importantes a la hora de vincular
el aumento en el pH; observado en las células tumorales con su mayor capacidad
proliferativa, a lo cual también se puede agregar que esta particularidad en el pH; puede
servirle a estas células como una forma de evadir la iniciacion de la apoptosis como

describiremos posteriormente.

En sintonia con lo mencionado, Pouyssegur y col. en 1984 demostraron que en
células tumorales, la inhibicion del intercambiador NHE1 produce la muerte celular
debida a la acidificacion intracelular que se genera, efecto que denominaron “H" suicide
technique” [196]. Si bien este hecho fue observado en diversos tipos de tumores, la
diversidad de mecanismos reguladores del pH;, y las diferentes isoformas de cada uno,
han hecho que no siempre el bloqueo de los transportadores de H™ derive en una caida

del pH; suficiente para desencadenar la muerte celular.

Ademas, se observé que la estrategia de inhibicion de la extrusion de H' para
disminuir la capacidad proliferativa depende del tipo de metabolismo celular.
Pouysségur y col. han evaluado los efectos de la supresion en la expresion del

intercambiador NHE1 en tres variantes de fibroblastos tumorales: una deficiente en la
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glucolisis, otra deficiente en la fosforilacion oxidativa y una wild type con ambas vias
bioenergéticas activas. Los xenografts producidos en ratones a partir de este ultimo tipo
de células (wild type) mostraron una regresion del 80% luego de la supresion del NHEI.
Mas aun, los tumores originados de células deficientes en la fosforilacién oxidativa
fueron abolidos por la supresion del intercambiador. Contrariamente, los tumores
desarrollados a partir de las células deficientes en glucolisis no mostraron regresion

significativa luego de la supresion del NHE1 [192], [197].

Por otro lado, el efecto Warburg también tiene implicancias en las vias de
sefalizacion de células tumorales [159], [198], particularmente en la generacion y
modulacién de las especies reactivas del oxigeno (ROS) y en la regulacion del estado de
la cromatina [199]. Una excesiva cantidad de ROS puede provocar el dano de acidos
nucleicos y de la membrana celular, entre otros efectos deletéreos; a su vez insuficiente
cantidad de ROS puede afectar la actividad de efectores claves de diversas vias de
sefalizacion relacionadas con la proliferacion celular como lo son PTEN (phosphatase

and tensin homolog) y otras tirosin fosfatasas [159].

El estado de condensacion de la cromatina, al modular la expresion génica, es
responsable de la regulacion de diversas funciones celulares muchas de las cuales son
criticas para el fenotipo proliferativo. Este estado estd determinado, entre otras cosas,
por el balance de acetilacion-desacetilacion de histonas lo cual se relaciona
estrechamente con el metabolismo. Mientras que la acetilacion depende en buena parte
de la disponibilidad de acetil-CoA (generado por el ciclo de los acidos tricarboxilicos),
diversas desacetilasas estdn moduladas por los niveles de NAD+ [200]-[202] lo cual
establece un claro vinculo entre el estado de condensacion de la cromatina con el estatus

nutricional celular.

En resumen, resulta evidente que el efecto Warburg impacta en numerosos
aspectos de los procesos bioldgicos a nivel celular asi como en la forma en que el tumor
existe en su microentorno. Asi es que los multiples factores involucrados hacen dificil
discernir los causantes del efecto de las consecuencias derivadas del mismo. Pese a que
este efecto cuenta con casi un siglo de estudio, a la fecha continua siendo un interesante
marco de estudio para la compresion de los procesos tumorales y sus estrategias
terapéuticas. En particular, en este trabajo, nos focalizamos en la comprension de los

mecanismos de regulacion del pH en la biologia tumoral.
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1.3.2 Transportadores de protones en el contexto tumoral y su relevancia como blancos

terapéuticos.

Intercambiadores Na'/H". De los miembros de la familia NHE, el NHEI ha
sido el mas vinculado con el desarrollo tumoral y su inhibicion con la muerte de
diferentes lineas celulares [203]-[205] Esto no ha mostrado ser de relevancia en la
monoterapia con inhibidores del transportador, esta aparente resistencia puede estar
relacionada con la co-expresion de otras isoformas del NHE insensibles a los
inhibidores utilizados [206]. No obstante, el bloqueo de dicho intercambiador ha
mostrado un sinergismo con diversos agentes quimioterdpicos como el paclitaxel [207].
La inhibicion del NHE1 fue postulada con entusiasmo para disminuir el dafio isquémico
en el tratamiento post infarto del miocardio, por lo que el inhibidor cariporide avanzé
hasta la fase III de los estudios clinicos [208], [209]. Sin embargo su desarrollo clinico
ha caido en abandono dados los pobres resultados de eficacia y los notables efectos
adversos, debidos probablemente a su ubicua expresion en el organismo [210]. Este
resultado disminuyd notablemente el interés de esta estructura reguladora del pH; como
blanco en otras patologias como el cancer. Otro aspecto que parece ser pasado por alto,
0 no encuentra explicacion a la hora de plantear esta estructura como blanco, es el hecho
que la acidificacion extracelular propia del microentorno tumoral disminuiria la

actividad del NHE al alterar la fuerza impulsora para el transporte de H'.

Anhidrasas carbénicas (CA) y Transportadores de HCO3". La familia de
estas enzimas, que catalizan la conversiéon de CO, a H' y HCOj, comprende 16
1soformas que tienen un rol fundamental en el transporte de gases y en la regulacion del
pH [136]. De los miembros de la familia de las CA, la isoforma IX (en inglés CAIX)
representa un blanco molecular tnico dada su expresion casi exclusiva por las células
tumorales en su superficie extracelular, con la excepcion de determinadas zonas del
tracto gastrointestinal. Luego de su clonado se encontr6 que su expresion estaba
fuertemente inducida por HIF (hipoxia induced factor) [211], derivando luego en su uso
como marcador de mal prondstico en diversos tipos de cancer [212]. Diversos autores
describen la actividad de esta enzima como un determinante tanto del pH. [213] como
del pH; tumoral [214], [215], siendo de importancia para el desarrollo del tumor junto a
la otra isoforma extracelular CAXII [216]. Si bien estudios iniciales de knock-down, con
RNAIi contra CAIX, mostraron retrasar el crecimiento tumoral in-vitro [217], no se

logro la muerte celular probablemente debido a la expresion concomitante de CAXII
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[216]. Esto también puede deberse a que el grado de acidificacion intracelular logrado
no es suficiente para lograr la muerte, dado que incluso la reduccion de la expresion de
CAIX y CAXII conjunta logr6 reducir el pH; s6lo a ~6,9 en células de adenocarcinoma

LS174 expuestas a un pH, tan acido como 6,0 [218].

Trabajos mas recientes muestran resultados mas prometedores respecto al uso de
CAIX como blanco. En el modelo murino 4T1 de cancer de mama metastasico, la
disminucion en la expresion de CAIX, por RNAsh, provocé la regresion tumoral y la
sobrevida del 100% de los ratones con una reducida recurrencia del tumor primario del
20% sin casi desarrollo de metéstasis [219]. Estos resultados fueron emulados por el uso
del inhibidor de CAIX CAIl7, pero lamentablemente los mismos no pudieron
reproducirse en el modelo de xenograft de células humanas MDA-MB-231 [220]. La
mayoria de los estudios preclinicos mas recientes buscan evaluar la combinacion de
tratamientos tradicionales con la inhibicion de CAIX. En este sentido la reduccién en la
expresion de CAIX ha mostrado mejorar el efecto de la radioterapia tanto in vitro como
in vivo en experimentos de xenograft [221], [222], asi como potencia los efectos de la
terapia anti-angiogénica de bevacizumab en xenografis de células HT29 y U87 [223].
Estos resultados, entre otros, dieron lugar a que la CAIX sea el blanco molecular de
diversos compuestos que al 2017 formaban parte de cuatro estudios clinicos, dos de
ellos finalizados mostrando ambos seguridad en el tratamiento y uno de ellos logrando
la estabilizacion de carcinoma metastasico renal en asociacion con el interferon-a2a

[224].

A la fecha, el mecanismo postulado por el cual las CA modulan el pH
intracelular y extracelular involucra la presencia en la membrana plasmatica de un
transportador de bicarbonato, los equivalentes de HCO;™ producidos por la CA (por
formacion de H,CO; a partir de H,O y CO;) son ingresados a la célula por el
transportador dejando del lado extracelular a los H'. En el interior celular el HCOj3 es
neutralizado por equivalentes de H', el H,CO; producido es disociado por la CA
intracelular generando H,O y CO, que difunde afuera de la célula. De esta forma se
genera un ciclo que deriva en la extrusion neta de protones [117], y el conjunto de
proteinas involucradas fue apodado tramsport metabolon [225]. De esa manera la
importancia de las CA en el desarrollo tumoral se hace, de alguna forma o grado,
transitiva a los transportadores de HCO3™ involucrados. Pese a ello, poca es la evidencia

que puede puntualizar sobre determinadas proteinas, dentro de esta amplia familia de
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transportadores, con el rol arriba mencionado en condiciones patologicas [117]. Al
momento el transportador electroneutro NBCN1 (también denominado SLC4A7) ha
sido el mas relacionado, habiéndose identificado como relevante para la regulacion del

pH; en aislados clinicos de cancer de mama [226] y lineas celulares como MCF7 [227].

Transportadores de monocarboxilato. Como ya se describid previamente es
una caracteristica compartida por una amplia mayoria de tumores la produccion

excesiva de lactato por el uso predominante de la glucdlisis aerobica.

En el transporte de lactato participa predominantemente la familia de
transportadores de monocarboxilato (MCTs). Esta familia incluye 14 miembros
diferentes, de los cuales solo cuatro se encuentran en membrana, de estos MCT1 y
MCT4 son aquellos involucrados en la patologia tumoral. MCT1 se encuentra implicado
tanto en la extrusion como en la entrada de lactato a la célula y ha sido vinculado en el
intercambio de metabolitos entre las células tumorales y las del estroma [228]. En
comparacion al MCT1, el MCT4 posee una muy baja afinidad por el piruvato, lo cual
hace que el transportador funcione como un exportador selectivo de lactato,
optimizando la reduccion realizada por la enzima lactato deshidrogenasa [229], [230].
Por ende no resulta extraiio que el MCT4 se encuentre en tejidos glucoliticos como los
tumores hipoxicos de rapido crecimiento [231]. La inhibicion simultianea de MCTI1 y
MCT4 ha mostrado tener resultados tanto in-vitro como in-vivo en modelos de
adenocarcinoma de colon y céncer de pancreas [232]. Los MCTs no funcionan
estrictamente como reguladores del pH; en el sentido que no son activados por cambios
en dicho pardmetro, sin embargo contribuyen al mantenimiento de la alcalinidad
intracelular ya que cotransportan el lactato con un proton. El agregado de inhibidores
del MCT1 a células puramente glucoliticas carentes de MCT4 produce un rapido
descenso en el pH; que deriva en el arresto del crecimiento celular [232]. Los
inhibidores de MCTs también han mostrado generar acidificacion intracelular en células
derivadas de neuroblastomas y melanomas [233], [234]. En el mismo sentido, la

Gl2v ,
S resultd en

expresion ectopica de MCT4 en fibroblastos transformados con HRA
tumores con un pH; mas alcalino, lo cual fue monitoreado in-vivo por espectroscopia
NMR [235]. De igual manera la expresion de MCT4 en células tumorales deficientes en
la fosforilacion oxidativa aumentd su pH; y produjo un aumento en su capacidad

tumorigénica [232], [236].
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Por otro lado, se ha propuesto que tanto el MCT1 y el MCT4 podrian funcionar
en conjunto (metabolon-like) con las CA tanto intra como extracelulares. En estos
modelos se hipotetiza que las CA podrian potenciar el gradiente de difusion de H' en la
vecindad de los MCT mediante un efecto tipo antena que involucraria los residuos de
histidina de las cadenas laterales [237], [238]. Es decir que las tasas aumentadas de
transporte de lactato y H' a través de los MCT dependeria de los mencionados residuos
de histidina y no de la actividad catalitica de la CA. Esta propuesta sugiere que las

estructuras reguladoras del pH; funcionarian de forma cooperativa y coordinada.

Al igual que en el caso del intercambiador NHEI, el transportador MCT4 fue
identificado como una estructura relacionada con el proceso de metastasis. Diversos
trabajos muestran que el MCT4 co-localiza con integrinas betal en los bordes de

progresion de las células en migracion [239], [240].

Bombas de H'. Como se describié anteriormente es caracteristico de los
tumores solidos la inversion del gradiente de pH, al contrario que en las células
normales el interior celular es mas alcalino que el medio extracelular. Este hecho lleva a
pensar en la importancia del transporte activo primario de protones, también
denominadas bombas de protones (ya se mencionaron mecanismos de transporte activo
secundario en el caso de los intercambiadores de H' con otros iones). Si bien se ha
propuesto que las bombas son parte importante de la bateria de proteinas reguladoras
del pH; fisiologico [241], poca es la evidencia que demuestre la localizacion de las
mismas en la membrana plasmatica [192]. A comienzo de los afios 90 wun trabajo
generd el interés en la bomba V-ATPasa (tipicamente expresada en las vesiculas
intracelulares) basado en el efecto de sus inhibidores en la actividad de la bomba
plasmalematica [242], sin embargo posteriormente el mismo grupo reportd que no fue
posible encontrar tal estructura en la membrana plasmatica de un importante nimero de
lineas celulares [243] lo cual derivo en calificar las observaciones iniciales como un
epifenomeno del rapido reciclado de las endomembranas. Mas recientemente se reporto
la sobreexpresion de la bomba V-ATPasa en la membrana plasmatica de células de
carcinoma hepatocelular (HCC) respecto de los hepatocitos normales, pudiendo el
inhibidor bafilomicina reducir el crecimiento tumoral en xenograft murinos de HCC

[244].
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Pese a que las evidencias preclinicas sigan siendo motivo de debate, los
inhibidores de la bomba de protones (PPI, de las siglas en inglés proton pump
inhibitors) como el omeprazol y sus congéneres, son los compuestos que se encuentran
mas avanzados en los estudios clinicos para el tratamiento de diversas neoplasias
comparado con el resto de las estructuras reguladoras del pH;. A pesar de la similitud
estructural entre las V-ATPasas y las H/K™ ATPasas, sigue siendo poco claro si el
efecto anti-tumoral de los PPI se debe a una accién sobre las primeras ya que la
inhibicién in-vitro se logra so6lo a altas concentraciones [245]. De cualquier manera los
PPI parecen ser muy indicados para el uso en la terapia anti-neoplasica ya que su
caracteristica activacion de profarmaco a principio activo ocurre a pH acidos como los

que se encuentran en el microentorno tumoral [241].

1.3.3 Hvl en células tumorales: un extrusor pasivo de H' ignorado hasta la fecha

A la fecha es escaso el conocimiento de la funcién de este canal i6nico en un
contexto fisiopatoldogico comparado con la comprension de la funcion de otros canales
16nicos operados por voltaje. Sin embargo, en los ultimos afios han surgido evidencias
acerca de la relacion entre la expresion del canal Hvl y la malignidad de tumores de
diverso origen. Pese a ello, la amplia mayoria de los trabajos de revision que describen
el rol entre las estructuras reguladoras del pH; en el cancer ignoran a este canal

[191][224][246].

El primero de los reportes fue realizado por Wang y col. en 2011 donde
estudiaron seis lineas celulares provenientes de tumores mamarios. Alli describen la
correlacion entre mayor expresion del canal Hvl y un mayor fenotipo proliferativo y
metastasico, a su vez la inhibicion de la expresion del canal por siRNA produjo una
menor migracion en el ensayo de herida en monocapa [247]. Un afio mas tarde los
mismos autores lograron confirmar en aislados clinicos la correlacion mencionada, dado
que la sobreexpresion del canal se vio acompainada de una menor sobrevida [248].
Posteriormente los mismos resultados fueron reproducidos en lineas celulares y aislados

clinicos de cancer colorectal [249].

En un trabajo posterior el mismo grupo estudid la funcion del canal en un panel
de lineas celulares provenientes de gliomas humanos encontrando que la linea de mayor

capacidad metastasica, SHG-44, presenta una mayor expresion del canal. En el mismo
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reporte han demostrado que el Zn*" logra reducir notablemente la capacidad migratoria
e invasiva de las mismas. El mismo tratamiento logré disminuir la viabilidad celular (en
el ensayo de MTT) asi como redujo el tamafio de los tumores in vivo en el modelo de
xenograft murino [250]. Pese a que el titulo del trabajo en cuestion menciona la
induccion de apoptosis, los ensayos realizados (MTT) no logran discernir entre la
misma e inhibiciéon del crecimiento, por lo que las conclusiones respecto a los
mecanismos involucrados son imprecisas. Posteriormente Ribeiro-Silva y col.
registraron el canal Hvl en células T98G de glioblastoma humano, viendo que también
el Zn*" producia la muerte celular (captacion de ioduro de propidio) a concentraciones

entre 0,1 y 0,5 mM [251].

En el mismo sentido, en células leucémicas de origen B (principalmente de
aislados clinicos de leucemias linfociticas cronicas), Hondares y colaboradores han
demostrado que la isoforma del canal Hvl truncada (variante transcripcional 3 de 253
aminoacidos) presenta una expresion mucho mayor comparado con la isoforma 1
(variante transcripcional 1 de 273 aminoacidos), la cual es mayoritaria en células B
normales. La isoforma truncada (ver seccion 1.1.1) presenta el modo de probabilidad de
apertura aumentada pudiendo generar un mayor eflujo de H', lo cual permite una mayor
produccion de ROS intracelulares. Como se menciond previamente (seccion 1.1.2) la
produccion de ROS es critica para la activacion de las mencionadas células por via del
BCR, en sintonia con esto los autores lograron comprobar que la isoforma truncada
permite una mayor proliferacion de las células B malignas por dicha via de sefalizacion

[56].

En células leucémicas de origen T se sabe que las células Jurkat presentan una
mayor densidad de corriente mediada por el canal Hvl comparadas con linfocitos T no
tumorales [43]. Sin embargo, previo al desarrollo de este trabajo de tesis, se

desconocian implicancias funcionales de dicho hecho.

1.3.4 Rol del pH en el mecanismo de apoptosis: un nexo relevante para el diserio de

estrategias terapéuticas

Como se menciond anteriormente la resistencia a la muerte celular programada

es uno de los cancer hallmarks, la apoptosis es la modalidad més conocida de este tipo
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de muerte teniendo un importante vinculo con la acidificacion intracelular, el cual se

resume a continuacion.

Apoptosis es el término que tradicionalmente se utilizo para referirse a la muerte
celular programada inicialmente diferenciada, por caracteristicas morfoldgicas, de otras
formas de muerte no programada como la necrosis. A medida que el estudio del proceso
de muerte progres6 hacia una mayor descripcion de los eventos moleculares
involucrados, la clasificaciéon de la muerte celular programada excedi6é a la llamada
apoptosis e incorpord diversas variantes de la misma. Sin embargo, la descripcion
canonica de los procesos apoptoticos sigue siendo dividida en dos vias: la via extrinseca
en la cual el proceso es disparado por la interaccion de un ligando exdgeno con un
receptor de muerte, y la via intrinseca en la cual la iniciacion se da por la integracion de
sefiales de dafio en la mitocondria la cual libera una serie de factores de iniciacion del
proceso apoptdtico (ej. citocromo c). Ambas vias involucran la funcion de Cistein-
Aspartato proteasas (Caspasas), las cuales en condiciones normales permanecen como
pro-caspasas siendo activadas por proteodlisis, a grandes rasgos se dividen en caspasas
iniciadoras (activan a otras enzimas caspasas) y caspasas ejecutoras (las cuales degradan
determinados componentes celulares). La iniciacién de la muerte celular por ambas vias
ha sido asociada con una etapa de clara acidificacion intracelular [252] lo cual despierta

los siguientes interrogantes:

;Cual es el origen de esta acidificacion asociada a la apoptosis y qué

estructuras estan involucradas?

Se ha demostrado que ante estimulos que desencadenan ambas vias de la
apoptosis (radiacion UV, staurosporina, etoposido, arsénico, anticuerpos anti-FAS,
deprivacion de factores de crecimiento, etc.), la acidificacion intracelular ha mostrado
ser tanto dependiente como independiente de la actividad de caspasas [253] lo cual da la
idea que es un fenomeno general y no particular de una subrutina especifica de la
apoptosis. Respecto a la ruta de receptores de muerte, los cambios en el pH; han sido
estudiados principalmente en los eventos apoptoticos post-activacion de la familia de
receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) con el Fas-ligando [254]-[256] y se vio
que ocurren luego de la activacion de caspasas [257]. En este sentido el agregado de
antiCD95 a células T Jurkat produce una significativa disminucion del pH; una hora

luego del estimulo, indicando que la acidificacion es un evento temprano en este tipo de
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apoptosis [256]. Petit y col. han sugerido que, como esta acidificacion es inhibida tanto
por la sobreexpresion de Bcl-2 como por ciclosporina A y acido bongkrek (dos
inhibidores del poro de transiciéon mitocondrial), la disfuncién mitocondrial podria ser
causante de este cambio en el pH;. Sin embargo estas organelas podrian no representar
la unica fuente de protones en la muerte inducida por FasLigando; de hecho se ha
propuesto que alteraciones en el funcionamiento de los mecanismos reguladores del pH;
puedan contribuir a la mencionada acidificacion [253], [258]. En este sentido se ha
demostrado que la acidificacion citosolica luego del estimulo de receptores de muerte
(Fas/Apo-1) se debe, al menos en parte, a la inhibicion del intercambiador Na'/H™ NHE
[259]. Se ha sugerido que esta inhibicion puede estar relacionada con el estado de
fosforilacion del transportador [260]-[262] asi como con el descenso de los niveles de
ATP, conocido modulador del NHE [262], [263]. Asi mismo también se ha reportado el
clivado del transportador NHE por caspasas [264].

A diferencia de la acidificacion observada luego de la estimulacion de los
receptores de muerte, que se ha demostrado ser caspasas dependiente, la caida en el pH;
con estimulos apoptoticos dependientes de la mitocondria parece ser caspasas
independiente [253]. Varios estudios han reportado que el uso de inhibidores de
caspasas de amplio espectro (como el zVAD) no afectan la acidificacion pero si la
concrecion de la muerte por apoptosis [148], [265]. También se ha demostrado que la
acidificacion precede la activacion de caspasas en células que atraviesan la apoptosis en
respuesta a estimulos de muerte dependientes de la mitocondria (Bax, staurosporina y
radiacion UV) [148]. Dado que la sobreexpresion de Bcl-2 mostré prevenir la
acidificacion, se ha propuesto que la mitocondria es responsable de tal fendmeno [148],
[266]. De acuerdo con esto se ha demostrado que ante diversos estimulos dependientes
de la mitocondria se induce la alcalinizacion de la mitocondria y la acidificacion del
citosol, permitiendo la liberacion de citocromo ¢ y la activacion de caspasas, siendo
tanto esto ultimo como los cambios en el pH; prevenibles por el uso de inhibidores de la
bomba FF;-ATPasa/H" (como la oligomicina) [148]. Mas alld de estos resultados que
ponen en relieve la importancia de la mitocondria y la mencionada bomba en el
desarrollo de la acidificacion, diversos trabajos describen una baja en la actividad del
intercambiador NHE luego de la agresion celular con diversos agentes quimicos [267],

[268], proponiéndose como mecanismos un cambio en el estado de fosforilacion del
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intercambiador y la caida del ATP intracelular al igual que en la via extrinseca discutida

anteriormente.
¢ Cual es el rol de esta acidificacion en la cascada apoptotica?

Si bien hay consenso en la literatura en que la acidificacion intracelular es un
fenomeno asociado a la apoptosis, algunos autores sugieren que es un fenémeno
temprano disparador [253] mientras que otros estudios sugieren que la disminucion del
pH; tiene un rol facilitador mas que disparador de la cascada apoptotica [253], [269]. El
origen y las implicancias de la disminucion del pH; sobre los fendmenos de muerte
celular no son aun bien comprendidos y para describirlos es necesario especificar qué
tipo celular es el modelo de estudio. En cuanto a las dianas relevantes en este
mecanismo, diversos estudios han demostrado que las caspasas son estructuras blanco
de la acidificacion intracelular, especialmente aquellas activadas por la liberacion del
citocromo ¢ desde la mitocondria como caspasa 9 de tipo iniciadora [148], [252] ¥
caspasa 3 de tipo ejecutora [270], [271]. En el caso de las primeras se ha visto que la
eficacia de su activacion in-vitro por el citocromo c tiene un pH 6ptimo de 6,3-6,8 y que
la activacion del apoptosoma (complejo de activacion de caspasas compuesto por
oligdbmeros del citocromo c, Apaf-1 y procaspasa 9) ocurre a una mayor velocidad a pH
acido; esta dependencia del pH podria servir como un mecanismo para evitar la
activacion inadecuada de caspasas citosolicas por la liberacion accidental de pequefias
cantidades de citocromo ¢ durante la duplicacién mitocondrial [148]. En el caso de la
caspasa 3, se conoce que tal mecanismo de seguridad existe demostrandose que la
inactividad de la procaspasa 3 es mantenida por un tripéptido Asp-Asp-Asp que es
removido luego de la acidificacion, en tales condiciones se ha observado una mayor
maduracidon autocatalitica asi como una mayor activaciéon proteolitica por caspasa 9
[270]. A pesar de que pHs alcalinos han mostrado inhibir la activacion de caspasa 3, una
vez activada, la actividad de esta enzima no se afecta por la elevacion del pH hasta 7,8 y
que el efecto inhibitorio puede ser superado por mayores concentraciones de citocromo
c [271]. Estas observaciones sugieren que el grado de activacion de caspasas depende de
la importancia relativa de las variaciones del pH; y el grado de liberacion de citocromo

C.

Otra estructura propuesta como blanco de modulacion por el pH; fue la

endonucleasa DNAsa II la cual se activa a pH por debajo de 7,0 [272], [273] y esta
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involucrada en la degradacion nucleosomal caracteristica de la apoptosis que da lugar al
tipico escalonamiento de los geles de ADN (DNA ladder). Ademas, otras endonucleasas
se han descripto como dependientes de pH éacidos [274], [275]. Estas nucleasas pueden
localizarse tanto en el nucleo como en el citoplasma, translocando al nucleo luego de la

activacion [274].

Sumado a lo ya descripto, la actividad de oncogenes, genes supresores de
tumores (ej. p53), proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) y proteinas de la familia
Bcl-2 relacionadas con el balance pro/anti-apoptosis también se ha reportado tienen
dependencia con el pH. En particular, la actividad formadora de poro de Bax es ocho
veces mayor a pH 4,0 que a pH 7,5 [276]; esto da un indicio de una marcada
dependencia de Bax con el pH. Por otro lado, es importante mencionar que el pH
intracelular es regulador de la actividad de las diversas estructuras que regulan la
dinamica del calcio pudiendo la acidificacién intracelular aumentar [Ca*'];, [253], [263]
y de aquellas que determinan el estado redox celular, ambos factores involucrados en el

balance pro/anti-apoptosis.
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1.4 Dinamica del calcio intracelular en el proceso tumoral

Es ampliamente conocido que los niveles de calcio intracelular son sefializadores
de multiples procesos a nivel celular, por lo que no resulta extrafio que la dindmica del
calcio intracelular en células tumorales sea un intenso campo de estudio. Procesos
claves para el establecimiento del fenotipo tumoral como la proliferacion celular,
apoptosis, invasion y metastasis se encuentran relacionados con modificaciones en la
regulacion de la concentraciéon del calcio intracelular [277]. Es asi que los
transportadores responsables de la homeostasis de dicho i6n presentan alteraciones en la
expresion y/o funciéon en diversos modelos de tumores, y diversas estrategias
farmacoldgicas han sido planteadas focalizando a dichas estructuras como probables

estructuras blanco [278].

El aumento de la [Ca2+]i, debido a la inhibicion de mecanismos extrusores de
Ca”" citoplasmatico (bombas e intercambiadores) o a la activacion de vias de liberacion
y entrada de Ca®", puede predisponer o disparar por si mismo el proceso de apoptosis
celular. De manera inversa se ha planteado como estrategia la disminucion de la [Ca®"];
con el objetivo de atenuar el potencial proliferativo de la célula tumoral [278]. Dada la
diversidad de mecanismos involucrados en la homeostasis del calcio es posible
hipotetizar que ciertas estructuras involucradas presenten, como la mayoria de las
proteinas, una dependencia de su actividad con el pH. De hecho, diversos
transportadores de Ca>" han sido descriptos como dependientes del pH [279]-[282]. De
esta manera podemos imaginar un escenario con dos variables (concentracion de Ca* y
de H") que pueden verse fuertemente interrelacionadas a nivel intracelular, un ejemplo
es el cambio simultdneo de ambas variables descrito en células T ante diversos
estimulos (aumento de Ca®’ y acidificacion)[283]. En este trabajo se indagd sobre la

relacion entre la actividad del canal Hv1 en la dindmica del calcio intracelular.
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La hipdtesis general sobre la cual se sustentan los objetivos del trabajo
realizado es que la funcion del canal Hvl es relevante en la homeostasis del pH; basal
en células tumorales. En estas células, la sobreexpresion de mecanismos extrusores de
H' se hace necesaria para dar respuesta al aumento en la produccion de especies 4cidas
que genera el cambio metabolico que experimentan. De esta manera una inhibicion de la
actividad del canal desencadenaria una acidificacion intracelular perniciosa para las
células que lo sobreexpresan. En este marco la funcién de este canal seria, no sélo
complementar a la enzima NOX en la produccion de ROS, sino de gran relevancia en la

regulacion homeostatica del pH intracelular.

El objetivo general del trabajo es poner en evidencia el rol regulador del canal

Hv1 en el pH; y su impacto en la sobrevida celular.
Para ello se formularon los siguientes objetivos especificos:

- Ratificar la actividad del canal Hv1 en el modelo de estudio de células tumorales
de origen T, células Jurkat, por medio del registro y caracterizacion de las
corrientes mediadas por el canal mediante técnicas electrofisioldgicas.

- Analizar el efecto de diferentes inhibidores del canal sobre las corrientes de
protones en las células T Jurkat.

- Estudiar el efecto de los inhibidores del canal Hvl sobre el pH; basal, en la
misma escala temporal en las cuales estas drogas manifiestan su efecto inhibidor
de las corrientes de protones. Analizar su participacion en la recuperacion del
pH; ante estimulos acidificantes agudos.

- Evaluar el efecto a largo plazo que producen los mismos inhibidores sobre el pH;
de células T Jurkat en condiciones de cultivo celular.

- Determinar la influencia de la inhibicion del canal sobre los niveles de ROS
intracelular que producen las células T Jurkat en condiciones de cultivo celular.

- Conocer cudles son las consecuencias de la inhibicion del canal en la sobrevida
de células T Jurkat, en comparacion con linfocitos T periféricos de voluntarios
sanos.

- Explorar la interrelacion entre cambios en el pH; y la dinamica del [Ca®'];, el
cual es un establecido mediador tanto en procesos proliferativos como de muerte

celular.
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3.1 Células utilizadas y cultivo celular
3.1.1 Cultivo de células T Jurkat

Las células Jurkat se cultivaron en botellas plasticas de 25 ml utilizando medio
DMEM suplementado con 10% de suero fetal bobino (SFB) sin antibidticos en estufa
con una atmésfera humeda de CO, al 5% a 37°C. Al ser células que crecen en
suspension procedimos a repicarlas por diluciéon con el medio mencionado tres veces
por semana, manteniendo siempre la concentraciéon de células entre 0,5 y 3x10° células

por ml. En todos los experimentos utilizamos células en pasajes dentro del rango 5 a 40.

3.1.2 Obtencion de células mononucleares de sangre periférica

Para la obtencion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC, del
inglés peripheral blood mononuclear cells) utilizamos muestras de buffy-coat (capa
leucocitaria producto de la centrifugacion de sangre entera) provenientes del Instituto de
Hematologia de la Pcia. de Bs.As. y procedimos segun el siguiente protocolo:
colocamos 20 ml de reactivo de Ficoll en un tubo falcon de 50 ml, dejando que adquiera
temperatura ambiente. Por separado preparamos una solucion con 15 ml de buffy coat
mas 15 ml de PBS estéril que se agreg6 al tubo con Ficoll muy lentamente por la pared.
El total se sometid a centrifugacion durante 30 min. a 400 g a temperatura ambiente.
Luego diluimos la capa blanca correspondiente a las PMBC en medio base DMEM vy
volvimos a centrifugar por 5 minutos a 500 g a temperatura ambiente. El pellet se

resuspendié en medio completo y se utilizé para los ensayos correspondientes.

3.1.3 Realizacion de estimulos en condiciones de cultivo

Para los experimentos en los que realizamos tratamientos con drogas, cultivamos
las células en placas de 96 pocillos (greiner — cellstar) partiendo de una concentracion
inicial de 0,5x10° (salvo que se indique lo contrario) colocando 200 pl de células por
pocillo. Con el fin de obtener en simultaneo todas las células tratadas en diferentes
condiciones, los tiempos de estimulos estdn definidos como las horas de tratamiento
previa finalizacion del experimento. Se tomd como control en todos los casos la

exposicion de las células al solvente (DMSO o medio DMEM, segun la droga en
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estudio) durante el tiempo ensayado mas prolongado. La figura 3.1.2 esquematiza el
curso temporal de los estimulos realizados en células T Jurkat. En los ensayos
realizados con PBMC se estudiaron los estimulos s6lo a 17 hs, debido a la menor

viabilidad de las células que no permite cultivarlas por 48 hs.

Se eligieron las concentraciones de drogas utilizadas para los ensayos en cultivo
(pHi, apoptosis y ciclo celular) tomando en cuenta aquellas que mostraron efectos sobre
las corrientes en los experimentos de pach-clamp. Sin embargo, no es posible estimar
las concentraciones efectivas en la vecindad del canal Hvl en condiciones de cultivo,
debido a la complejacion con componentes del medio y a que la permeabilidad de las
drogas depende de diversos factores entre ellos el pH (el cual a diferencia de los

experimentos de electrofisiologia no se controla).

| | |

Estimulo
2 hs

Marcacion
Siembra Estimulo 17 hs 3> |y medicion

de las por
células | Estimulo 48 hs citomefria

de flujo
Control 48 hs

1}
Periodo de incubacion

Figura 3.1.2. Esquema del curso temporal de los estimulos realizados en
células T Jurkat.

3.2 Electrofisiologia

La técnica de patch-clamp aplicada en modo de fijacion de voltaje (conocida en
inglés como voltage-clamp) permite medir corrientes idnicas de transmembrana

manteniendo el potencial de la membrana celular en valores fijos. Mientras que, si se
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aplica en el modo de fijacion de corriente (en inglés, current-clamp) es posible medir el
potencial de membrana en funcién del tiempo (sin estimulo o aplicando un estimulo fijo
de corriente). Es, por lo tanto, la técnica ideal para estudiar en tiempo real los eventos
bioeléctricos que se producen a nivel celular debido a la actividad de canales i6nicos,
intercambiadores id6nicos electrogénicos y receptores ionotropicos. Estableciendo
condiciones adecuadas para cada caso particular, es posible estudiar la funcion de
dichas estructuras en forma aislada identificando los iones que transportan la corriente a
través de las mismas, la magnitud, la cinética, su sensibilidad a estimulos de diferente
tipo y su perfil farmacoldgico. Ademas la técnica tiene gran versatilidad, dado que las
diferentes configuraciones en las que se puede trabajar permiten registrar la corriente
macroscopica o corriente de whole-cell (WC, célula completa), o la corriente de canal
unico o single-channel correspondiente a una Unica proteina (canal, intercambiador o

receptor).

La técnica consiste en la aproximacion de una pipeta de vidrio a la superficie de
la membrana de la célula elegida, utilizando para este fin un micromanipulador.
Seguidamente se aplica una succion desde la pipeta, estableciendo un sello de alta
resistencia de aproximadamente 10 GQ (en inglés, Giga-seal) entre el vidrio de la

misma y la membrana celular.

La pipeta de vidrio, la cual es descartable y se utiliza una por cada célula, se
coloca en un dispositivo (conocido en inglés como holder) que tiene un electrodo de
Ag/AgCl el cual se sumerge en la solucion que contiene la pipeta de vidrio. Este
dispositivo esta conectado fisicamente a un amplificador operacional, el cual en el modo
de fijacion de voltaje (voltage clamp) mide el potencial de membrana celular, lo
compara con el valor de potencial deseado por el operador y aplica una corriente igual y
de sentido contrario que permite fijar el valor de potencial celular en el buscado. Se
utilizan pipetas de vidrio WPI PG52165-4 (World Precision Instruments), que se
fabrican en el momento de realizar los experimentos con un equipo de calentamiento y
estiramiento controlado (Micropipette puller PP-83, Narishige Scientific Instrument).
En este trabajo utilizamos pipetas de entre 2-4 MQ de resistencia, cuya punta tiene un

area de aproximadamente 1,5 pm’.
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En la figura 3.2.1 se presenta un esquema donde se muestra como se accede a la
configuracion Whole-Cell utilizada en esta tesis desde la configuracion de Cell-

Attached:

—— Vemd —— Vemd

Electrodo
Ag/AgCl

k3 Succion desde k3
la pipeta

v

Cell-attached Célula entera
(Whole-cell)

Figura 3.2.1. Acceso a la configuracion de patch clamp whole-cell (WC)
desde cell-attached (CA). El esquema eléctrico mostrado hace referencia a
las caracteristicas del amplificador operacional utilizado. Vemd: voltaje
establecido externamente.

En la configuracion de CA se mantiene la integridad de la célula, de manera que
tanto la solucion de la pipeta como la del bafio estdn en contacto con la cara extracelular
de la membrana. Esta configuracion permite registrar las corrientes de los canales
16nicos presentes en la porcidn de membrana bajo la punta de la pipeta al formar el sello
de alta resistencia. Ademas, en las condiciones de CA se conservan todas las
interacciones y regulaciones intracelulares de la célula sellada. Esta técnica aplicada a
las células T Jurkat permitiria registrar la corriente idnica durante las aperturas de los
canales en forma individual, pero dada la extremadamente baja conductancia de los
canales Hv1 las corrientes mediadas por los mismos se estiman ser del orden de los
femtoAmperes (fA, 10> Amperes) y no pueden detectarse debido a que se encuentra
muy por debajo de la amplitud del ruido normal de una unidad de patch clamp. Por lo
tanto en este trabajo utilizamos la configuracion WC, la cual ademas de ser la adecuada
para este tipo de canales de baja conductancia, nos permite controlar la composicion del
medio intracelular de manera de poder aislar la corriente mediada por canales Hvl en

condiciones de pH; controlado.
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Una vez obtenido el sello de alta resistencia en la configuracion de CA, se puede
lograr el pasaje a la configuracion de WC realizando una presion negativa (succion)
desde la pipeta, la cual logra retirar la pocion de membrana delimitada por el sello de
alta resistencia. De esta manera, la solucion de la pipeta dializa la célula y se establece
una conexion eléctrica entre el electrodo y el interior intracelular (ver esquema en la

figura 3.2.1).

Utilizando las soluciones detalladas a continuaciéon, se pueden obtener
condiciones de registro donde las corrientes son atribuibles a los iones H™ ya que es el
unico i6n permeante. Como se puede observar, las soluciones se encuentran fuertemente
tamponadas con el objetivo de que las mismas corrientes de protones no produzcan un
cambio en el pH en la proximidad del canal alterando de esta manera la fuerza

impulsora para las mismas.

» Solucidon Extracelular (SE) (el nimero indica la concentracion de cada
compuesto expresada en mM): HEPES 100; EGTA 1; MgCl, 2; NMDG 90; pH
ajustado a 7,8 con HCI.

=  Solucidn Intracelular (SI) (el nimero indica la concentracion de cada compuesto
expresada en mM): MES 100; EGTA 1; MgCl, 2; NMDG 90; pH ajustado a 7,8
con HCI.

Observamos las células con un microscopio invertido (Televal 3 - Zeiss Jena),
dentro de una caja de Faraday para filtrar los ruidos eléctricos del ambiente. La sefial de
corriente i6nica fue registrada en funcion del tiempo con un amplificador Axopatch
2004 (Axon Instruments) y se filtr6 adecuadamente con un filtro de tipo Bessel de 4
polos a una frecuencia de 2 kHz. Se digitaliz6 con una plaqueta digitalizadora Digidata

1440 (Axon Instruments) con una frecuencia de muestreo de 10 kHz.

Las soluciones ensayadas fueron perfundidas por gravedad, a una velocidad
aproximada de 1 ml/min, con una pipeta multivia colocada en la proximidad de la célula
investigada. Las distintas drogas ensayadas fueron agregadas a las soluciones utilizadas
en el dia del experimento y, en los casos que correspondiera, a la solucioén extracelular

que se utiliza en la condicidon control se le agrega el solvente en el cual se disolvio la
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droga. Luego de ensayar un protocolo en una célula, reemplazamos la caimara de Petri
experimental por otra conteniendo una nueva alicuota de células. Todos los

experimentos electrofisioldgicos fueron realizados a temperatura ambiente, 20-22 °C.

La figura 3.2.2 inferior esquematiza el protocolo de fijacion de voltaje que se
utiliz6 para el estudio de las corrientes macroscopicas del canal Hvl, en el cual
partiendo de un potencial de reposo de -40mV se aplicaron pulsos de voltaje de 4
segundos de duracion y en incrementos de a 10 mV desde un potencial de -60 hasta +
60 mV. El periodo de tiempo entre pulsos fue de 13 seg. para evitar la deplecion de
protones en el interior celular dando tiempo a la dialisis de la célula con buffer
proveniente de la pipeta. En la parte superior de la figura 3.2.2 se muestra un ejemplo de
las corrientes idnicas evocadas por dicho protocolo de voltaje. En forma superpuesta se

observan los registros de la corriente correspondiente a cada pulso.

160
120 1
g- ‘
E 80 1
g
E 40 |
g \
U 1
-40
| 2 3 4 5 tiempo (seg)
60
E 40
= 20
=]
2-20
-2.-40
S -60
! 7
4 segundos

Figura 3.2.2. Arriba: Visualizacion de un registro caracteristico de las
corrientes de protones mediadas por el canal Hv1 en el programa de anélisis
Clampfit, donde se observa el posicionamiento de los cursores que
utilizamos para calcular la corriente al final del pulso. Abajo: protocolo de
voltaje utilizado para estudiar las corrientes de Hvl en la configuracion de
whole cell.
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Posteriormente, analizamos los registros de corriente utilizando el programa
Clampfit 10.7 (Molecular Devices) y obtuvimos varios parametros (valor de corriente,
cinética, conductancia) que permiten caracterizar el tipo de canal idnico responsable de

mediar la corriente.

Medimos la magnitud de la corriente méxima como la media de los valores de
corriente correspondientes a un intervalo de 100 mseg al final del pulso (se ilustra en la

figura 3.2.2 superior con el posicionamiento de los cursores).

En el mismo registro, realizamos también el anélisis de la cinética de activacion
de la corriente para cada voltaje mediante el ajuste de las corrientes a una ecuacion

exponencial estaindar de un solo componente:

n
I(t) = zAi e~ Tact + C
=1

Mediante el método de Chebyshev obtuvimos el parametro cinético de la
corriente evocada por cada voltaje, fau (T.t), que permiten caracterizar el tiempo

necesario para que la corriente alcance el 67% de su valor maximo (figura 3.2.3).

Por otro lado, en la parte final del protocolo de voltaje que se representa en la
figura 3.2.3 con el recuadro se midid la corriente maxima o corriente pico. A esta region
de la corriente se la denomina corriente de cola y permite estimar la dependencia de la
conductancia de la membrana (G) para el canal con el potencial de la membrana.

Resumidamente, la corriente mediada por un i6n x (Iy) es igual a:
Iyz= N.Po.g (Vm-Ey)

donde N es el nimero de canales presente en la célula, Po es la probabilidad de apertura
del canal, g es la conductancia unitaria del canal, Vm es el voltaje aplicado y Ex es el
valor de potencial de equilibrio electroquimico para el i6n x. Teniendo en cuénta lo

anterior,el fundamento de este procedimiento es que la cinética de deactivacion de los
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canales es mucho mas lenta que la velocidad con la que cambia el potencial aplicado;
por lo tanto, en los instantes inmediatamente posteriores a la finalizacion de cada pulso
(donde medimos la corriente pico), los canales se encuentran con una probabilidad de
apertura (Po) correspondiente al voltaje aplicado (Vm del pulso) pero con la fuerza
impulsora idéntica para todos los pulsos (Vm de reposo — Ex, ver protocolo de voltaje
en la figura 3.2.2). De esta manera podemos obtener Gx = N.Po.g correspondiente a
cada Vm aplicado. Con estos valores normalizados por el valor maximo de Gx, (Gmax)
se puede construir la relacion Gx/Gmax vs Vm que refleja la dependencia de G con el
potencial de membrana, caracteristica muy importante para un canal operado por

voltaje.

En los experimentos donde se probd el efecto de drogas sobre las corrientes
mediadas por el canal Hvl se utilizaron concentraciones que permitan ver un efecto
claro tomando como referencia datos de registros en otras lineas celulares [103], [110],

[113].

5 tiempo (seg)

corriente (pA)

5080 5100 5120 5140 5160 5180 500 5220 tiempo (scg)

Figura 3.2.3. Visualizacion de corrientes de cola, en el programa de analisis
Clampfit, utilizadas para la construccion de las curvas G/Gmax.
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3.3 Determinacion de pH; por Fluorescencia en cubeta

Para este tipo de determinacion usamos la sonda de pH, BCEF-AM (2',7'-bis-(2-
carboxietil)-5-(-6)-carboxifluoresceina acetoximetilester). El BCEF-AM permea
facilmente la membrana plasmatica y una vez en el citosol, las esterasas intracelulares
hidrolizan la union ester perdiendo la capacidad de permear a través de la membrana
celular, de manera que las células quedan cargadas con BCECF. Esta molécula es
fluorescente y tiene la capacidad de unir H™ en forma reversible cambiando la
intensidad de fluorescencia en funcidon de la concentraciéon de protones. En particular,
cuando la molécula es excitada con una longitud de onda de 440 nm la intensidad de
fluorescencia emitida no varia con el pH, mientras que si se excita a 500 nm la misma

aumenta cuando el pH aumenta.

En este protocolo experimental, las células T Jurkat fueron incubadas con 10
ng/ml de BCEF-AM durante 20 minutos a 37 °C. Dicho tiempo es suficiente para que la
sonda ingrese a las células y se produzca la hidrolisis del grupo ester. Luego, las células
fueron separadas por centrifugacion (112 g, 5 min), resuspendidas en solucion buffer
HEPES vy reincubadas por 15 minutos en solucion buffer HEPES libre de sonda para
completar la hidrolisis de la misma. Posteriormente lavamos con la misma solucion y
resuspendimos a una concentracion de 2,107 células/ml. Alicuotas de 50 pl de esta
suspension se diluyeron en 2 ml de solucion buffer HEPES y colocaron en cuvetas
termostatizadas y con agitacion permanente. La suspension de células fue excitada
alternadamente a 503 y 440 nm, colectdndose la fluorescencia emitida a 535 nm.
Utilizamos el cociente (Ratio) de la emision correspondiente a cada longitud de
excitacion para evaluar los cambios relativos en el pH;. La estimacion mediante el Ratio
(método ratiométrico) permite independizar la medida de otros factores como por
ejemplo la concentracion y distribucion de la sonda en el interior celular. De este modo
realizamos la medicion del pH; en funcidn del tiempo mediante un espectrofluorémetro

Aminco-Bowman series II (Silver Spring, Maryland, USA).

En todos los experimentos esperamos el tiempo necesario para que el valor de
pH;i basal (linea de base de la sefial) logre un valor estable. En esas condiciones se
procedio al agregado de los inhibidores del canal Hv1: Zn*" (1 mM nominal) y CI-GBI
(200 uM). Luego del agregado de los mismos registramos la sefial durante 15 minutos y

posteriormente agregamos acido propionico 10 mM (neutralizado a pH=7,4). El
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agregado del acido propionico genera una acidificacion intracelular muy répida que se
recupera en el tiempo poniendo en evidencia la actividad de uno o mas mecanismos de
extrusion de H' propios de cada célula. La velocidad de dicha recuperacion, equivalente
al eflujo de protones (H ' mM/min) en respuesta a la carga 4cida, la calculamos en cada
caso (control y en presencia de los inhibidores del canal Hv1) realizando el ajuste lineal

del primer minuto inmediato al punto de mayor acidificacion.

Solucion buffer HEPES (mM): 133 NaCl; 5 KCI; 1,2 MgS0Og4; 0,8 MgCly; 10
glucosa; 1,35 CaCl, y 10 HEPES, el pH fue ajustado a 7,4 con NaOH. En los
experimentos que se utilizaron soluciones libres de sodio, el NaCl fue reemplazado por

cloruro de colina en la misma concentracion y el pH fue ajustado con KOH.
3.4 Determinaciones por Citometria de Flujo

Para evaluar el impacto que produce la inhibicion del canal Hvl a tiempos
mayores a una hora sobre diferentes pardmetros celulares utilizamos un equipo FACS
Calibur BD. Los cambios en el pH intracelular, la produccion de ROS y la muerte
celular fueron analizados luego de incubar a las células T Jurkat durante 2, 17 y 48
horas en diferentes condiciones experimentales. Esta técnica nos permitié estudiar la
respuesta de poblaciones celulares, obteniendo los valores individuales del pardmetro
analizado para cada una de las células que componen la muestra. Ademds esta
metodologia permite evaluar varios parametros en simultdneo, por lo que resulta una
técnica muy versatil y robusta. En la figura 3.4 esquematizamos la estructura del
citometro donde se puede observar que cada célula de la poblacion es analizada en

forma individual por los detectores de la senal.
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Figura 3.4 Esquema ilustrativo de los componentes basicos de excitacion y
deteccion de la sefial en un citometro de flujo.

A continuacion detallamos los protocolos especificos para cada parametro

evaluado.
3.4.1 pHi

El procedimiento utilizado es una adaptacion del protocolo presente en Current
Protocols in Cytometry (1997)[284]. El mismo se basa también en el uso de la sonda
sensible al pH, BCECF-AM. A diferencia de las mediciones dindmicas descriptas en el
punto 3.4, en este caso hicimos uso de la dependencia del espectro de emision del
BCECEF con el pH (ver figura 3.4.1.1 A) de forma tal de excitar la sonda con el laser de
argon (488 nm) y adquirir la fluorescencia emitida en los canales FL1 (530/30) y FL3
(670LP). Si bien el espectro de emision no cuenta con un punto isoesbéstico con el
cambio de pH como lo tiene el espectro de excitacion, el cociente FL1/FL3 guarda una
clara dependencia con el pH (figuras 3.4.1.1B y C). También en este caso utilizamos el
Ratio que permite la normalizaciéon de factores dependientes de la sonda (ej.

concentracion de la sonda entre células).
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Figura 3.4.1.1 Propiedades opticas de la sonda BCECF para su uso en
citometria de flujo. A, Espectro de emision a diferentes pH. Modificado de
Molecular Probes - Invitrogen [285]. B, Relacion entre el cociente (Ratio)
de emision de dos canales vs el pH;. C, Histogramas representando la
distribucion de células a diferentes pH; respecto del cociente antes
mencionado (B y C obtenidos de Franck et al. [286]).

Las células provenientes del cultivo en placas de 96 pocillos fueron pasadas a
tubos de citometria (un tubo por pocillo) los cuales fueron centrifugados (5 mina 112 g)
y el sobrenadante descartado para remover el suero en el momento de la carga de la
sonda. Las células fueron resuspendidas en su correspondiente solucion de carga, la cual
mantiene los estimulos de cada condicion, para luego incubarlas durante 15-20 min en
estufa a 37°C. Pasado este tiempo se centrifugaron nuevamente para eliminar el
remanente de sonda y se resuspendieron en HDFBS (ver soluciones) complementado
con el estimulo correspondiente en cada caso. Luego de 10 min de estabilizacion se
procedi6 a la adquisicion en el citdmetro de flujo tomando al menos 20.000 eventos por

muestra.
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Con el objetivo de obtener valores absolutos de pH; se realizé una curva de
calibracion con el método del punto pseudo nulo (en inglés pseudo null point)
desarrollado por Eisner y col. [287], el cual se basa en la adicion de acidos y bases
permeables de determinados pKa en diferentes proporciones que fijan temporalmente el
pH; de las células (la tabla 3.4.1.1 detalla la composicion de las soluciones utilizadas).
Para ello en cada experimento se destinaron entre 10 y 12 pocillos de células sin
tratamiento, que fueron cultivadas y cargadas en las mismas condiciones que las células
estudiadas. Luego de la centrifugacion final estas células fueron resuspendidas en 100
ul de solucion HDFBS e inmediatamente antes de la adquisicion se agrego en cada tubo
100 pl de las soluciones detalladas en el tabla 3.4.1.1, registrandose al menos dos tubos

por cada pH.

Los archivos generados por el programa de adquisicion fueron analizados con el
programa de distribucion gratuita Flowing Sofiware 2.5.1 desarrollado por la
Universidad de Turku [288], utilizdndose el programa FlowJo VI0 solo para la
produccion de los graficos. La curva de calibracion se realizé excluyendo los detritos
celulares y calculando la razon FL1/FL3 (Ratio) para cada muestra de pHs definidos. Se
obtuvo un histograma con su correspondiente media geométrica y se realizé el ajuste de

la misma vs su pH con una ecuacion polinomial de orden dos (figura 3.4.1.2).

Una vez construida la curva de calibracion en cada experimento se calculd el pH;
representativo de cada muestra problema utilizando la media geométrica del histograma
FL1/FL3 y la ecuacién de ajuste obtenida previamente. Para el calculo del porcentaje de
células por debajo de determinado pH; umbral (7,0 y 6,8) se asignd el correspondiente
Ratio umbral utilizando la misma curva, luego se calculé en cada muestra el porcentaje

de células por debajo del mismo.
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Figura 3.4.1.2. Construccion de la curva de calibracion para la
cuantificacion del valor absoluto del pHi. A y B, histogramas de la
intensidad de fluorescencia de los canales FL1 y FL3. C, representacion en
diagrama de puntos (dot-plot) de la intensidad de ambos canales para cinco
muestras a pHs con los que se construy6 la curva de calibracion (tratadas
con las soluciones de la tabla 3.5.1.1). D, histograma de la razéon FL1/FL3
construido con los datos de las figuras A y B. E, histogramas
correspondientes a cada punto de la curva. F, curva de calibracion
representando la media geométrica de cada poblacion representada en E por
duplicado, la curva en rojo representa el ajuste realizado con una ecuacion
polinomial de segundo orden.
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Soluciones:

-  HEPES 10 mM (en mM): 10 HEPES; 133,5 NaCl; 4 KCI; 1,2 NaH,PO4-H,O0;
1,2 MgSOy; 11 a-D-glucose; 2 CaCl,-2H,0 y agua destilada. pH ajustado a 7,4
con NaOH.

- HDFBS: a la solucion anterior HEPES 10 mM se la suplement6 con 10% SFB.

-  BCECF-AM: los viales conteniendo 50 pg fueron disueltos en 50 ul de DMSO
para obtener una solucion 1mg/ml, manteniéndose al abrigo de la luz a -20°C.

- Soluciones de carga: las células fueron cargadas en soluciones 2pug/ml BCECF-
AM en HEPES 10 mM. A su vez se realiz6 el agregado de las drogas o solventes
utilizados para cada condicion de estimulo en igual concentracion, de forma tal
de evitar efectos compensatorios en el pH durante el proceso de carga.

- Acido n-butirico IM (BA): se agregaron 4,6ml de acido n-butirico 10,9 M
(pKa=4.82) a 40ml de agua destilada, luego se titul6 con NaOH hasta pH=7.4 y
enraso a 50ml.

- Trimetilamina (TMA): se agregaron 12,3 ml de trimetilamina 4,06 M (pKa=9,8)
a 40ml de agua destilada, luego se titul6 con HCI hasta pH=7.4 y enras6 a 50ml.

- HEPES 10 mM (en mM): 10 HEPES; 133,5 NaCl; 4 KCI; 1,2 NaH,PO4-H,0;
1,2 MgSQOy; 11 a-D-glucosa; 2 CaCl,-2H,0 y agua destilada. pH ajustado a 7,4
con NaOH.

- HDFBS: a la solucion anterior HEPES 10 mM se la suplement6 con 10% SFB.

g Relacion  gprBs™ BA™ TMA"® pH® pseudo
Solucion a b

BAY/TMA (mM)  (ml) (u) (u) nulo
1 1/16 8.98 60 960 8.0
2 1/4 9.7 60 240 7.7
3 1 0.88 60 60 7.4
4 4 9.7 240 60 7.1
5 16 8.98 960 60 6.8

Tabla 3.4.1.1 Composicion de las soluciones utilizadas para la construccion
de la curva de calibracion. a, solucion de acido butirico 1 M. b, solucion de
trimetilamina 1 M. ¢, calculado segiin ecuacion de Eisner [287]. d, volumen
necesario para 10 ml de solucion. e, HDFBS es la solucion HEPES 10 mM
suplementada con 10% SFB.
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3.4.2 ROS

Para los ensayos de produccion de ROS se trataron las células con las diferentes
concentraciones de ZnCl,, C1-GBI y DMSO por dos horas en las mismas condiciones de
cultivo que los ensayos donde se determind el pH; descriptos en el parrafo anterior

(3.4.1).

Una vez finalizado el tratamiento, se eliminé el medio de cultivo y se lavaron las
células con PBS. Posteriormente fueron incubadas con diacetato de
diclorodihidrofluoresceina 5 uM (DCF-2DA disuelto en DMSO) durante 30 minutos a
37 °C. Luego de la carga con la sonda, las células se lavaron y se centrifugaron durante
10 minutos a 112 g, finalmente fueron resuspendidas en 1 ml de PBS. El contenido
intracelular de ROS se evalu6é mediante citometria de flujo, analizando como minimo
20.000 eventos por condicion. El contenido de ROS, surge de la media geométrica del
histograma de intensidad de fluorescencia correspondiente a cada tratamiento. Los datos
se analizaron usando el programa FlowJo V10.

Solucion PBS: NaCl 8 g/1; KC1 0,2 g/l; Na,HPO4 1,44 g/1; KH,PO4 0,24 g/1; pH=7.4.

3.4.3 Apoptosis

Para la deteccion de células apoptoticas en las condiciones de cultivo antes
mencionadas utilizamos el ensayo de doble marcacion con anexina V (aV) conjugada al
isotiocianato de fluoresceina (FITC) y ioduro de propidio (IP) (Kit). La anexina V es un
péptido con gran afinidad por la fosfatidilserina la cual en condiciones fisioldgicas se
encuentra predominantemente en la parte intracelular de la bicapa fosfolipidica. En las
primeras etapas del proceso apoptotico (sea por via intrinseca o extrinseca) dicha
asimetria es abolida por la accion de scramblasas generando una exposicion de
fosfatidilserina en la cara externa de la membrana celular [289]. De esta manera sirve
como sefial de reconocimiento y es detectada, en estos ensayos, por su union a la aV
unida al FITC cuya fluorescencia que es detectada por el citometro. Por otro lado, el IP
es un agente fluorescente intercalante del ADN, que por estar cargado positivamente no
entra en las células viables y si lo hace en aquellas que han perdido la integridad de la
membrana plasmatica, lo cual es propio de las fases finales del proceso apoptdtico o de
un proceso necrotico. Por lo tanto, la deteccion simultdnea de ambos pardmetros permite

reconocer el estadio de muerte de las células analizadas.
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Luego de la incubacion de los cultivos celulares con los estimulos
correspondientes, transferimos las células de cada pocillo a tubos de citometria,
centrifugamos durante 5 min a 112 g y lavamos una vez con el Buffer de Binding 1X
(BB, contenido en el kit). Luego resuspendimos las células en 100 pul de BB
conteniendo 1ul de la solucion comercial aV-FITC. Posteriormente, se incubaron
durante 15 min a temperatura ambiente y al abrigo de la luz, se centrifugaron durante 5
min a 112 g y resuspendiron en 200 pl de BB conteniendo 2ul de la solucion comercial
de IP. En esas condiciones evaluamos el contenido de aV-FICT e IP por citometria de

flujo.

En cada ensayo se registraron, como controles de la técnica, tubos conteniendo
una mezcla de células control (viables) y células tratadas 17 hs con 1uM de
staurosporina (inductor validado de apoptosis), estos tubos se dividieron entre sin
marca, marcados sélo con aV-FITC, s6lo con IP y con ambas marcas (los resultados se
pueden ver en la figura 3.4.3). Estos fueron utilizados para la compensacion de la
intensidad de fluorescencia entre canales del citdmetro, y para el posicionamiento de los
cuadrantes (gating) correspondientes para delimitar valores de las células viables,

apoptoticas y necroticas.
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Figura 3.4.3 Mezcla de células viables mdas células tratadas con
staurosporina (1uM por 17h), utilizadas como control de la técnica para el
posicionamiento de los cuadrantes que determinan el porcentaje de células
apoptdticas. Los graficos de densidad de eventos (variante del dot plot)
representan con colores la frecuencia de eventos segiin su posicionamiento
acorde a la intensidad de emision en los dos canales. Se ilustra de menor a
mayor densidad con los colores azul, verde, amarillo y rojo.

3.4.4 Ciclo Celular

Para los ensayos de evaluacion de ciclo celular tratamos las células de igual
manera que en los ensayos anteriores. Una vez transcurrida la incubacion, trasferimos
las células a tubos eppendorf y centrifugamos 5 minutos a 112 g. El sobrenadante fue
descartado y el pellet de células remanentes resuspendidas en 100ul de PBS. Luego
fijamos las células mediante el agregado de 1 ml de metanol frio gota a gota con
agitacion constante y las conservamos a -20°C por un periodo de al menos 12 hs.
Posteriormente, las células fueron centrifugadas durante 5 minutos a 250 g e incubadas

con ribonucleasa A (0,2 mg/ml disuelta en PBS) por 30 minutos a 37 °C. Finalmente,
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agregamos ioduro de propidio (IP) 50 pg/ml y determinamos la distribucion del ciclo
celular por citometria de flujo. Para el andlisis contamos un minimo de 10.000 eventos
para cada condicion.

Para el anélisis de los datos usamos el programa FlowJo V10, excluyendo los
dobletes mediante el correspondiente gating en los dot-plot del area vs el ancho de la
sefal del canal FL2 (IP). La cuantificacion de los porcentajes de cada fase del ciclo
celular la realizamos mediante el ajuste univariado utilizando una modificacion del
Watson Pragmatic Algorithm [290]. El porcentaje de células subdiploides (sub2N) se

determiné estableciendo una region (gating) por debajo del pico 2N.

3.5 Determinaciones de Calcio citoplasmatico

Los ensayos de determinacion de la concentracion de Ca®’ intracelular los
realizamos en el laboratorio del Prof. Francesco Moccia, en el Departamento de
Ciencias Fisiologicas y Farmacoldgicas de la Universidad de Pavia (Italia), con quien

nuestro laboratorio tiene colaboracion cientifica.

Para estimar el nivel de Ca*" citoplasmatico utilizamos una técnica
fluorimétrica, cuyo fundamento se basa en el empleo de la sonda Fura, que posee
propiedades fluorescente dependientes de la union con el Ca** (figura 3.5.1). El Fura-2
fluoresce emitiendo luz a una longitud de onda de 510 nm, presentando maxima
excitacion a 363 nm para la forma libre y 335 nm para la forma unida al Ca>". A fines
experimentales, se selecciona la longitud de onda de 380 nm para cuantificar la forma

libre y 340 nm para la forma unida al Ca*".
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Figura 3.5.1. Espectro de absorcion (o excitacion) del Fura-2, medido a
distintas concentraciones de Ca®" libre. Se observa que existe un corrimiento
de la longitud de onda de maxima absorcion de fura-2, desplazandose desde
los 363 nm, para la forma no unida al Ca*", hacia los 335 nm para la forma
unida al Ca®". Modificado de Molecular Probes - Invitrogen [285].

En estos experimentos se trabajo con células T Jurkat y con linfocitos T
CD3+ provenientes de voluntarios sanos provistos por la Dra. Daniela Montagna del
Hospital San Mateo de Pavia, Italia. Estos ultimos fueron purificados de sangre

periférica y posteriormente criopreservados hasta el momento de uso.

Ambos tipos celulares fueron tratados de la misma manera. Previo a los
registros, tomamos una alicuota de células en medio DMEM 10% SFB y agregamos
Fura-2 en su forma de acetoximetil éster (Fura-2-AM) a una concentracion de 1 uM.
Incubamos las células durante 45 min. manteniéndolas al abrigo de la luz a 37°. Luego
de este tiempo, colocamos alicuotas de 50 pl en placas de Petri tratadas previamente con
fibronectina y las dejamos en reposo durante 15 min a fin de facilitar la adherencia de
las células, posteriormente lavamos con la soluciéon PSS para remover el exceso de
Fura-2-AM. Esta sustancia, en forma andloga a lo descripto para la sonda de pH;,
permea la membrana celular y gracias a la actividad de esterasas intracelulares, se
concentra en el citoplasma celular en su forma desesterificada (FURA-2). Cada placa de

Petri fue luego montada en un microscopio de epifluorescencia (Zeiss, Axiolab)
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equipado con una lampara de mercurio de 100 W. El preparado se visualizo gracias a un
objetivo de inmersion en agua (Zeiss 63X Achroplan) y excitamos las células con luz
filtrada a través de un filtro infrarrojo, un filtro neutro y un filtro de longitud de onda de
340 o de 380 nm, (Chroma Technology, Brattleboro) los cuales se cambian en forma
alternada cada 2 segundos con una rueda de filtros (Lambda 10, Sutter Instrument). La
luz emitida fue filtrada para seleccionar la de 510 nm antes de ser colectada por una
camara de alta sensibilidad (Extended-1SIS Camera, Photonic Science, Millham, Reino

Unido). En la figura 3.5.2 se esquematiza la disposicion de los elementos del equipo.

Sensor
A
<> Lente colector
L ] ————= Filtrode
ampara  Fgiltros de 510nm emisién
de Hg excitacion
340 nm % Espejo
[ Y T dicroico
380 nm
Lente
colector
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Células T\—\MT

v
d
i |

Figura 3.5.2. Esquema de la disposicion de los elementos utilizados en el
equipo de medicion de Ca” intracelular por medidas fluorimétricas.

Con un programa desarrollado en el laboratorio controlamos la cédmara, los
filtros y el obturador y se midi6 en forma continua la fluorescencia emitida por un
numero discreto de regiones de interés (ROIs, del inglés regions of interest) las cuales
corresponden a diferentes células (figura 3.5.3). Las soluciones se aplicaron con pipetas
Pasteur volcandolas desde el objetivo del microscopio y se removieron gracias a una
bomba de vacio conectada ad hoc. Las soluciones utilizadas con drogas e indicadores

fueron preparadas en el dia del experimento y descartadas al finalizar el mismo para
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garantizar que no existiese degradacion con el paso de los dias. Los datos obtenidos del
Ratio de fluorescencia en funcion del tiempo para cada ROI fueron procesados y

analizados posteriormente con el programa GraphPad Prisma 5.

Figura 3.5.3. Captura de un experimento de medida de Ca" intracelular,
donde se muestra las areas de interés (ROIs) escogidas para cuantificar de
ellas la relacion de fluorescencia F340/F380.

3.6 Analisis estadistico de los datos

En todas las graficas los resultados fueron expresados como la media + error
standard de la misma. Se realizaron prueba t de Student para comparar entre 2 grupos,
mientras que la comparacion entre multiples grupos se realizé mediante el analisis de
varianza (ANOVA seguido de un test de Holm—Sidék para comparaciones respecto del
control) siendo de una via en los casos donde s6lo se evaludé una variable (por e;j.
concentracion) y de dos vias para dos variables (ej. concentracion y tiempo). Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas en los casos en que el

valor de p fue menor a 0,05. Para el andlisis de datos se utilizd el programa SigmaStat

3.5.
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3.7 Reactivos

A continuacion se detalla la procedencia de los reactivos utilizados.

Molecular probes - Life technologies: BCEF-AM, Fura-2-AM y DCF-2DA.
Anedra: NaCl, KCI, MgS04, MgCI2, CaCI2, Na2HPO4, KH2PO4 y a-D-
glucosa.

Sigma-Aldrich: HEPES, EGTA, DMSO, ioduro de propidio (IP), acido n-
butirico, NMDG, fibronectina y staurosporina.

eBiosciences-Invitrogen: anexina V (aV) conjugada al isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y ioduro de propidio (IP) (Kit comercial No. Cat. 88-8005).
Riedel-de Haén: Metanol.

Kodak chemicals: Trimetilamina.

Internegocios: suero fetal bobino (SFB).

Laboratorio MicroVet SRL: medio DMEM.

GE Healthcare: Ficoll-Paque.
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4.1 Caracterizacion electrofisiologica de las corrientes de protones en células T Jurkat.

Como primer objetivo de este trabajo de tesis doctoral se planted corroborar en
las células T Jurkat que utilizaremos para este estudio, la actividad del canal de H"
sensible al voltaje y al pH (Hv1) mediante la técnica de Patch Clamp. Las propiedades
electrofisiologicas de las corrientes registradas se compararon con los resultados
reportados en el trabajo publicado por Schilling y col. que reporta la presencia de
corrientes ionicas mediadas por este tipo de canal en linfocitos T normales y tumorales

[43].

Para el registro de la corriente, se trabajé en condiciones de whole-cell y se
realizaron estimulos de fijacion de voltaje de una duracion de 4 segundos desde un
potencial de mantenimiento de -60 mV, en incrementos de a 10 mV para el rango de -60
a +60 mV. Se utilizaron soluciones extracelulares e intracelulares (ver seccion 3.2 de
materiales y métodos) con un ApH de 1,5, siendo el interior celular més acido que el
extracelular, ya que se conoce que en estas condiciones la magnitud de la corriente es
mayor. En la figura 4.1.1A se muestran las corrientes salientes (positivas) tipicas
obtenidas. Una de las particularidades de las corrientes mediadas por el canal Hv1 es
que presentan una cinética muy lenta de activacion, lo cual justifica el uso de pulsos de
voltaje prolongados en el tiempo, en este caso de 4 segundos. En la figura 4.1.1B se
puede observar la corriente evocada mediante un pulso de voltaje desde -50 a +40 mV
aplicado durante un minuto. La corriente alcanza el estado estacionario (constante)
recién alrededor de los 17s, lo cual constituye una peculiaridad de este tipo de corrientes
16nicas que inicialmente dio lugar a la controversia acerca de si se trataba de una canal

16nico o de un intercambiador de protones.
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Figura 4.1.1. Caracteristicas biofisicas del canal Hvl en células T Jurkat. A,
Registro tipico de corrientes mediadas por el canal Hvl en configuracion whole-
cell ante la aplicacion de pulsos despolarizantes. B, Corrientes de protones ante un
pulso despolarizante (de +40 mV desde un Vm de mantenimiento de -50mV) de
Imin de duracion.

Sensibilidad al voltaje

Por otro lado, a partir de la medicion de la magnitud de las llamadas corrientes
de cola (figura 4.1.2A), las cuales corresponden al periodo inmediato posterior a la
repolarizacion de la membrana luego del pulso despolarizante, analizamos la
dependencia del voltaje del canal en nuestras condiciones de registro. Debido a que el
voltaje aplicado cambia mucho mas rapido que la probabilidad de apertura de los
canales, las corrientes de cola reflejan la probabilidad de apertura de los canales al final
del pulso de cada potencial aplicado pero con la misma fuerza impulsora
(correspondiente al Vm de mantenimiento). Mediante la normalizacion de cada

corriente por la maxima obtenida, se obtuvo la conductancia (G/Gy,.x) para cada voltaje.
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La figura 4.1.2B muestra la relacion entre la conductancia macroscopica normalizada y
el voltaje, donde se corrobora que el canal se activa con la despolarizacion de la
membrana celular con un valor medio (V) de -15,1 mV muy similar al valor
reportado en la literatura en iguales condiciones [43]. La evaluacion de la conductancia
nos permite ver la dependencia de la actividad del canal con el voltaje sin influencia de
la fuerza impulsora, siendo el V,, (voltaje en el cual se alcanza la mitad de la
conductancia mdxima) un valor caracteristico de cada canal en condiciones

determinadas.

60 mV

-40 mV
-60 mv

whole-cell

60 45 -30 30 45 60

-15 15
7 Vy(mv)

Figura 4.1.2. Dependencia de la conductancia macroscépica del canal Hv1 con el
voltaje en células T Jurkat. A, corrientes de cola utilizadas para construir la curva
G/Gmax Vs Vi midiendo la magnitud del pico en cada pulso y normalizando por la
corriente de mayor magnitud. B, relacion de la conductancia macroscopica y el
voltaje construida a partir de los trazos expuestos en A.

Mediante el ajuste monoexponencial del periodo de inicio de la corriente
evocada por cada pulso de voltaje aplicado (Figura 4.1.3A), se obtuvo el parametro tau
de activacion (t,). El valor de tau es igual al tiempo necesario para alcanzar el 63% de
la corriente méxima correspondiente a cada potencial. Este valor permite estimar
cuantitativamente la cinética de cambio en la probabilidad de apertura del canal en
respuesta al voltaje. Como se puede observar en la figura 4.1.3 B, la 1, cambia con el

voltaje, tal como se espera de un canal sensible al voltaje como el Hv1.
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Figura 4.1.3. A, Ajuste monoexponencial de la cinética de activacion de
corrientes equivalentes a la de la figura 4.1.1 A. B, Valores del pardmetro tau de
activacion para cada uno de los voltajes en los que las corrientes se diferencian de

cero, n=12.

En la tabla 4.1.1 se muestran los valores de tau para la activacion obtenidos en

nuestras condiciones experimentales y los descriptos por Schilling y col. [43] para

registros con igual gradiente de pH entre el intra y extracelular (ApH de 1,5). Como se

puede observar,

reportados para este tipo celular.

el intervalo de valores obtenidos abarca los valores previamente

Vin(m?) aba‘;:.:f;:;e;ms) S{f:ldﬁﬁi}
0 2121 £396 2374
20 1603 =259 1521
40 1276 =176 1151
60 1059 = 195 1668

Tabla 4.1.1. Cuadro comparativo de los valores de T, obtenidos de los
ajustes ilustrados en la figura 4.4.3 con aquellos de bibliografia [43].
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Sensibilidad al pH

La sensibilidad al pH es una propiedad del canal Hvl caracterizada por una
marcada dependencia de la magnitud de la corriente con el gradiente de pH de
transmembrana. Se evalud en condiciones de whole-cell mediante el mismo protocolo
de fijacion de voltaje descripto anteriormente. Se registré la corriente con una solucién
intracelular de pH fijo (6,3) y una solucién extracelular (SE) de pH 7,8 que luego, sobre
la misma célula, se reemplazé por una SE de pH igual al intracelular, anulando de esta
manera el gradiente de concentracién de H' a los lados de la membrana. En estas
condiciones, la fuerza impulsora de la corriente es so6lo el Vm aplicado. La relacion
corriente-voltaje (I-V) obtenida (Figura 4.1.4) se corre drasticamente hacia la derecha,
mucho mas de lo esperado debido a la disminuciéon de la fuerza impulsora. Este
resultado esta de acuerdo con las propiedades tipicas del canal, que contribuyen a

corroborar la identidad de estas corrientes como mediadas por canales de tipo Hv1.
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Figura 4.1.4 Dependencia de las corrientes Hvl con el pH.. Ambos
registros fueron realizados con un pH;=6,3 variando entre ellos el pH
extracelular. La figura inferior representa la relacion corriente normalizada
I(pA/C,(pF)) versus voltaje Vm (mV). Diferencias estadisticamente
significativas para Vm mayores a -40 mV (p<0.05). n = 3.
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Sensibilidad a inhibidores del canal Hv1

. . , ey eqe . +
En esta serie experimental, se evalud6 la sensibilidad de las corrientes de H' a una
serie de inhibidores conocidos del canal Hv1l, como forma de confirmar la relacion de
las mismas con el canal en cuestion y la actividad de los inhibidores en las células T

Jurkat para el uso de las mismas drogas en experimentos posteriores.

Los cationes divalentes han sido los primeros inhibidores del canal utilizados. Se
ha reportado que los mismos tienen el siguiente orden de potencia para inhibir al canal
Hvl: Zn*" = Cu®" > Ni*" > Cd*" > Co*" > Mn*" > Ba®", Ca*, Mg2+ ~ (. Al ser el Zn*"
mas potente y relativamente menos toxico que el Cu”" ha sido el inhibidor mas utilizado
en electrofisiologia para corroborar la presencia del canal considerandolo como el
“gold-standard” de los inhibidores. En nuestro estudio se utilizaron concentraciones
nominales de 3 mM de ZnCl, dado que el uso de EGTA en las soluciones genera una
reduccion en la concentracion efectiva, por lo que dicha concentracion nominal equivale
a 250 uM de Zn>" libre. Esta concentracion, produce la abolicién de las corrientes como

se puede observar en la figura 4.1.5.

. ., 2+ ;
En cuanto al mecanismo de accion, se propone que el Zn™ actua desde el lado
extracelular, coordinando con grupos histidina e interfiriendo con la estabilizacion del

sensor de voltaje en el estado abierto del canal (ver seccion 1.1.3).
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Figura 4.1.5 Bloqueo de las corrientes mediadas por Hvl con Zn>*. A, Registros
tipicos mostrando el bloqueo por 3 mM Zn>" nominal (equivalente a 250 pM de
Zn*" libre). B, Curvas de densidad de corriente versus voltaje en condiciones
control y con Zn*". Diferencia estadisticamente significativas por test t de Student
para Vm mayores a -10mV (p<0.05). n = 8-10.

El grupo de Francesco Tombola ha desarrollado una familia de inhibidores
especificos del canal derivados del 2-guanidinobenzimidazol (2GBI) los cuales han
demostrado tener diferentes potencias actuando todos por unidon al dominio sensor de
voltaje (VSD) en el lado intracelular del canal [113]. Del grupo de moléculas que
presentaron mayor potencia, se selecciond para su uso en este trabajo al derivado
clorado 5-chloro-2-guanidinobenzimidazol (CI-GBI), ya que tiene una mayor
permeabilidad que su predecesor 2GBI lo cual lo hace mas apropiado para los ensayos

en células en cultivo. La actividad del CI-GBI habia sido reportada en sistemas de
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expresion heterdloga en oocitos de Xenopus laevis, asi como en lineas celulares que
expresan el canal Hvl (BV1, RAW264.7 y THP1). Sin embargo, no se habia ensayado
su efectividad en células T Jurkat. Por lo tanto, aqui ensayamos este compuesto en
diferentes concentraciones demostrando que el mismo inhibe las corrientes de H' en
células T Jurkat de manera parcialmente reversible. En la figura 4.1.6 se muestran los

resultados globales de esta serie experimental.

A Control

50 pA

L

05s

CI-GBI 200puM

CI-GBI 800puM

Lavado

B 40
=

@ Control %:30-
# CL1-GBI 200uM =
Q

— 20.

+# CI-GBI 800pM

i T T T T
-60 45 30 -15 15 30 45 60

Vy(mV)

Figura 4.1.6 Bloqueo de las corrientes mediadas por Hvl con CI-GBIL A,
Registros tipicos mostrando el bloqueo con 200 y 800 uM de C1-GBI, y un lavado
posterior. B, Curvas de densidad de corriente media versus voltaje. Ambas
concentraciones mostraron diferencias estadisticamente significativas a partir de -
10 mV respecto al control (p<0,05). n = 4-8.
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Recientemente, Jiwon Kim y Jin-Ho Song describieron que las corrientes
mediadas por Hvl en células BV2 de microglia de raton eran inhibidas por los
antihistaminicos de primera generacion difenhidramina y clorfeniramina [110]. El
efecto reportado es relativamente inmediato (maximo a los 5 min.) y revierte con el
lavado de la droga, pero no existe a la fecha bibliografia que describa el mecanismo de
accion de estas drogas sobre el canal. Por lo tanto, y considerando que estas drogas
pueden tener un efecto indirecto mediado por los receptores histaminicos H1 [291],
evaluamos en las células T Jurkat el efecto de histamina, difenhidramina y
difenhidramina mas histamina, directamente sobre las corrientes evocadas por voltaje
mediadas por los canales Hvl. En la figura 4.1.7 se puede observar que la
difenhidramina tiene un efecto inhibitorio de la corriente Hv1l en las células T Jurkat
que no se modifica por el agregado de histamina. Tampoco hemos observado que la
histamina por si sola afecte las corrientes. Por lo tanto, coherente con lo reportado por
Kim y col. este resultado valida para las células T Jurkat el uso de difenhidramina como
inhibidor del canal, probablemente mediante un efecto independiente de su accién

antagonista de los receptores histaminicos.

A Control
: L
o
(@]
o
1s
B 30
@ Control 25
= 0, mMH
0,1 mM H + 0,1 mM DPH * 01 mMH+0,1mMDPH 20
@ 0,1 mM DPH =
<15
Lavado N
UE
0,1 mM DPH = 10f
Lavado

Figura 4.1.7 Bloqueo de las corrientes mediadas por Hvl con
difenhidramina (DPH) en presencia o ausencia de histamina (H). A,
Registros tipicos mostrando los efectos de 0,1 mM de H; 0,1 mM DPH; la
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combinacion de ambas, y un lavado posterior. B, Curvas de densidad de
corriente versus voltaje para las condiciones en A. * y 0 indican diferencias
estadisticamente significativas respecto del control (p<0.05). n = 4-8.

4.2 Modulacion del pH intracelular de células T Jurkat por inhibicion del canal Hvl a

tiempos cortos.

Luego de haber corroboradoen las células T Jurkat la actividad del canal Hv1 y
confirmado el efecto de sus inhibidores, se buscd conocer si el canal Hv1 es responsable
de la regulacion del pH intracelular (pH;) en condiciones basales. En base a la hipdtesis
de trabajo planteada, la elevada produccién de especies acidas propia de una célula
tumoral podria ser compensada por la actividad del canal Hvl mediante la extrusion
pasiva de H™. A pesar que la actividad del canal Hvl ya habia sido reportada en las
células T Jurkat [43], su rol en la regulacion del pH; no ha sido estudiado hasta el
momento. En este trabajo, mediante el uso de la técnica de fluorimetria en cubeta (ver
detalle en materiales y métodos, seccion 3.3) se realizé la medicidon continua del pH; en
funcion del tiempo con el objetivo de poner en evidencia el impacto de la actividad del
canal en condiciones basales y en la recuperacion luego de una carga 4cida. Para esto se
evalu6 el efecto de los compuestos C1-GBI y Zn*" sobre la linea de base del registro, asi
como sobre la velocidad inicial de recuperacion posterior a una carga intracelular 4cida
(inducida por el agregado al medio de un acido permeable como lo es el acido
propiodnico, en soluciones ajustadas a pH 7,4). Esta maniobra experimental se realizé en

ausencia y presencia de ambos bloqueantes.

Teniendo en cuenta que existen otros mecanismos de extrusion de H' a nivel
celular, como el NHE y el NBC, inicialmente este experimento se llevé a cabo
utilizando soluciones extracelulares carentes del ién Na' (reemplazado en forma
isotonica con cloruro de colina) para evitar que el efecto de la inhibicion del canal
quede eventualmente compensado por la actividad de los transportadores asociados a
dicho i6n. Los resultados presentados en la figura 4.2.1 muestran que, inmediatamente
luego del agregado de cada uno de los inhibidores, se produce un descenso en el valor
del pHi basal que resulta estadisticamente significativo luego de los 15 min; a su vez las
células reducen aproximadamente cinco veces su capacidad de recuperar el pH; basal

luego del pulso con acido propiodnico.
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Figura 4.2.1 Efectos agudos del bloqueo del canal Hvl sobre el pH; en ausencia
de sodio extracelular. A, experimentos representativos del registro continuo
mediante fluorimetria en cubeta, la zona sombreada indica la presencia de los
bloqueantes en cada caso. B, valores medios del cambio de pH; basal (medido
como la diferencia entre el instante previo al agregado de cada bloqueante y el
instante previo al agregado de propionato). C, valores medios de la recuperacion
del pH; luego de la carga acida para cada condicion (medido como la pendiente
del minuto posterior al agregado del propionato). n=6 en todos los casos. * indica
diferencia estadisticamente significativa respecto del control, p<0,05.

Este resultado muestra que la inhibicion del canal, participa en la regulacion del

pH; basal en las células T Jurkat y contribuye a la recuperacion del pH; luego de una

carga 4cida.

Posteriormente,

se buscd reproducir los mismos resultados en soluciones

extracelulares con concentracion fisiologica de sodio (140 mM), de forma de saber si el

canal Hvl contribuye a la regulacion del pH; incluso cuando otros transportadores

vinculados a la regulacion del mismo se encuentran funcionales. Para esto, de la misma
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manera que en la serie anterior, se evaluo el cambio generado por los compuestos ClI-
GBI y Zn®" sobre la linea de base del registro, asi como sobre la velocidad inicial de
recuperacion de la carga acida. En la figura 4.2.2 se observan los resultados obtenidos
utilizando Zn*" y CI-GBL. Como se puede ver, en ambos casos el pHi basal disminuye
indicando que la inhibicion de los canales Hv1 tiene un rol funcional en la regulacion
del pH; basal atn en condiciones donde otros transportadores de H' podrian estar
ejerciendo este rol. La velocidad de recuperacion del pH; ante la carga 4cida, en esta
condicion también se enlentece en presencia de Cl-GBI. Comparando estos resultados
con los de la figura 4.2.1 (sin Na") vemos que la velocidad de recuperacion en la
condicién control (trazos violetas) es cuatro veces mayor, lo cual indicaria que los
transportadores reguladores del pH; vinculados con el sodio se encuentran funcionales.
Sin embargo estos transportadores de H' no logran compensar la inhibicion de los
canales Hv1 derivando en una caida en el pH; , sugiriendo que estos tienen un impacto
relevante en la regulacion del pH; que se suma a la funcién de los transportadores de H"
clasicos como el NHE. En el caso del Zn>" no se pudo determinar la recuperacion de la
carga 4cida, ya que utilizando las soluciones con Na' se encontr¢ la dificultad de que el
agregado de ZnCl, produjo luego de unos minutos la formacion de precipitados. Esto se
evidencio como la aparicion de ruido en los registros, incluso bajando la concentracion
a 0,25 mM de Zn2+, probablemente debido a un cambio en la fuerza i6nica de la
solucion. Por lo que en este caso para la condicion de Zn*" sélo fue posible medir la

caida inmediata del pH; basal.
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Figura 4.2.2 Efectos agudos del bloqueo del canal Hv1 sobre el pH; en presencia
de sodio extracelular. A, experimentos representativos del registro continuo
mediante fluorimetria en cubeta, la zona sombreada indica la presencia de los
bloqueantes en cada caso. B, valores medios del cambio de pH; basal (medido
como la diferencia entre el instante previo al agregado del bloqueante y el instante
previo al agregado de propionato). C, valores medios de la recuperacioén del pH;
luego de la carga 4cida para para los registros control y con 200 uM CI-GBI
(medido como la pendiente del minuto posterior al agregado del propionato). n=6
en todos los casos.* implica diferencia estadisticamente significativa respecto del
control, p<0,05.
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4.3 Modulacion del pH intracelular de células T Jurkat por inhibicion del canal Hvl a

tiempos largos en condiciones de cultivo.

Partiendo de la base de los resultados anteriores que indican que la inhibicion del
canal Hvl tiene implicancias directas en la regulacion del pH; a tiempos cortos, y que la
actividad de otros transportadores no logra compensar completamente el efecto que
genera la disminucion de la actividad del canal, se busco evaluar si la acidificacion
intracelular se mantiene, se intensifica o se compensa a tiempos mas largos. Mediante
esta serie experimental se evalud la posibilidad de que a tiempos mas largos haya
respuestas compensatorias que no se evidencian a tiempos cortos, y a su vez se
evaluaron también los efectos de los inhibidores del canal Hvl en condiciones de
cultivo celular donde el sistema buffer del medio extracelular es CO,/HCO;3; (ver
seccion 3.4.1 de materiales y métodos). En estas condiciones las estructuras celulares
reguladoras del pHi asociadas al bicarbonato (como la anhidrasa carbonica y el NBC)
podrian ser funcionales. Para ellose trataron las células T Jurkat con distintas
concentraciones de Zn*", CI-GBI y se incluyd también en este ensayo a la
difenhidramina. Se incubaron las células durante 2, 17 y 48 horas y se determin¢ el pH;
por citometria de flujo (ver detalles en materiales y métodos). En la figura 4.3.1A se
pueden observar histogramas representativos del efecto de la incubacion por 2 horas con
200 y 800 uM de CI-GBI comparados con la poblacion de células tratadas durante el
mismo tiempo con 0,8 % de DMSO (solvente del CI-GBI). Para cada poblaciéon el
grafico muestra la cantidad de células en funcion del cociente (Ratio) de las
intensidades de emision fluorescente de la sonda BCECF. Este cociente decrece cuando
el pHi disminuye. Los valores medios de pH; de la poblacion celular, se obtuvieron a
partir de la curva de calibracidon realizada en cada experimento y se muestran en la

figura 4.3.1B.
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Figura 4.3.1 A, Histogramas representativos que ilustran el cambio de pH; (Ratio)
a las dos horas de inhibicion del canal Hvl en células T Jurkat con CI-GBI (200 y
800 uM comparado con el control (DMSO). B, Evolucion temporal de la
acidificacion inducida por bloqueo con el compuesto CI-GBI a dos
concentraciones: valores medios del pH; £ SEM para cada poblacion (n=8, 4
experimentos independientes). El valor ilustrado a t=0 corresponde al de la
poblacion tratada solo con DMSO durante 48 hs (control de solvente). * indica
diferencia estadisticamente significativa respecto del control (p<0,05).

Estos resultados muestran que la acidificacion que se produce a tiempos cortos
con 200 uM de CI-GBI (ver seccion 4.2), aumenta alcanzando un valor entorno a 7 a las
2 hs de incubacion, que se mantiene a las 17 hs y baja a un valor de aproximadamente
6,8 luego de 48 hs. Observamos también que un aumento en la concentracion de C1-GBI

a 800 uM incrementa el efecto acidificante observado.

Si se analizan los valores de pH; de cada célula tomando 2 valores de pHi
umbral (7,0 y 6,8) surge que el tratamiento con 800 uM de CI-GBI produce ya desde las
2 hs un porcentaje importante de células que poseen valores por debajo de 6,8 que
aumenta en el tiempo. El mismo efecto se observa para la concentracion de 200 uM

pero con el umbral de pH mas alto (7,0). Estos datos se ilustran en la figura 4.3.2.
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Figura 4.3.2. Representacion del porcentaje de células por debajo de valores
umbrales de pH; = 7,0 (A) y pH;i = 6,8 (B), datos provenientes de los mismos
experimentos cuya media se ilustra en la Figura 4.3.1B. * indica diferencia
estadisticamente significativa respecto del control (p<0,05).

La figura 4.3.3 muestra los resultados del tratamiento en cultivo con tres
concentraciones de ZnCl, durante los mismos tiempos en los que se evaluo el efecto del
CI-GBI. Las concentraciones de Zn>" son nominales dado que es dificil calcular la
concentraciéon de Zn”" libre en el medio de cultivo, ya que este ion se une a las proteinas
del suero y a otros eventuales quelantes presentes en el medio de cultivo [292]. La
condicién control resulta de la sola adicion de medio al cultivo, dado que las soluciones
stocks de ZnCl; se realizaron en medio DMEM. La figura 4.3.3A muestra histogramas
representativos de poblaciones de células tratadas en cultivo con tres concentraciones de
ZnCl, durante 2 hs. Se puede ver que 0,1 mM produce un sutil corrimiento del Ratio
hacia la izquierda, que se hace mas notable con 0,5 y 1 mM. En el panel 4.3.3B se

ilustran los valores medios para cada condicién a diferentes tiempos, estos muestran que
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hay diferencias significativas entre la acidificacion inducida por concentraciones
. + . . .
nominales 0,5-1 mM de Zn®" con respecto al control, no habiendo diferencias

significativas entre las dos a ninguno de los tiempos ensayados.
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Figura 4.3.3 A, Histogramas representativos que ilustran el cambio de pH; (Ratio)
a las dos horas de bloqueo del canal Hv1 en células T Jurkat con Zn2+ (0,1; 0,5 y
1 mM) comparado con la condicion control. B, Evoluciéon temporal de la
acidificacion inducida por la inhibicion del canal Hvl: valores medios del pH; de
cada poblacion + SEM (n=2-10 -correspondientes a 2-4 experimentos
independientes segiin tiempos y concentraciones). Los valores ilustrados a t=0
corresponden a las poblaciones tratadas solo con agregado de medio de cultivo a
48 hs. * indica diferencia estadisticamente significativa respecto del control
(p<0,05).

En este caso, cuando se analizan los valores de pH; de cada célula tomando los 2
valores de pHi umbral (7 y 6,8; figuras 4.3.4 A y B respectivamente), surge que a las
dos concentraciones de Zn2+ que mostraron efecto ya desde las 2 hs hay un porcentaje
similar de células acidificadas por debajo de ambos umbrales el cual crece en funcidon
del tiempo, alcanzando el 100% a las 48 hs para ambas concentraciones. En
concordancia con lo observado en los valores medios de pHi, para las células tratadas
con 0,1 mM de Zn*" el porcentaje de células acidificadas a todos los tiempos no difiere
del control. Por otro lado observamos que para el tiempo de 17 hs el efecto acidificante
de 0,5 mM tiene una tendencia a ser mayor que el que produce 1 mM, este aparente
efecto paraddjico puede deberse a efectos inespecificos del Zn®" que presenten otra

cinética temporal.
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Figura 4.3.4. Representacion del porcentaje de células por debajo de valores
umbrales de pHi = 7,0 (A) y pHi = 6,8 (B), datos provenientes de los mismos
experimentos cuya media se ilustra en la Figura 4.3.3B. * indica diferencia
estadisticamente significativa respecto del control (p<0,05).

De forma andloga a lo mostrado para los dos anteriores inhibidores, la figura
4.3.5 muestra el efecto en el pH; de la inhibicion del canal Hvl por accion de la
difenhidramina. El andlisis estadistico de los tres parametros evaluados (pHi y el
porcentaje de células acidificadas por debajo de los valores umbral 7,0 y 6,8) muestra
un efecto significativo de la concentracion y el tiempo, coherente con lo observado para
la relacion entre el bloqueo del canal Hv1 y la acidificacion intracelular. Sin embargo, a
comparacion con el efecto del CI-GBI donde gran parte de la acidificacion producida es
evidente ya a las dos horas de incubacion, el efecto de la difenhidramina se hace mas
pronunciado a tiempos mas largos. Tal es asi que si realizamos un analisis comparativo
de los valores medios de pH; con la condicion control el efecto a 0,5 mM es

significativo a las 48 hs y a las dos horas lo son s6lo los correspondientes a 1mM. Pero,
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Figura 4.3.5 Evolucion temporal de la acidificacion inducida por inhibicion del
canal Hvl en células T Jurkat con difenhidramina (DPH 0,1; 0,5 y 1 mM)
comparado con su control (medio DMEM). A, Representacion del valor medio de
pHi = SEM en funcién del tiempo de incubacion. B y C Representacion del
porcentaje de células por debajo del valor umbral (7,0 y 6,8 respectivamente).
n=2-4, dos experimentos independientes. * indica diferencia estadisticamente
significativa respecto del control (p<0,05).
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cuando se analizan los porcentajes de células acidificadas por debajo de los dos valores
umbral, se encuentra que en todos los tiempos ensayados la mayoria de las condiciones
difiere del control. Esta diferencia respecto a los dos bloqueantes anteriormente
estudiados, podria deberse a diferencias en el mecanismo de accion. Por un lado, vale
tener en cuenta que la difenhidramina es una base débil con un pKa=8,98, lo cual podria
implicar que a tiempos cortos prevalezca un efecto alcalinizante por sobre la
acidificacion producida por el bloqueo. Por el otro, mientras que para el CI-GBI y el
Zn2+ se han descripto mecanismos de accion que involucran la union directa al canal
(ver seccion 1.1.3), en el caso de la difenhidramina no hay mecanismo descripto. Una
posibilidad es que la inhibicion del canal sea indirecta, habiendo otros mediadores
responsables del efecto que puedan desencadenar respuestas compensatorias o que

tengan una cinética de inhibicion a largo plazo distinta de los inhibidores directos.

Para descartar un posible efecto de la DPH sobre la sefializacion histaminérgica
que afecte el pH; de las células T Jurkat, se realizaron tratamientos de 24hs con
difenhidramina, en las concentraciones utilizadas previamente, en presencia o ausencia
de 100 uM de histamina. En la figura 4.3.6 se puede observar que la difenhidramina
modifica significativamente el pHi con un efecto concentracion-respuesta, el cual es
independiente de la presencia de histamina, descartando asi un efecto de la sefializacion
histaminérgica en el control del pHi. Ademas, estos resultados conjuntamente con los
mostrados en la figura 4.1.5, sugieren que si el efecto de la difenhidramina sobre el
canal Hvles indirecto, no involucra receptores H1. El tiempo utilizado para esta serie
fue elegido para poder comparar los datos con aquellos reportados por Jangi y col., los
cuales muestran el efecto pro-apoptoético de la difenhidramina en la misma linea celular

[293].
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Figura 4.3.6 Impacto de la co-administracion de histamina con difenhidramina a
un unico tiempo de incubacion de 24hs. A, Histogramas representativos de cada
tratamiento. B, Representacion del valor medio de pH; £SEM para cada
tratamiento. (n= 5-6). * indica diferencia estadisticamente significativa respecto
del control, para las tres concentraciones ensayadas no hubo diferencia en las
poblaciones con y sin histamina (p<0,05).

En la seccion 4.2 se evidenci6 la importancia de los transportadores de protones
asociados al sodio en la regulacion del pH; de las células T Jurkat, lo cual es coherente
con la expresion ubicua del intercambiador NHE1 anteriormente reportada. En este
punto se buscé poner en evidencia el rol de dicha estructura en el mantenimiento del pH;
a tiempos largos, utilizando el mismo tratamiento con el que se estudi6 el canal Hvl.
Para esto se us6 el inhibidor 5-(N-Ethyl-N-isopropyl)amiloride (EIPA) a dos
concentraciones (10 y 100 uM) (figura 4.3.7).

Como puede observarse en la figura 4.3.7A la concentracion mas baja de EIPA
no produce acidificacion en forma significativa a ningun tiempo ensayado, mientras que
la concentracién mas alta produce una marcada acidificacion intracelular a partir de las
2 hs de tratamiento. Del andlisis estadistico del porcentaje de células acidificadas por
debajo de los valores umbral 7,0 y 6,8 surge que ya a las 2 hs de tratamiento con la

concentracion mayor de EIPA alrededor del 80 % de las células muestran un pH; menor
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a 6,8 (4.3.7B). Este comportamiento, donde gran parte del efecto es desarrollado al
tiempo mas corto como se ha visto con el CI-GBI, puede interpretarse nuevamente
como la resultante de interferir directamente con la actividad de un transportador de

protones sin efectos adicionales.
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Figura 4.3.7 Evolucion temporal del efecto de la inhibicion del intercambiador
NHET1 en células T Jurkat mediante el agregado de EIPA. A, Representacion del
valor medio de pH; £ SEM para cada tratamiento.B y C, Representacion del
porcentaje de células por debajo de los wvalores umbral (7,0 y 6.8,
respectivamente). n=4, dos experimentos independientes. * indica diferencia
estadisticamente significativa respecto del control (p<0,05).
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4.4 Modulacion de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en

condiciones de inhibicion del canal Hvl en células T Jurkat.

Dada la relacion funcional entre el canal Hvl y la enzima NADPH oxidasa en la
produccion de ROS, se evalu6 si la inhibicion del canal Hv1 afecta también los niveles
de ROS. Este efecto se evalué por citometria de flujo utilizando la sonda

diclorofluoresceina (DCF) que reconoce ROS (ver seccion materiales y métodos).

En la figura 4.4.1 se muestran histogramas representativos del efecto, sobre la
produccion intracelular de ROS, del tratamiento por 2 hs de células T Jurkat en cultivo

con distintas concentraciones de CI-GBI (4.4.1A ) y de Zn*" (4.4.1B).

A B [J|Control
400 |[LJ|DMSO 1| Zn2+ 0,1mM
CIGBI 200pM O|Zn2+ 0,5mM
CI|C1GBI 800pM 1 [OZn2+ 1mM
300
@ 3607
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5 g 2007
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3 — BN — 0 S .
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Figura 4.4.1 Influencia de la inhibicion del canal Hv1l en la producciéon de ROS
en cé¢lulas T Jurkat. A, Histogramas representativos luego de 2hs de cultivo con
dos concentraciones de CI-GBI y su control (DMSO 0,8 %). B, Histogramas
representativos luego de 2 hs de cultivo con tres concentraciones de Zn** y su
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control (medio DMEM). C, Representacion de los valores medios + SEM de
produccion de ROS para las diferentes intervenciones realizadas. Valores
expresados en unidades de fluorescencia relativa (UFR) de diclorofluoresceina
(DCF). * indica diferencia significativa respecto del control (p<0,05). n=4, dos
experimentos independientes.

El gréafico de barras de la figura 4.4.1C esquematiza los valores medios de cada
poblacion. Como se puede observar, en este caso encontramos efectos diferentes entre
los inhibidores del canal Hv1. Mientras que el Zn>* produce un aumento significativo de
ROS en forma concentracion dependiente, el CI-GBI muestra una tendencia de

disminucion de los niveles de ROS que no alcanza significancia estadistica.

4.5 Efectos de la inhibicion del canal Hvl en la induccion de apoptosis de las células T

Jurkat.

Una vez establecido que la actividad del canal Hv1 en las células T Jurkat tiene
un efecto en la regulacion del pHi, estudiamos el efecto de su inhibicidn en la induccion
de apoptosis. Mantuvimos las mismas condiciones experimentales en las cuales se
caracterizo el efecto de los inhibidores sobre el pH; a largo plazo (seccion 4.3).
Evaluamos por citometria de flujo la muerte celular cuantificando la externalizacion de
fosfatidilserina con Anexina V (aV) como indicador temprano del proceso de apoptosis,
y la captacion celular de ioduro de propidio (IP) como indicador del proceso de necrosis
u apoptosis tardia (ya que la permeabilidad de este compuesto depende de la integridad

de la membrana plasmatica celular).

En la figura 4.5.1A se muestran los graficos (dot-plots) representativos del
efecto de 200 uM de CI-GBI en las células T Jurkat a los tres tiempos de incubacion
ensayados (2, 17 y 48 hs), siendo el grafico superior izquierdo representativo de la
condicion control (DMSO). Dentro de cada dot-plot el cuadrante inferior izquierdo (aV”
IP") corresponde a células viables, mientras que el correspondiente a aV 'TP” muestra la
frecuencia de células apoptoticas tempranas y el cuadrante superior derecho (aV'IP")
corresponde a células necroticas. El incremento de esta ultima subpoblacion puede ser
el resultado final de un proceso de muerte que sigue una via apoptotica o necrdtica, por

. . rqe o J + - r
lo que priorizaremos en este analisis a las células aV'IP". En el grafico de barras que
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muestra los valores medios del porcentaje de células en cada cuadrante, podemos
observar que la incubacion con CI-GBI produce un aumento de células aV'IP™ (como
también de las aV'IP"). Ambas concentraciones de CI-GBI produjeron un aumento
significativo a los tres tiempos de incubacion comparados con la condicion control. El
grafico muestra que para la concentracion 200 uM el porcentaje de la subpoblacion
aumenta con el tiempo, mientras que para 800 uM esta disminuye porque, a expensas de

la misma, crece la subpoblacién aV'IP" (apoptéticas tardias).
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Figura 4.5.1 Efecto de la inhibicion del canal Hv1 por CI-GBI sobre la induccion
de apoptosis en las células T Jurkat. A, Dot-plots representativos de los ensayos

-96 -



Seccion 4 - Resultados

de marcacion con Anexina V/ loduro de propidio (IP) para la concentracion de
200 puM a cuatro tiempos de incubacion. El control DMSO 0,8% esta representado
como el valor a tiempo 0 hs. B, Representacion del porcentaje de células en cada
cuadrante, segun los colores representados en el esquema de la derecha, para cada
uno de los tiempos y concentraciones ensayados. * indica diferencia significativa
respecto del valor control de la sub-poblacion aV'IP™ (p<0,05). n= 6, 3
experimentos independientes.

La figura 4.5.2 muestra imagenes de las células T Jurkat al microscopio dptico
donde se puede observar como el cultivo con el inhibidor C1-GBI altera la formacion de
cumulos propia del crecimiento normal de las células, lo cual es de esperarse cuando las

células atraviesan el proceso de apoptosis.

24 hs. 8

Figura 4.5.2 Imagenes al microscopio optico (40X) de las células T Jurkat en
cultivo 24 hs luego del agregado de DMSO 0,8% (control de solvente) y las dos
concentraciones de CI-GBI utilizadas.

A continuacion, también estudiamos el efecto del Zn*" y de la difenhidramina en
la induccion de la apoptosis de las células T Jurkat a tres concentraciones diferentes

(0,1; 0,5 y I mM).

En la figura 4.5.3A se muestran los gréaficos (dot-plots) representativos del
efecto de 0,5 mM de Zn>" a los tres tiempos de incubacion, siendo el grafico superior
izquierdo representativo de la condicion control (medio DMEM). En el grafico de
barras los valores medios del porcentaje de células de cada cuadrante, muestran que las
tres concentraciones de Zn”" a las dos horas de tratamiento aumentan significativamente
la frecuencia de células aV'IP", derivando luego en un aumento casi completo de la

subpoblacion aV'IP" con 0,5y 1 mM.
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Figura 4.5.3 Efecto de la inhibicion del canal Hv1 por Zn®" sobre la induccién de
apoptosis en las células T Jurkat. A, Dot-plots representativos de los ensayos de
marcacion con Anexina V/ loduro de propidio (IP) para la concentracion de 0,5
mM nominal a los tres tiempos de incubacion. El control con medio DMEM esta
representado como el tiempo 0 hs. B, Representacion del porcentaje de células en
cada cuadrante, segtin los colores representados en el esquema de la derecha, para
cada uno de los tiempos y concentraciones ensayados. * indica diferencia
significativa respecto del valor control de la sub-poblacion aV'IP™ (p<0,05). n=4,
2 experimentos independientes.
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En la figura 4.5.4 se muestran los resultados correspondientes a los efectos de la

difenhidramina.
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Figura 4.5.4 Efecto de la inhibicion del canal Hvl por difenhidramina sobre la
induccion de apoptosis en las células T Jurkat. A, Dot-plots representativos de los
ensayos de marcacion con Anexina V/ loduro de propidio (IP) para la
concentracion de 0,5 mM nominal a los tres tiempos de incubacion. El control con
medio DMEM estd representado como el tiempo 0 hs. B, Representacion del
porcentaje de células en cada cuadrante, segiin los colores representados en el
esquema de la derecha, para cada uno de los tiempos y concentraciones
ensayados. * indica diferencia significativa respecto del valor control de la sub-
poblacion aV'IP™ (p<0,05). n=4, 2 experimentos independientes.
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El analisis de los resultados muestra que difenhidramina produce un aumento
.y +rt+ - .
claro de la subpoblaciéon aV 'IP’, siendo precedido en este caso por un aumento de
, +11y- . . . . .,
células aV IP” menos pronunciado que con los tratamientos anteriores, evidenciandose

la induccion de muerte celular principalmente en el porcentaje de células necroticas.

Con el fin de analizar si la acidificacion inducida por un mecanismo diferente a
la inhibicion del canal Hvl es capaz de inducir apoptosis, se someti6 a las células T
Jurkat al bloqueo del intercambiador Na'/H™ mediante la incubacioén con el inhibidor
EIPA (en las mismas condiciones en las cuales se estudid su influencia en el pH; a
tiempos largos, seccion 4.3). En la figura 4.5.5 se muestran los resultados obtenidos
donde se puede observar que la concentracion de 10 uM no produce muerte celular de
ningtin tipo, dado que no hay cambios en las poblaciones aV'IP" ni aV'IP". En
contraste, 100 uM de EIPA produce un drastico aumento de la poblacion aV'IP"
resultando en la muerte de casi la totalidad de las células a las 17 h. En este caso los
resultados no evidencian un proceso de muerte celular que sigue una via apoptotica,

sino mas bien por un proceso necrotico.
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Figura 4.5.5 Efectos en la induccion de apoptosis de las células T Jurkat ante la
inhibicién del intercambiador NHEI con EIPA. Representacion del porcentaje de
células en cada cuadrante, segun los colores representados en el esquema de la
derecha, para cada uno de los tiempos y concentraciones. n=4, 2 experimentos
independientes.

A fin de evaluar el efecto de la inhibicion del canal Hv1 en otra caracteristica de
etapas mas tardias de la apoptosis, analizamos de la pérdida de ADN mediante la

cuantificaciéon de poblaciones sub-diploides por citometria de flujo. La cuantificacion
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relativa de la cantidad de ADN dentro de cada célula nos permite identificar
poblaciones diploides (2N, asociadas a las fases G1/G0), poblaciones tetraploides (4N,
asociadas a las fases G2/M), poblaciones intermedias (fase S) y, de ser evidente el

proceso apoptotico, poblaciones sub-diploides (sub2N).

La figura 4.5.6 muestra los resultados obtenidos a partir de células tratadas con
200 y 800 uM CI-GBI a 17 y 48 hs. No se evaluo el tiempo de 2 hs dado que se
considerd un tiempo insuficiente para evidenciar la pérdida de ADN o modificaciones
en fases del ciclo. En A se muestran los histogramas representativos de los tratamientos
de incubacién en condiciones control (con solvente DMSO 0,8%) y con ambas
concentraciones de CI-BGI durante 17 hs. En el histograma en condiciones control se
observan claramente dos picos de diferente intensidad de fluorescencia que
corresponden a las poblaciones 2N (izq.) y 4N (der.). Mientras que en los obtenidos de
las células tratadas se observa la apariciéon de una subpoblacion apoptédtica sub2N,
representandose en B los porcentajes obtenidos para ambas concentraciones y tiempos.
Alli se puede ver una clara diferencia con el control (DMSO) a ambas concentraciones y

tiempos.

Por otro lado, en el histograma correspondiente al tratamiento con 200 uM de
CI-GBJ, se observa un aumento en la intensidad del pico correspondiente a la poblacion
4N que indica un mayor nimero de células en las fases G2/M. En C se presentan los
porcentajes de células en cada fase del ciclo celular, obtenidos por el ajuste de los
histogramas para cada uno de los tratamientos. Se excluy6 la subpoblacion sub2N del
100 %, dado que no representa una fase del ciclo celular. Se puede observar que el
mencionado incremento en el porcentaje de células en la fase G2/M (4N) se produce a

expensas de una disminucion en la fase G1/GO (2N).
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Figura 4.5.6 Efectos de la inhibicion del canal Hvl con CI-GBI sobre el ciclo
celular de las células T Jurkat mediante la tincion de ADN con ioduro de propidio.
A, histogramas representativos de la distribucion del ciclo celular con el
tratamiento de 17 hs a dos concentraciones y el correspondiente control con
DMSO. FL2-A representa la intensidad de emision del IP la cual es proporcional
al contenido de ADN de cada célula. B, porcentajes de células por debajo del pico
diploide (2N), correspondiente a las células apoptoticas, para cada uno de los
tratamientos. C, Representacion del porcentaje de células en cada fase del ciclo
celular para cada uno de los tratamientos. * indica diferencia significativa respecto
al control (p<0,05). n=4 para dos experimentos independientes.

Con el objetivo de poder comparar si dos mecanismos de acidificacion distintos
producen el mismo efecto sobre el ciclo celular, se realizé el mismo ensayo con las dos
concentraciones de EIPA previamente utilizadas. Los resultados ilustrados en la figura
4.5.7 muestran que no hay diferencias significativas en el ciclo celular, mostrandose

s6lo una tendencia a aumentar la subpoblacion sub2N con el tratamiento con EIPA 100

uM a 17hs.
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Figura 4.5.7 Efectos de la inhibicion del intercambiador NHE1 con EIPA sobre el
ciclo celular de las células T Jurkat mediante la tincion de ADN con ioduro de
propidio. A, histogramas representativos de la distribucion del ciclo celular con el
tratamiento de 17 hs a dos concentraciones y el correspondiente control con
DMSO. FL2-A representa la intensidad de emision del IP la cual es proporcional
al contenido de ADN de cada célula. B, porcentajes de células por debajo del pico
diploide (2N), correspondiente a las células apoptoticas, para cada uno de los
tratamientos. C, Representacion del porcentaje de células en cada fase del ciclo
celular para cada uno de los tratamientos. n=4 para dos experimentos
independientes.

4.6 Efecto de la inhibicion del canal Hvl en células mononucleares derivadas de sangre

periférica de individuos voluntarios sanos.

Una vez establecida la evidencia que relaciona la inhibicion del canal Hv1 con el
pHi y con la induccion de apoptosis en el modelo de células leucémicas T Jurkat, se
investigd el efecto en la induccién de muerte celular de linfocitos T periféricos

humanos de manera tal de poder comparar con el equivalente no tumoral.

Para estos ensayos se purificaron células mononucleares (PBMC) a partir de
Buffy coats provenientes del Instituto de Hemoterapia de la Pcia de Bs.As. mediante
separacion con Ficoll-Paque. La fraccion celular enriquecida en células mononucleares

fue incubada durante 17 hs en las mismas condiciones de cultivo que las utilizadas en
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los ensayos con células T Jurkat en presencia y ausencia de los inhibidores del canal
Hvl. Las células fueron posteriormente analizadas por citometria de flujo mediante el
empleo de un anticuerpo anti-CD3- APC (para identificar linfocitos T), Anexina V e
ioduro de propidio para identificar las células apoptoticas y necrdticas, respectivamente.
En la figura 4.6.1 se muestran los resultados correspondientes a estos ensayos para los
linfocitos T CD3+ asi como para el resto de las células que conforman la muestra

(CD3-).
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Figura 4.6.1 Efectos del bloqueo del canal Hvl en células mononucleares de
sangre periférica (PBMC). Representacion del porcentaje de células en cada
cuadrante, segin los colores representados en el esquema de la derecha, para cada
concentracion. Resultados obtenidos en células CD3+ (con CI-GBI en A, Zn>" en
C y DPH en E) y CD3- (con CI-GBI en B, Zn* en D y DPH en F). En todos los
casos n=4 para dos experimentos independientes. * indica diferencia significativa
respecto al control (p<0,05).

- 104 -



Seccion 4 - Resultados

Se puede observar que el CI-GBI, en forma concentracion dependiente, induce
un aumento significativo de la poblacion de células aV'IP" que no esta precedida por un
incremento de células aV'IP". Esto es indicativo de que la inhibicion del canal en las
células CD3" induce la muerte celular por un proceso de necrosis. Sin embargo, en las
células CD3™ no se observa tal efecto. Los datos de los tratamientos con Zn>" muestran
la misma tendencia, pero de menor magnitud y sin alcanzar significancia estadistica. La
figura 4.6.1 muestra también los valores obtenidos para los tratamientos con
difenhidramina, donde se puede observar que a concentraciones mayores a 0,1 mM se
induce un notable incremento de la poblacion necrética aV'IP" para las células CD3"
(figura 4.6.1E) llegando por encima del 80%. En este caso, al igual que con CI-GBI, no

observamos efecto necrotico en las células CD3" (figura 4.6.1F).

También incluimos en estos ensayos la inhibicion del NHE1 con EIPA. En la
figura 4.6.2 se muestran los resultados correspondientes, donde también se observa un
efecto necrético selectivo sobre las células CD3". Al igual que lo observado en las

células T Jurkat la concentracion de EIPA de 10 uM no produce efecto alguno.
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Figura 4.6.2 Efectos del bloqueo del co-transportador NHE1 en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC). Representacion del porcentaje de
células en cada cuadrante, segin los colores representados en el esquema de la
derecha, para cada uno de los tiempos y concentraciones. Resultados obtenidos en
células CD3+ (A) y CD3- (B). n=4 para dos experimentos independientes.

* indica diferencia significativa respecto al control (p<0,05).
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4.7 Efectos del bloqueo del canal Hv1 sobre la dinamica de calcio intracelular.

Dada la relacion existente entre la dindmica del pH; y de la concentracion de
calcio intracelular, evaluamos si el bloqueo del canal Hv1 induce cambios en la [Ca®"];
en las células T Jurkat y los linfocitos T periféricos CD3". Este estudio indaga sobre
posibles roles del canal Hv1l en la dinamica de los niveles de calcio citoplasmatico, el
cual posee una gran relevancia en procesos claves para el desarrollo tumoral, como lo
son la proliferacion y muerte celular. Estos experimentos se realizaron por microscopia

de fluorescencia empleando FURA-2 cuya fluorescencia refleja los cambios de la

[Ca®"]; (ver detalles en materiales y métodos).

En la mayoria de la células expuestas al inhibidor CI-GBI, el aumento de la
[Ca®"]; fue la respuesta mas frecuentemente observada tanto en las células Jurkat como
en los linfocitos T normales. La figura 4.7.1 muestra registros representativos de este
efecto en las células Jurkat (A) y en los Linfocitos Teonol (B) y los valores de las

respuestas obtenidas en todas las células analizadas (C).
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Figura 4.7.1 Registros representativos de la respuesta prevalente en los niveles de
calcio intracitoplasmatico de células T Jurkat (A) y linfocitos T control (B) al
bloqueo del canal Hvl con CI-GBI 800 uM en presencia de calcio extracelular
1,4 mM (sol. PSS). En ambos casos ¢l cociente de intensidad de fluorescencia a
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longitudes de onda 340 y 380 nm es proporcional a [Ca’];. En las figuras se
representa el valor del cociente de la intensidad de emision fluorescente del
indicador (Ratio 340/380) versus tiempo. En C se representan los valores
individuales de las respuestas para ambos tipos celulares junto con sus valores
medios (en negro) y el SEM (gris). * indica diferencia significativa respecto a los
LTcontrol (p<0,05)

Si realizamos un analisis de los resultados discriminando por el tipo de respuesta
que se observa en cada célula individual, vemos que si bien el efecto mayoritario fue el
descripto en la figura 4.7.1, existe un pequefio porcentaje de células que no responden y
otro donde la [Ca®"]; disminuye. En la figura 4.7.2 se describe, en porcentaje, esta
heterogeneidad de la respuesta al estimulo. Los valores medios de cambio en el ratio
340/380 de cada subpoblacion se representan en los graficos de barras de la figura, y
como se puede observar, en las células T Jurkat tanto el porcentaje de células que
responden con un aumento de la [Ca®']; como la magnitud del aumento son
significativamente mayores que en los linfocitos T normales. Sin embargo, si
comparamos la magnitud de la respuesta de descenso en la [Ca*"]; inducida por el CI-

GBI esta es igual para ambos tipos celulares.
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Figura 4.7.2 Efecto del bloqueo del canal Hvl con CI-GBI 800 uM en los niveles
de calcio intracitoplasmaticos de células T Jurkat (Izq.) y linfocitos T control
(Der.) en presencia de calcio extracelular 1,4 mM (sol. PSS). Los graficos de
torta (arriba) representan la distribucion de células entre aquellas que no
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responden (rojo), responden con un incremento (naranja) y aquellas que
responden con una disminucion de [Ca”']; (celeste). Los graficos de barras (abajo)
representan la magnitud de la respuesta para cada tipo de subpoblacion. * indica
diferencia significativa respecto a 1os LT ¢ontror (p<0,05). Resultados de dos (Jurkat)
y tres (LTcontro) €Xperimentos independientes.

Estas diferencias en la respuesta al inhibidor del canal Hv1, entre los dos tipos

celulares, nos llevaron a indagar con mas detalle el origen del aumento del calcio

intracelular. En primer lugar investigamos si el aumento de calcio intracelular era

generado por un influjo de calcio desde el espacio extracelular. Para ello, se realizé el

mismo experimento de la serie anterior pero utilizando soluciones extracelulares libres

. 2+ . .,
de calcio (0 Ca”"). De manera equivalente a lo representado para la condiciéon con

calcio extracelular (PSS), la figura 4.7.3 muestra registros representativos del efecto

mas frecuente generado por el agregado del inhibidor CI-GBI sobre las células T Jurkat

(A) v LTconror (B). En la figura 4.7.3C se encuentran los valores de las respuestas

obtenidas en todas las células analizadas; y en la figura 4.7.4 se detalla la distribucion

de células y la magnitud de las respuestas.
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Figura 4.7.3 Registros representativos de la respuesta prevalente en los niveles de
calcio intracitoplasmatico de células T Jurkat (A) y linfocitos T control (B) al
bloqueo del canal Hvl con CI-GBI 800 uM en ausencia de calcio extracelular.
En ambos casos el cociente de intensidad de fluorescencia a longitudes de onda
340 y 380 nm es proporcional a [Ca’']. En C se representan los valores
individuales de las respuestas para ambos tipos celulares junto con sus valores
medios (en negro) y el SEM (gris). * indica diferencia significativa respecto a los
LTeontrol (p<0,05).

En ambos tipos celulares el aumento de calcio sigue siendo la respuesta
mayoritaria y de magnitud similar a la correspondiente a la condicion con calcio
extracelular (PSS). Por lo tanto descartamos que la inhibicion del canal Hvl genere
indirectamente un influjo de calcio desde el exterior celular y planteamos que los

depositos intracelulares podrian ser los responsables del aumento de calcio observado.
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Figura 4.7.4 Efecto del bloqueo del canal Hvl mediante el agregado de Cl-GBI
800 uM en los niveles de calcio intracitoplasmaticos de células T Jurkat (Izq.) y
linfocitos T control (Der.) en ausencia de calcio extracelular (0 Ca*"). Los
graficos de torta (arriba) representan la distribucion de células entre aquellas que
no responden (rojo), responden con un incremento (naranja) y aquellas que
responden con una disminucion de [Ca*'; (celeste). Los graficos de barras (abajo)
representan la magnitud de la respuesta para cada tipo de subpoblacion. * indica
diferencia significativa respecto a los LT contror (p<0,05). Resultados de dos (Jurkat)
y tres (LT control) €Xperimentos independientes.
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A continuaciéon estudiamos el rol de los depdsitos del reticulo endoplasmico
(RE) en el movimiento de Ca*? inducido por el bloqueo del Hvl mediante la aplicacion
de CI-GBI 800 uM luego del tratamiento con acido ciclopiazénico (CPA) 30 uM en 0
Ca®" extracelular. El CPA es un inhibidor de la bomba calcio ATPasa del reticulo
endoplasmatico (SERCA) encargada de reintroducir el calcio desde el citosol. Dado que
la mayoria de los tipos celulares presentan corrientes de fuga de Ca®" del RE, el bloqueo
de este transportador (en ausencia de calcio extracelular) es una estrategia clasica para
producir la deplecion del RE. De esta manera el efecto del CI-GBI posterior a la
respuesta al CPA no contard con el componente reticular. La figura 4.7.5 muestra un
registro tipico del experimento mencionado junto con los valores obtenidos, los cuales
se comparan con los propios de la figura 4.7.4 (en 0 Ca>"). Asi, se puede ver que la
respuesta post-CPA no difiere de 0 (0,1420,01 en 0 Ca*" vs 0,01£0,01 en 0 Ca*" post-
CPA). Estos resultados consolidan la idea de que el incremento de calcio citosolico,
posterior al bloqueo del canal Hvl, proviene de los depodsitos del RE al menos en las

células T Jurkat.
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Figura 4.7.5 Efecto del bloqueo del canal Hvl mediante el agregado de Cl-GBI
800 uM en los niveles de calcio intracitoplasmaticos de células T Jurkat luego de
la deplecion de calcio del reticulo endoplasmatico mediante el agregado de CPA
30 uM en ausencia de calcio extracelular. A la izquierda se muestra un registro
representativo obtenido y a la derecha los valores individuales, alli se compara con
los obtenidos para el CI-GBI en condicién 0 Ca*" de la figura 4.7.4. * indica que
ambas poblaciones difieren significativamente entre si, a su vez la poblacién Post
CPA no difiere de cero (p<0,05).
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Dadas las evidencias que indican que la respuesta al bloqueo del canal Hvl es
dependiente del calcio del RE y que en los diferentes experimentos realizados las
células LTcongo mostraron respuestas de menor magnitud que las células T Jurkat,
estudiamos en forma comparativa la capacidad del reticulo para generar un aumento de
la concentracion de calcio citosdlica en ambos tipos celulares. Para ello se agreg6 al
medio extracelular CPA 30 uM, en ausencia de calcio extracelular, y se midi6 el valor
del pico de la respuesta obtenida. La figura 4.7.6 muestra registros representativos de

los experimentos en ambos tipos celulares (A y B) y los valores de las respuestas (C).
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Figura 4.7.6 Registros representativos de la respuesta en los niveles de calcio
intracitoplasmatico de células T Jurkat (A) y LTcontro1 N0 tumorales (B) al bloqueo
de la SERCA mediante CPA 30uM. Esta respuesta es indicativa de los depdsitos
de calcio en el reticulo endoplasmatico. En C se representan los valores de todas
las células evaluadas, siendo la linea negra la media de la poblacion y las lineas
grises el error. * indica diferencia significativa respecto a los LTontol (p<0,05).
Resultados de dos (Jurkat) y un (LT¢onto1) €Xperimento/s independiente/s.
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La diferencia en la liberacion de calcio del RE entre las células T Jurkat y los
linfocitos T normales se asemeja, en magnitud y signo, a la observada en ambos tipos
celulares ante el bloqueo del canal Hvl por CI-GBI (figura 4.7.3). Por lo tanto,
consideramos que la diferencia en los depdsitos del RE podria explicar, al menos en

parte, la desigualdad entre ambos tipos celulares al tratamiento con CI-GBI.
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Los resultados presentados en este trabajo muestran en primer lugar que las
células tumorales T Jurkat que se utilizaron para el estudio evocan corrientes ionicas de
H' con las propiedades distintivas de las corrientes mediadas por los canales Hvl
reportadas en la literatura [9], [43], [50]. Un aspecto particular del canal que lo
diferencia del resto de los canales voltaje operados es la lenta cinética de activacion
evidenciada en los valores de fau de activacion obtenidos en el rango de segundos, en
sintonia con lo observado por Schilling y col. para este tipo celular [43]. Corroboramos
que la cinética de activacion depende del voltaje de la membrana, de manera que a
mayor despolarizacion de la misma, la probabilidad de apertura del canal alcanza mas
rapidamente su valor estacionario. En cuanto a la conductancia macroscopica que posee
la membrana de estas células para el canal Hvl, la curva G/Gy.x vs Vm obtenida para
un ApH de 1,5 unidades, refleja que en esas condiciones la probabilidad de apertura del
canal depende del voltaje, y muestra que a partir de los -20 mV la membrana tiene una
conductancia significativa a los H" que aumenta con la despolarizacién y alcanza un
valor del 50 % de la maxima a los 15,1 mV (Vy;,). También se observa que la
dependencia de la corriente (y por ende de G) con el voltaje se modifica sensiblemente
por cambios en el gradiente de pH: a menor gradiente de pH es necesaria una mayor
despolarizacion de la membrana para obtener valores significativos de conductancia a
los H'. También esta propiedad coincide con la reportada para el canal Hv1 para este

tipo celular [43].

Por otro lado, demostramos que las corrientes de H', son inhibidas por Zn**
(considerado como el “gold standard’ para la identificacion del canal) y que
concentraciones equivalentes a 250 uM logran abolir las corrientes en nuestro modelo
celular, confirmando la identidad del canal. Respecto al CI-GBI (5-chloro-2-
guanidinobenzimidazol) que se postula como un bloqueante selectivo del canal y que no
habia sido reportado su efecto en las células T Jurkat, nuestros resultados indican que el
mismo efectivamente inhibe las corrientes de H' posiciondndolo entonces como una
herramienta relevante para evidenciar la funcion del canal en la regulacion del pH;. Con
el mismo propdsito, la evaluacion electrofisioldgica de los efectos de la difenhidramina
en células T Jurkat confirma que esta droga inhibe al canal al igual que lo reportado
recientemente en células BV12. Teniendo en cuenta que la difenhidramina (DPH) es un
conocido antagonista de los receptores de histamina evaluamos también si el efecto

sobre el canal Hv1l se encuentra relacionado con este hecho. Los resultados mostraron
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que la histamina no modifica las corrientes ni en su magnitud ni en su cinética, tampoco
la combinacion de histamina y DPH en iguales cantidades afecto la inhibicion producida
por DPH sola. Por lo tanto, sin ser categoricos, estos resultados sugieren poco probable
la relacion entre actividad histaminérgica y la inhibicion de corrientes de protones.
Recientemente Kim y col. [110] demostraron que la inhibicion por DPH no modifica el
potencial de reversion de la corriente, excluyendo la posibilidad de que el efecto sea
producto de la modificacion del pH; por las caracteristicas basicas de la DPH. Ambas

observaciones sugieren un efecto directo de la droga sobre el canal.

Si bien es escaso el conocimiento actual sobre las funciones fisiologicas del
canal Hv1, es 16gico pensar que la actividad de transporte de H' tendra un efecto sobre
el pH;. Se ha reportado que determinados estimulos (como PMA vy é4cido araquiddnico),
que han puesto en evidencia la funcién del canal Hv1, lo activan generando un eflujo de
H'. Sin embargo, esto no implica que en condiciones de reposo celular exista un eflujo a
través del canal. Es decir, no resulta obvio que el mismo sea determinante del pH; en
condiciones basales. En este sentido existen pocas publicaciones que sugieren que, en
células tumorales, el canal esté activo en condiciones de reposo. En particular, Wang y
col. han reportado la acidificacion de células metastasicas de neoplasias de mama
(MDA-MB-231) y colorrectales (SW620) posterior a la transfeccion con ARN de
interferencia contra el mensajero del canal Hv1 [247]-[249], asi como la acidificacion
de células provenientes de gliomas (SHG-44) ante el agregado de zinc [250]. En todos
los casos citados, en las lineas celulares de menor agresividad, que mostraban una
menor expresion del canal, no se observo acidificacion intracelular ante la inhibicion
(lineas MCF-7 de mama, SW480 colorrectales y U-251 de glioblastoma). Por otro lado
Ribeiro-Silva y col. han descripto que las células T98G, provenientes de glioblastomas
multiformes, se acidifican significativamente ante el agregado de ZnCl, al medio de
cultivo, pero s6lo en ausencia de sodio extracelular [251]. Estos datos muestran que
existe una variabilidad del impacto de la actividad del canal Hvl en el pH; basal segin
la linea celular en estudio. Ademas, en las mencionadas publicaciones no se informa el
tiempo de inhibicién del canal necesario para generar los efectos acidificantes, ni

tampoco el curso temporal de los cambios.

En este trabajo, demostramos que las células T Jurkat provenientes de una
leucemia humana se acidifican rapidamente cuando son tratadas en condiciones basales

con Zn*" o CI-GBI los cuales producen la inhibicion farmacoldgica del canal Hvl. El
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analisis del curso temporal del pH; pone en evidencia que la disminucion en el pH; basal
inducida por los inhibidores se manifiesta en tiempos comparables con los observados
para la inhibicion de la corriente idnica, lo cual apoya la hipotesis que el canal Hvl esta
involucrado en la regulacion del pH;. Ademas los datos indican que el canal también
participa en la capacidad de respuesta de la célula luego de una carga acida ya que la
velocidad de recuperacion del pH; disminuye en presencia de los inhibidores del canal.
La evaluacion de estas propiedades en ausencia de sodio extracelular nos permitio, en
un primer analisis, evaluar el rol del canal Hvl en la regulaciéon del pH; evitando la
actividad de otros transportadores dependientes de Na™ que podrian haber enmascarado
o compensado la inhibicion del canal. Posteriormente observamos los mismos
resultados en presencia de sodio extracelular, ratificando asi que efectivamente la
actividad del canal es determinante del pH; aun cuando otros transportadores de H' se
encuentran activos y participan también en el establecimiento de dicho parametro
celular. De hecho se puede ver que la caida en el pHi basal ante el bloqueo del canal
Hv1 en presencia de Na" es menor que en ausencia del mismo, también la velocidad de
recuperacion post agregado del acido propionico es mayor en los controles en presencia
de sodio. Ambos hechos sugieren que los transportadores que mueven equivalentes
4cidos junto con el Na' (probablemente del tipo NHE) tienen un peso importante en
determinar el pH; pero no alcanzan a suplir una deficiencia en la actividad del canal

Hvl1.

Los resultados de los ensayos de medicion del pH; luego de periodos
prolongados de incubacion con los inhibidores del canal complementan lo
recientemente mencionado y muestran que los tres inhibidores del canal Hv1 lograron
producir acidificacion intracelular a las 2 hs de tratamiento, la cual se mantiene a
tiempos mayores y se profundiza hacia las 48 hs. Estos ensayos nos permitieron poner a
prueba la existencia de respuestas compensatorias del pH; tanto en la actividad de las
estructuras reguladoras del pH;, como en el metabolismo glucolitico que genera el
incremento en la produccion de especies acidas en las cé€lulas tumorales. Para el caso
del Zn*" se observé una acidificacién mas pronunciada que la inducida por los otros
inhibidores a tiempos mas prolongados, la cual podria deberse a alteraciones en otros
procesos celulares reportadas para este cation [294]. Es interesante sefalar también que
en estos ensayos, las condiciones de cultivo permiten que la incubacién con las drogas

se realice en condiciones mas cercanas a las fisiologicas que aquellas utilizadas en las
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mediciones instantdneas. Particularmente en cultivo se usa un sistema buffer
CO,/HCOj5 el cual permite la actividad de sistemas de regulaciéon del pH; del tipo
NBC/CA cuya actividad podria estar limitada en las condiciones de los ensayos a
tiempos cortos. Ademas el medio de incubacidon posee una complejidad de sustratos

para la funcién celular que no estan presentes en las otras condiciones.

También observamos que la inhibicion del intercambiador NHE con EIPA, logro
producir acidificacion intracelular, incluso mds marcada que la inducida por la
inhibiciéon del canal Hvl. En concordancia con los resultados obtenidos a tiempos
cortos, estos indican que en el caso de las células T Jurkat las dos estructuras
reguladoras estudiadas son criticas para la homeostasis acido-base a tiempos
prolongados, no resultan redundantes y al menos durante 48 hs sus efectos sobre el pH;

no son compensados por otros mecanismos.

Por otro lado, el efecto del inhibidor selectivo CI-GBI produjo una leve
disminucién de los niveles de especies reactivas del oxigeno que si bien no resultd
estadisticamente significativa muestra una tendencia a ser menor que en condiciones
basales control. Dado que una de las funciones mas descriptas del canal es el
acoplamiento funcional a la NADPH oxidasa, este resultado podria ser indicativo de que
en las células T Jurkat existe una pobre produccion basal de ROS que se inhibe cuando
el Hvl disminuye su actividad debido al bloqueo farmacolégico. Este dato concuerda
con la idea de que en las células T, al no ser fagociticas, la relevancia de dicho
mecanismo no esta claramente establecida. Sin embargo, el comportamiento observado
ante el tratamiento con Zn>*, muestra un aumento en la produccién de ROS en forma
dependiente de la concentracion. Esto ultimo puede ser interpretado por el efecto de
ciertos metales de transicion, en los cuales se incluye el Zn*", que en altas
concentraciones catalizan la produccion de ROS mediante las llamadas reacciones

fenton [295].

En los mismos trabajos citados mas arriba que reportan una asociacion entre la
funcién del canal Hvl y el pH; en células tumorales, se muestra también que la
proliferacion celular se ve alterada. En el primero de ellos Wang y col. en 2012
reportaron que la transfeccion con siRNA para el canal Hvl en células MDA-MB-231
de cancer de mama altamente metastasico, redujo la viabilidad celular en cultivos 2D asi

como el crecimiento de tumores en xenografts murinos [248]. Luego, los mismos
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autores obtuvieron resultados similares tratando con Zn”>" células SHG-44, provenientes
de gliomas altamente metastdsicos [250]. Posteriormente, Ribeiro-Silva y col.
demostraron que el tratamiento con Zn®" de células de glioblastoma T98G lograba
incrementar el porcentaje de células que incorporaban ioduro de propidio, siendo esta la
primer evidencia que relaciona la inhibicion del canal con la muerte celular [251]. Si
bien Wang y col. mencionan la induccion de apoptosis en las células SHG-44, el ensayo
realizado de MTT (que evalia la actividad metabolica por la actividad de
oxidoreductasas dependientes de NAD(P)H) no permite discernir entre una merma en el
crecimiento celular (por e¢j. arresto en el ciclo celular) de los diversos procesos de

muerte celular.

Nuestro trabajo presenta la primera evidencia de que la inhibicion del canal Hvl
y la acidificacion que esto produce, puede asociarse a la inducciéon de apoptosis en
células tumorales. Los resultados muestran que la acidificacion por inhibicion del canal
se produce en forma inmediata y se mantiene en el tiempo que dura el proceso de
apoptosis y posterior necrosis. Con los tres inhibidores observamos que a las 2 hs ya
existe un porcentaje importante de células en proceso de apoptosis que en general
deviene en necrosis a las 48 hs. Por lo tanto es posible especular en que la acidificacion
producida por la inhibicion del canal es un evento temprano que inicia el proceso. En
este sentido los resultados obtenidos en esta tesis con el antagonista de los receptores
H1, difenhidramina, fortalecen esta idea estableciendo un vinculo entre Ias
observaciones de induccion de apoptosis en células T Jurkat por parte de difenhidramina
(Jangi y col.) con aquellas donde esta droga inhibe el canal Hv1 en células BV12 (Song
y col.). Nuestros resultados muestran que en las células T Jurkat el mencionado
antihistaminico produce la inhibicion del canal, una consecuente acidificacion
intracelular y la induccion de apoptosis, todos efectos observados a las mismas
concentraciones utilizadas por Jangi y col. A pesar de que estas observaciones fueron
reproducidas con diversos antihistaminicos, los mismos autores plantearon evidencias
que contradicen la idea de que el efecto sea debido a la interaccioén con el receptor H1
ya que estos efectos permanecieron inalterados por la presencia de histamina, el
tratamiento con o-fluorometilhistidina o la abolicion de la expresion del receptor HI. Si
bien esto no significa una prueba irrefutable de que el canal Hv1 sea la estructura blanco

que explique la apoptosis inducida por difenhidramina, nuestra hipdtesis de que la
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acidificacion generada por la inhibicion del canal Hvl podria ser un evento temprano

pro-apoptotico brinda una explicacion para las observaciones de Jangi y col.

De acuerdo con esta idea vimos que la inhibicion del intercambiador NHEI
genera acidificacion intracelular y también altera la proliferacion celular en las células T
Jurkat. En este caso generando un alto grado de muerte, que en las condiciones

evaluadas sugiere un mecanismo necrético en vez de apoptotico.

Como se describid en la seccidon 1.3.4 de la introduccidon, existe una serie de
evidencias que demuestran como diversas estructuras que desencadenan y ejecutan la
apoptosis funcionan mas eficientemente en condiciones acidas (caspasas, nucleasas,
etc.). Sin embargo, las observaciones que describen el descenso del pH; luego de un
estimulo pro-apoptdtico no necesariamente explican los eventos que ocurren cuando la
acidificacion en si es el estimulo apoptotico. Este planteo deriva en el interrogante de
(qué estructura celular es la responsable de integrar un bajo pH; como una sefal de
noxa? Dada la amplia variedad de estructuras afectadas por un cambio en tal parametro,
se puede esperar que la respuesta implique una complejidad considerable. Por otro lado,
el hecho que la inhibicién del canal Hvl y del intercambiador NHE1 derivan en la
muerte celular por vias distintas (apoptosis y necrosis, respectivamente), nos hace
preguntarnos si esto se debe a las diferencias en la magnitud y cinética de acidificacion
observadas o debido a mecanismos de integracion de sefiales especificos para cada

estructura involucrada.

Si bien la hipotesis de trabajo tiene en cuenta el efecto Warburg que se
desarrolla en las células tumorales, donde, un alto metabolismo glucolitico genera una
gran cantidad de especies acidas que necesitan ser extruidas para evitar la muerte
celular; los ensayos realizados con los inhibidores del canal Hvl en células PBMC
normales mostraron que la inhibicién del canal produce muerte de los linfocitos T
(CD3+). El tratamiento con los inhibidores produjo un claro efecto necrotico en la
poblacion de células CD3+ a concentracion similares a las que producen apoptosis en
las células tumorales T Jurkat. Sin embargo en el resto de las poblaciones (células CD3-
, mayoritariamente linfocitos B) no se observaron cambios. Este resultado muestra en
primer lugar que en las células PBMC el efecto inductor de muerte celular es selectivo
ya que afecta solo a los linfocitos T y en segundo lugar de la comparacion de este

efecto con el observado en las células T tumorales surge que las vias por las cuales se
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produce la muerte celular son diferentes. Tanto la expresion como la funciéon y
regulacion del canal podrian considerarse para el planteo de nuevas hipotesis que
permitan explicar estas diferencias. Tal como se mencion6 en la introduccidn, se ha
reportado que el canal Hvl se expresa en todas las células del sistema inmune pero que
el nivel de expresion es variable entre las mismas. En particular su expresion es menor
en linfocitos T normales que en linfocitos B y que en células tumorales Jurkat, en
funcién de este dato esperdbamos que la menor expresion del canal reportada para los
linfocitos T normales resultase en un menor efecto de muerte. Sin embargo, el resultado
fue el contrario, la poblacion CD3+ normal luego de 17 hs de incubacidon con los
diferentes inhibidores del canal, presenta un alto porcentaje de muerte celular por
necrosis. A raiz de estos resultados pensamos que el canal podria tener una relevancia
notable en la homeostasis acido-base de células T normales pese a su baja expresion,
dando su bloqueo una disminucién en el pH; suficiente para ser una seiial de dano.
Tanto la acidificacion como la susceptibilidad a la misma, resultarian particularidades
de las células CD3+ frente a las células B, las cuales pese a contar con una mayor
dotacion de canales Hvl no sufren muerte alguna; esto implicaria que la funcion del
canal es prescindible para la regulacion del pH; de las mismas. En estas células ya ha
sido descripta en detalle la funcion del canal en la activacion por BCR, mientras que en

los linfocitos T la funcidn del canal no cuenta con estudio alguno.

Otro aspecto poco explorado en este tipo celular, y analizado en este trabajo se
relaciona con los efectos que produce la acidificacion intracelular sobre la
concentracion de Ca®" citosolica; especialmente teniendo en cuenta que su variacion es
importante en la sefalizacion de los procesos de proliferacion y muerte celular. Los
ensayos realizados muestran que tanto en los linfocitos T normales (CD3+) como en las
células T tumorales Jurkat, la inhibicion del canal Hv1 por CI-GBI produce un aumento
del calcio intracelular, aproximadamente 5 veces mayor en las células T Jurkat que en
los linfocitos normales CD3+. Ademads, en ambos tipos celulares el incremento en la
[Ca®]; se produce en forma independiente de la presencia de calcio extracelular,
sugiriendo que el calcio podria ser liberado desde los depdsitos intracelulares. Esta
posibilidad se corrobord en las células T Jurkat, en las cuales no se produjo el
mencionado aumento cuando previamente se vacio el reticulo endopldsmico con un
estimulo con CPA. La respuesta al CPA nos brindé también una estimacion del

contenido de calcio del RE en ambos tipos celulares, observando que la respuesta de las
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células T Jurkat fue 7 veces mayor respecto de los linfocitos CD3+ sugiriendo que en la
células Jurkat los depositos de calcio reticulares constituyen una fuente de calcio mas
potente que en los linfocitos CD3+, lo cual puede explicar la diferencia observada ante

el tratamiento con Cl-GBI.

En base a estos resultados podriamos especular que la acidificacion generada por
el bloqueo del Hvl induce un aumento en la liberacion basal de Ca”" por el reticulo o
alternativamente una inhibicion de la bomba Ca*'-ATPasa (SERCA); ambos
mecanismos tendrian como consecuencia el aumento del calcio citosdlico. Respecto al
posible aumento en la liberacion basal de calcio, tanto para el receptor de inositol
trifosfato (RIP3) como para los receptores de rianodina (RyR), dos estructuras
fundamentales en la liberacion de calcio del reticulo, se ha reportado que modifican la
afinidad por el ligando en funcion del pH citoplasmatico [296], [297]. En ambos casos
se ha descripto que la afinidad por el ligando aumenta a pHs mads alcalinos, lo cual hace
improbable la hipotesis de que el aumento observado en respuesta a la acidificacion que
produce el CI-GBI sea a través de este mecanismo. Por otro lado Lytton y col. han
descripto en sistemas de expresion heterdloga, que la actividad de las tres principales
isoformas de las Ca**-ATPasas del reticulo (SERCA) es dependiente del pH [282]. Las
isoformas 1 y 2 presentan un rango de actividad maxima a pHs entre 6,5 y 7,0, por lo
que su actividad decaeré a valores ligeramente alcalinos por encima de 7,0 o a valores
acidos por debajo de 6,5. Sin embargo, la isoforma 3 exhibe un corrimiento de la
relacion actividad-pH hacia valores mas alcalinos, mostrando una actividad maxima a
un valor de pH cercano a 7,3, decae a valores menores de 7,3 alcanzando una actividad
de aproximadamente 40% de la mdxima actividad a valores acidos (6,5). Esta propiedad
sugiere que la isoforma 3 sea el blanco responsable de los efectos observados. En
células del sistema inmune y en modelos celulares de leucemias linfoblasticas agudas de
células T (células MOLT-4 y Jurkat [298]) la expresion de la SERCA3 es predominante.
De esta manera la acidificacion inducida por el bloqueo del canal Hvl podria restringir
la actividad de la SERCA3, disminuyendo la recaptacion de Ca®" citosélico y derivando

en un aumento de la [Ca™'];

. Este planteo concuerda con datos bibliograficos que
muestran células T Jurkat cultivadas en medios suplementados con biotina producen
una menor expresion de la SERCA3 generando un aumento significativo de los niveles
de calcio intracelular respecto a las células control [299]. No obstante, segun Lytton y

col. seria necesario alcanzar valores de pH marcadamente acidos para lograr disminuir
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considerablemente la actividad de la SERCA3 valores que segiin nuestras mediciones
no se alcanzan en la escala de tiempo en la que se monitorean los niveles de calcio. De
cualquier manera hay que tener en cuenta que las mediciones del pH evaluan el valor de
la célula en general, lo cual no implica que la vecindad del canal Hvl no presente
valores mas acidos que la media ante el bloqueo; de existir una proximidad intracelular
entre la membrana plasmatica (canal Hvl) y el RE (SERCA3) la hipdtesis mantiene el

sentido original.

Mas alla de los origenes del incremento observado en la [Ca®]; ante el bloqueo
del canal Hv1, resulta natural preguntarse acerca de las consecuencias de tal aumento en
la biologia de la célula. A pesar de que es dificil poder obtener una respuesta sin mas
informacion que la aqui presentada, es licito pensar que tal aumento pueda jugar un rol
en la induccién de la apoptosis. Si bien aumentos en el calcio intracelular forman parte
de la sefializacion de estimulos proliferativos estos son de naturaleza transitorios,
mientras que aumentos permanentes son asociados al inicio de la apoptosis [278]. Por
ende, para responder estos interrogantes, seria necesario continuar con otros ensayos
que nos permitan conocer cual es la evolucién de los niveles de [Ca*']; en una escala de

tiempo mayor a la presentada.
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El presente trabajo de tesis doctoral constituye un aporte que permite vincular el
conocimiento electrofisiologico del canal de protones Hvl, con funciones celulares de
células T tanto tumorales como normales. Los resultados presentados muestran que el
rol del canal excede su bien descripta asistencia al complejo NADPH oxidasa durante la
produccion de especies reactivas del oxigeno, mostrando que en las células T Jurkat es

un actor indispensable de su homeostasis acido-base.

Se puso en evidencia que los bloqueantes del canal producen la acidificacion
intracelular en una escala de tiempo equivalente a la manifiestacion electrofisiologica de
su inhibicidn. Si bien en las mencionadas células es evidente una notoria actividad de
otros transportadores de protones, los mismos no son capaces de suplir una merma en la
actividad del canal Hvl, siendo asi tanto a tiempos cortos como durante periodos
prolongados de inhibicion. Esto muestra que los mecanismos que regulan el pH

intracelular de las células T Jurkat no son plenamente redundantes.

En correlacion al efecto acidificante se pudo comprobar la induccién de
apoptosis por parte de los tres inhibidores del canal Hvl ensayados, lo cual resultd
evidente tanto por la exposicion temprana de fosfatidilserina en la membrana externa de
las células como en la pérdida de ADN. Estas pruebas constituyen las primeras
evidencias que relacionan la inhibicion del canal Hvl con la muerte celular por
apoptosis. En contraposicion a lo esperado segun la hipotesis inicial, la induccion de
muerte también se produjo en células T provenientes de sangre periférica. En estas
células no se considera a-priori un metabolismo glucolitico que genere una
sobreproduccion de especies acidas que impliquen una amenaza para la sobrevida
celular, por lo que el fenomeno de necrosis observado representa un punto que requerira
mayor estudio. Este hecho adquiere particular interés a futuro dado que el efecto fue
selectivo de los linfocitos T, sin que las células B se vieran afectadas, esto podria ser de

importancia mas alla de la patologia tumoral.

Otro hecho manifestado en este trabajo de tesis es la interrelaciéon de la
homeostasis acido-base de células T con la dindmica del calcio intracelular. Aqui el
bloqueo del canal mostré ser suficiente para incrementar los niveles de dicho i6n a partir
de su liberacion de los depositos reticulares. Esto nos incita a seguir indagando en las
consecuencias de dicho aumento y sobre la relacion espacial entre el canal Hvl y el

reticulo endoplasmico.
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Finalmente, podemos concluir en que la inhibicion de los canales Hv1 constituye
un potencial mecanismo pro-apoptotico en células leucémicas que podria sumarse a la
estrategia farmacologica ya planteada en el campo de la oncologia experimental para

N
otras estructuras celulares extrusoras de H'.
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