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1. ABREVIATURAS

0 BAPTA-AM: 1,2-bis-(0-aminofenoxi) -etano-N,N,N",N"-acido tetraacético tetra-
(acetoximetil) Ester.

o BCECF- AM: 2°,7"-bis-(2-carboxietil)-5-(y-6)-carboxifluoreceina, acetoximetil ester.
o DAG: Diacilglicerol.

o DMSO: Dimetilsulfoxido.

o EGTA: Etileneglicol-bis-(B-aminoetil)-N,N,N",N"-acido tetraacético.

o FURA-2AM: 1-(2-(5-carboxioxazol-2-il)-6aminobenzofuran-50xi)-2-(2"-amino-

5"-metilfenoxi)-etano-N,N,N",N"-acido tetraacético, pentaacetoximetil ester.
0 HBSS: Solucion salina balanceada de Hank's.
o IP3: Inositol 1, 4, 5-trifosfato.
o0 MAP gquinasa: Proteinas quinasas activadas por mitdégeno.
o NHE: Intercambiador Na*/ H".
o PAF: Factor activante plaquetario.
0 PKC: Proteina quinasa C.
o0 PLC: Fosfolipasa C.
o PMA: Forbol 12-miristato 13-acetato.

0 SOD: Superoxido dismutasa.



2. RESUMEN

Los neutrofilos cumplen un rol fundamental en los procesos inflamatorios e
infecciones bacterianas mediante la generacion de radicales superoxido, que ayudan a
la destruccion de los patdgenos. Una de las sustancias que regulan la actividad del
neutroéfilo es el factor activante plaquetario (PAF), que causa alcalinizacion intracelular
precedida por un periodo leve y transitorio de acidificacion intracelular. En el presente
trabajo se evalué el rol del calcio intracelular sobre cambios de pH intracelular y la
produccion de superéxido en neutréfilos de bovino, inducidos por PAF.

Para el estudio se utilizaron neutrofilos de bovino. La determinacion de calcio y
pH intracelular, se realizo por técnicas fluorimétricas, utilizando las sondas FURA-2AM y
BCECF-AM, respectivamente. Para la medicion de superoxido se utilizé el método de
citocromo C reductasa en microplaca.

La movilizacidon de calcio inducida por PAF fue reducida por EGTA o0 BAPTA-AM
y completamente bloqueada cuando se usé EGTA mas BAPTA-AM. La inhibicién de la
entrada de calcio redujo la alcalinizacion inducida por PAF. La produccion de
superoxido fue inhibida por G66850, EGTA, BAPTA-AM y EGTA+BAPTA-AM, no asi
con SB203580, LY294002 y UO126.

Los resultados sugieren que el aumento de calcio intracelular en neutrofilos de
bovino es mayoritariamente debido a la entrada de calcio externo, y que este participa
en el aumento de pH inducido por PAF. Por otro lado, PAF activaria la produccion de
superoxido a través de una via dependiente de PKC, que no seria controlada por PI3K,

ERK1/2 o p38.



3. SUMMARY

The neutrophils fulfill a fundamental role in the inflammatory processes and
bacterial infections by means of the generation of superoxide radical, which help the
destruction of pathogen. One of the substances that regulates the activity of neutrophils
is the platelet-activating factor (PAF) that causes intracellular alkalinization preceded by
a light and transitory period of intracellular acidification. The present work evaluated the
role of intracellular calcium on changes of intracellular pH and superoxide production in
neutrophils of bovine, induced by PAF.

For the study bovine neutrophils was used. The determination of calcium and
intracellular pH, were carried by fluorescence, using FURA-2AM probes and BCECF-
AM, respectively. For the measurement of superoxide the method of citocrome C
reductase in microplate was used.

The mobilization of calcium induced by PAF was reduced by EGTA or BAPTA-AM
and totally blocked when EGTA was used BAPTA-AM. The inhibition of the entry of
calcium reduced the alkalinization induced by PAF. The superoxide production was
inhibited by G06850, EGTA, BAPTA-AM and EGTA+BAPTA-AM, but not with
SB203580, LY294002 and UO126.

The results suggest that the increase of calcium intracellular in neutrophils of
bovine is for the most part due to the entry of external calcium, and participates in the
pH increase induced by PAF. On the other hand, PAF seems to activate the superoxide
production through a dependent pathway of PKC, and would not be controlled by PI3K,

ERK1/2 or p38.



4. INTRODUCCION

4.1 NEUTROFILOS.

El sistema inmune humano, y de los vertebrados en general, consiste en varios
organos Yy distintos tipos de células, qué le permiten al organismo distinguir lo propio y
eliminar lo extrafio. Las células del sistema inmune incluyen distintas células
fagociticas, organizada en los tejidos linfoides. En los mamiferos existen dos tipos de
glébulos blancos que son considerados profesionales al fagocitar eficientemente: los
macrofagos y los neutréfilos (Edwards, 1994). El neutrofilo polimorfonuclear es el
principal tipo celular en el sistema mieloide. Este es formado en la médula 6ésea y migra
al torrente sanguineo, donde permanece por aproximadamente 12 horas antes de llegar
a los tejidos. Su vida media es de unos pocos dias. (Tizard, 1982). La gran cantidad de
ellos que debe ser producida diariamente, indica la importancia de estas células en la

proteccion del huésped contra infecciones.

Los neutréfilos juegan un rol esencial en la defensa del huésped y representan una
de las primeras lineas de defensa en contra de los microorganismos potencialmente
dafinos (Kaneko y col., 1997; Smith, 1994; Swain y col., 1998). Estas células no se
dividen ni se diferencian significativamente una vez que penetran en los tejidos, esto les
permite ahorrar energia y tiempo en la diferenciacion, de esta forma siempre estan

preparados para ejercer su funcion. (Edwards, 1994).



El mecanismo bactericida que utilizan consiste en la fagocitosis de patdgenos,
generacion de radicales superéxido, y descarga de proteinas bactericidas al fagosoma
(Babior, 1999; Bokoch, 1995). La produccion de superoxido por NADPH oxidasa es

esencial para las propiedades bactericidas del neutréfilo (Yamamori y col., 2000).

La fagocitosis es el proceso que reconoce a los agentes infecciosos y los envuelve,
separandolos del tejido normal. Una etapa inicial de la fagocitosis es el reconocimiento,
por parte de la célula fagocitica, de la particula a ser fagocitada. Para ello las células
fagociticas poseen 2 grupos de receptores, capaces de reconocer: ligandos propios de
los organismos o células a fagocitar (p.e. receptor de manosa) y moléculas que se han
unido a ellas y que favorecen la fagocitosis: opsoninas, (Receptores de fragmento Fc de
IgG (FcyR) e IgA (FcaR) unido a un dimero de cadena vy, los receptores de

complemento y otros receptores) (de Haas y col., 1995; Witthaut y col., 1994).

4.2. FACTOR ACTIVANTE PLAQUETARIO.

PAF esta intimamente implicado en el proceso de inflamacion aguda y cronica,
produciendo agregacion de polimorfonucleares (Edwards, 1994), liberacion de
leucotrienos y enzimas lisosomicas, generacion de superoxido (Goodman y Gilman,
1996), hipotension, broncoconstriccion y aumento de la permeabilidad vascular

(Edwards, 1994).
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Figura 1. Estructura del factor activante plaquetario (PAF). PAF corresponde a 1-O-

alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina. (N =11 a 17)

Henson en 1971, demostré que los leucocitos secretaban un factor soluble que
generaba agregacion plaquetaria. Otros investigadores confirmaron las observaciones
mencionadas y lo llamaron factor activante plaquetario (Platelet-activating factor o PAF).
PAF corresponde a 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina (Fig. 1) y su precursor es
1-O-alquil-2-acil-glicerofosfocolina, lipido que se encuentra en gran concentracion en

membranas de varios tipos de células (Goodman y Gilman, 1996; Prescott y col., 2000).

PAF es sintetizado a partir de dicho sustrato en dos fases. La primera comprende
la accion de la fosfolipasa A, con la formacion de liso-PAF y un acido graso libre (acido
araquidonico). En algunas células como los neutrdfilos, esta reaccion es una fuente
importante de acido araquidonico, el cual es metabolizado hasta dar prostaglandinas y
leucotrienos. En una segunda etapa, liso-PAF es acetilado por acetil-CoA para formar
PAF (Fig.2). La sintesis de PAF puede ser estimulada durante las reacciones antigeno-
anticuerpo o por otras sustancias como agentes quimiotacticos, trombina, colageno y

autocoides (Goodman y Gilman, 1996).
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Figura 2. Sintesis y degradacion del factor activante plaquetario (PAF).

Los receptores de PAF han sido encontrados en varias células y tejidos, como
plaguetas humanas, de conejo y perro, neutréfilos humanos, células musculares lisas
de cobayo, tejido hepatico humano, células diferenciadas de leucemia humana,
leucocitos mononucleares periféricos humanos, cerebro, células de Kipffer y membrana
plasmatica de higado de rata (Snyder, 1990). Estudios en neutréfilos de bovinos,
indicaron que estas células expresan sélo un tipo de receptor de PAF, y es probable

que este receptor esta envuelto en los procesos inflamatorias (Burgos y col, 2004).
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En la actividad inflamatoria de los PMN modulada por PAF, el primer paso es la
interaccion de este con un receptor especifico de 7 dominios transmembrana, lo cual
luego activa la proteina G heterotrimérica activando sefales intracelulares y generando
segundos mensajeros que activan la enzima intracelular fosfolipasa C (PLC)-gamma
encontrada en la gran mayoria de las células mamiferas que estimula la formacion de
diacilglicerol (DAG) vy inositol trifosfato (IPs) que induce la elevacién de [Ca?']; por la
liberacién de calcio desde los depdsitos intracelulares al citoplasma. El efecto neto de la
activacion de la enzima PLC-gamma es la fosforilacion proteinica intracelular. (Chao y
Olson, 1993; Ishii y Shimizu, 2000). Los niveles de Ca®" intra y extracelular regulan la
biosintesis y liberacién de PAF. Los aumentos en el Ca** intracelular puede permitir la
sintesis de PAF (pero no la liberacién), mientras que el aumento de Ca*" extracelular
puede permitir la sintesis y liberacion de una manera dosis-dependiente (Edwards,

1994).

4.3 CALCIO.

El calcio como mensajero intracelular en los procesos de comunicacion celular,
es uno de los mas ubicuos y con mayor protagonismo en los procesos de regulacion

celular.

A pesar de que las células se encuentran sumergidas en elevadas
concentraciones de calcio, los niveles del cation que se encuentran en el citosol en

forma libre son extremadamente bajos: hay 10000 veces mas calcio en el exterior
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(10° M) y en el reticulo endoplasmatico (ER) que en el interior celular (107 M). A este
elevado gradiente quimico se suma el hecho de que el calcio, cargado positivamente,
es atraido hacia el interior celular por el ambiente eléctrico negativo que alli predomina.
(Flérez, 1997). Cuando una sefial abre transitoriamente los canales de calcio en alguna
de estas dos membranas (plasmatica o ER), el calcio fluye principalmente al citosol,
incrementando dramaticamente la concentracion local de calcio y activando

mecanismos celulares sensibles a calcio.

La entrada de calcio dentro de las células es mostrado en la figura 3 donde
muchos agonistas (p.e. PAF) unen a receptores acoplados a proteina G o Tirosina
quinasa. Este activa un fosfoinositol especifico a través de Fosfolipasa C (PLC), con
formacion de Diacilglicerol (DAG) y Inositol 1,4,5-trifosfato, pequefia molécula
hidrosoluble (Ins(1,4,5)P3; o IP3) que se origina de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (Ptdins
4,5) P,) (Edwards, 1994). Ins(1,4,5)P3 difunde rapidamente por todo el citosol y se une
al receptor de Ins(1,4,5)P3 (Ins(1,4,5)P3R) en la membrana del reticulo endoplasmatico
similar a los canales de liberacion de calcio (receptores de rianodina del reticulo
sarcoplasmico de las células musculares, que desencadena el proceso de contraccion
muscular, que tiene cuatro residuos de cisteina y es un tetramero de 4 subunidades),
con estimulacion de la liberacién de calcio desde los depdsitos internos, regulado por
retroalimentacion positiva, permitiendo que el calcio liberado puede unirse a los
canales, incrementando aun mas la liberacion. Ins(1,4,5)P3; es metabolizado a Inositol
1,4-bifosfato (Ins(1,4)P-) por 5 fosfatasa (Ins(1,4)P>), o a Inositol 1,3,4,5-tetraquisfosfato

(Ins(1,3,4,5)P,4) por 3"quinasa sensible a calcio. Sobre la liberacién de calcio hacia el



14

exterior este es regulado por: canales operados por depdsitos (SOCC), canales
operados por voltaje (VOCC) y canales operados por un receptor (ROCC) (Berridge y

col., 2000).

Agonista Membrana plasmatica

Pldins{4,5)P, o O 0O

Ins(1.3,4.5)7, /
§ Ins(1.4,5)P4

Ca2+

Figura 3. Resumen de la generacion de calcio por vias mediadas por receptor. La
entrada de calcio dentro de las células es controlado por varios mecanismos,

incluyendo los canales operados por voltaje (VOCC), canales operados por un receptor
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que abre en respuesta a un ligando extracelular (ROCC), y canales operados por
depositos que abren después del vaciamiento de los depdsitos de calcio interno

(SOCC).

Varias lineas de evidencia independiente apuntan a un rol del Ca®*" en la
activacion de la NADPH oxidasa por algunos agonistas: Aumento de los niveles de Ca?*
intracelular a menudo anteceden a la activacion de oxidantes (Granfeldt y col., 2002).
La activacion de la oxidasa por agonistas tales como PMA ocurre en ausencia de
aumentos de Ca®" intracelular. Asi DAG es generado en cantidades suficientemente
altas para activar la proteina quinasa C, y a la oxidasa (Karlsson y col., 2000). Por esto,
se sugiere que el aumento de Ca®' intracelular no es requerido directamente para
activar el estallido respiratorio, pero estaria involucrado en la activacion de enzimas o

procesos requeridos para la activacion de oxidasa (Edwards, 1994).

4.4 pHINTRACELULAR.

El pH intracelular afecta las funciones del neutrdéfilo, aunque su regulaciéon no
esta completamente entendida. El balance entre el proton cargado en el citosol y su
expulsion es importante porque puede influir en las funciones del neutrofilo (Coakley y

col., 2002).

Cuando el neutrofilo normal es activado con PMA se produce un cambio bifasico

en el pHgp con una pequefia acidificacion inicial seguida de una recuperacion
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prolongada del pHg, ocasionalmente excediendo los niveles alcalinos. Un
intercambiador que cambia Na* extracelular por H* intracelulares juega un rol esencial
en la regulacion del pHg en la mayoria de las células mamiferas (Nanda y col., 1992).
En el caso de PAF este es conocido por causar cambios en el pH en los
microambientes dentro y fuera de las células polimorfonucleares (PMN) (Naccache y
col., 1986; Gronert y col., 1998). En particular, la alcalinizacion a sido relacionada a
quimiotaxis, degranulaciéon y generacion de radicales libres. (Simchowitz, 1985;
Simchowitz y Cragoe, 1986; Wright y col., 1988; Gewirtz y col., 1998) y es dependiente

de NADPH oxidasa (Grinstein y col., 1986).

El exceso de protones generados por la reaccion 20, + H' + NADP’,
dependiente de la activacion de NADPH oxidasa, produce una acidificacion intracelular
transitoria. Esta es revertida principalmente por la activaciéon de un intercambiador de
Na*/H" (NHE), hasta generar una alcalinizacion intracelular (Putney y col., 2002). La
acidificacion extracelular y alcalinizacion intracelular son claves en el proceso de
quimiotaxis, aumentan la vida media del neutrofilo, favorecen la liberacion de
superoxido, y de metabolitos derivados de lipoxigenasa, lo que finalmente ayuda a
intensificar la respuesta inflamatoria aguda El flujo de protones en la membrana
plasmatica esta regulado por varias familias de intercambiadores de iones, incluyendo

los intercambiadores Na*/H" (NHESs) (Putney y col., 2002).
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4.5. NHE, INTERCAMBIADOR Na*/H".

Los intercambiadores Na'/H* (NHESs), son una familia de proteinas que regulan el
flujo de protones en la membrana plasmatica. Se han identificado hasta ahora, seis
miembros de la familia NHE. NHE1, NHE2, NHE3, NHE4 y NHE5 que comparten
aproximadamente del 34 al 60% de su identidad aminoacidica. NHE1 juega un rol
importante en el pH intracelular y homeostasis, su actividad esta regulada por diversas
clases de receptores de superficie celular, incluyendo receptor tirosina quinasa,
receptores acoplados a proteina G, y receptores integrina (Krump y col., 1997; Putney y

col., 2002).

En cambio, NHE2, NHE3, NHE4 y NHES5 tienen una distribucion en los tejidos
mas limitada y tienen una funcién mas especializada. NHE2 y NHE4 son expresadas
predominantemente en el riidn y tracto gastrointestinal, donde Unicamente se
encuentra funciéon de NHE2 primariamente en la reabsorcion de sodio, y puede actuar
en coordinacion con NHE4, promoviendo la osmoregulacion renal de células medulares.
NHE3 esta especificamente apuntada para la membrana apical del epitelio tubular renal
proximal y el borde cepillo del epitelio intestinal maduro (Putney y col., 2002). En el
rindn, NHE3 es importante en la reabsorcion de Na“ y HCOs', lo cual constribuye
significativamente para mantener la osmolaridad sanguinea y el balance acido base.
NHES es expresada predominantemente en el cerebro y se piensa es importante en la
regulacion del pHg en neuronas. El mas reciente miembro de la familia NHE

identificado, NHEG6, es el mas divergente en secuencia, compartiendo solo el 20% de
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identidad con las otras isoformas. NHE6 se localiza exclusivamente en la mitocondria,
con una gran expresion en tejidos metabdlicos, tales como corazén, cerebro y musculo
esquelético (Haworth y col., 2003; Putney y col., 2002).

Distintos factores quimiotacticos pueden activar el intercambiador Na'/H*
sensible a amilorida (NHE), COMO N-formilmetionina-leucil-fenilalanina (fMLP), LTB4 y

Cba (Simchowitz, 1985).

4.6 PRODUCCION DE SUPEROXIDO Y NADPH

Una vez fagocitados los microorganismos, éstos son destruidos por mecanismos
dependientes e independientes del oxigeno, también denominados mecanismos
oxidativos (HOCI, H,0,, O,, etc.) y no oxidativos (pH &cido, lisozima, lactoferrina,
defensinas, etc.), respectivamente. En 1960 se propuso y se demostro
experimentalmente que H,O, fue generado durante la fagocitosis; por lo tanto, esto
sugirid que el estallido respiratorio era requerido para la generacion de metabolitos
derivados del oxigeno, involucrados en la destruccion de patdégenos. Se calculo que
todo el oxigeno extra consumido durante el estallido respiratorio era convertido a 0,, y
después convertido a H,O,, importante en la destruccion de patdégenos (Edwards,
1994).

Durante la fagocitosis, proceso dependiente de energia, se produce un aumento
del consumo de oxigeno que depende de la oxidacion de la glucosa y de la produccion

de metabolitos del oxigeno. La generacion de estos ultimos se debe a la activacion de
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NADPH oxidasa, que al oxidar NADPH reduce el oxigeno molecular a ién superoxido

(O2), el que se convierte en peréxido de hidrogeno (H.0,) (Edwards, 1994) (Fig. 4).

NADPH oxidasa SOD
O, > O,y ———p» H,0,
NADPH NADP’ 2H 0O,

Figura 4. Mecanismos microbicidas oxidativos. Una oxidasa cataliza la reduccion
de oxigeno a i6n superoxido. El O, es transformado a H,O, y O, por la superéxido

dismutasa (SOD).

La oxidasa dependiente de NADPH, es una enzima de mdultiples componentes
que consiste en al menos dos proteinas de membrana (de dos tipos de granulos:
vesiculas secretoras y granulos secundarios) y tres proteinas citosélicas, cuando la
célula esta en reposo (Dahlgren y col., 1999). EI componente de membrana es un
heterodimero formado por una proteina de 91 kDa (gp91phox) y una proteina de 22
kDa (p22phox). Estas proteinas, junto con flavin adenin dinucleétido (FAD) forman un
flavocitocromo denominado citocromo bssg. Adicionalmente en la membrana participa
una proteina de unién de nucledtidos de guanina denominado rap 1. La subunidad de
91 kDa presenta el sitio de union para el NADPH. Ambas subunidades presentan
grupos HEME. ElI componente citoplasmético esta formado por tres proteinas
independientes: p40phox, p47phox y p67phox. Ademas participa otra proteina de unién
de nucledtidos de guanina, rac 2; en reposo una GDP y cuando la célula es activada

une GTP. En células en reposo, la oxidasa inactiva y sus componentes permanecen
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separados entre la membrana y el citosol. Cuando se exponen los neutréfilos a
estimulos apropiados la NADPH oxidasa es activada por asociacion de estos
componentes en la membrana plasmatica seguida por producciéon de superéxido

(Inanami y col. 1998) (Fig. 5).

NADPH oxidasa

Membrana

Activacion

|

Figura 5. NADPH oxidasa. La oxidasa dependiente NADPH esta formada por proteinas

de membrana (gp91phoxy p22phox), unidas a flavin adenin dinucleotido (FAD) y a
proteinas citosélicas (p40phox, p47phox, p67phox y Rac 2). Estas ultimas se translocan

a la membrana cuando el neutrofilo es activado.

Las vias de sefalizacion p38, ERK1/2 MAPK y PI3K participan en la activacion
de la NADPH oxidasa con produccion de superoxido y en la fagocitosis, mientras que la
PKC solo participa en la activacion de la NADPH oxidasa en neutréfilos de bovino

(Yamamori y col., 2000).
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4.7 HIPOTESIS DE TRABAJO.

El aumento de calcio intracelular en neutréfilos de bovino, inducido por PAF,
genera aumento de pH intracelular y a su vez esta relacionado con la produccion de

superoxido.

4.8 OBJETIVO GENERAL.

Demostrar la participacion de calcio en el aumento de pH y su relacion con la

generacion de superoxido en neutréfilos de bovino, inducido por PAF.

4.9 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

4.9.1 Evaluar el rol del calcio intracelular en los cambios de pH inducido por PAF.

4.9.2 Evaluar el rol de PKC en el aumento de superéxido inducido por PAF.

4.9.3 Evaluar el rol de PI3K en el aumento de superéxido inducido por PAF.

4.9.4 Evaluar el rol de MEK1/2 en el aumento de superoxido inducido por PAF.

4.9.5 Evaluar el rol de MAPK p38 en el aumento de superdxido inducido por PAF.

4.9.6 Evaluar el rol del calcio intracelular en el aumento de superéxido inducido

por PAF.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIALES.

5.1.1 EXTRACCION DE SANGRE:

= Agujas Vacutainer® 21 G1/,.
= Tubos al vacio Vacutainer® de 8,5 ml con 1,5 ml de anticoagulante
(Solucion de citrato de sodio dextrosa).

» Guantes de latex y algoddn con alcohol.

5.1.2 AISLAMIENTO DE NEUTROFILOS:

= Tubos Falcon® de 15 ml.

» Pipetas Pasteur.

= Pipetas automaticas BOECO"R de 1 ml, 200 pl, 50 pl , 10 pl.

= Centrifuga Mikro 22 R Hettich®.

= Céamara de Neubauer.

= Microscopio 6ptico Motic".

» Sales: fosfato de potasio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, d-glucosa, fosfato
monosaddico de Merck".

= Balanza analitica de Scientech®.
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5.1.3 ENSAYOS DE MEDICION DE MOVILIZACION DE CALCIO:

= PAF (Factor activante plaquetario) de Calbiochem".
= Etanol de Merck®.

= Tubos Eppendorf de 1,5 ml.

= Pipetas automaticas BOECOR de 1 ml, 200 pl, 50 pl, 10 pl.
= Bafio termoregulado Memmert".

= Balanza analitica de Scientech®

= FURA-2AM de Calbiochem®.

= Vortex V-1 de BOECO®.

= DMSO de Merck".

= BAPTA-AM de Calbiochem®.

= EGTA de Sigma".

» Espectrofluorimetro LS55 Perkin Elmer.

= |ncubadora Memmert.

5.1.4 ENSAYOS DE MEDICION DE PH INTRACELULAR:

= PAF (factor activante plaquetario) de Calbiochem?®.
= Etanol de Merck”.

= Tubos Eppendorf de 1,5 ml.

= Pipetas automaticas BOECOR de 1 ml, 200 pl, 50 pl, 10 pl.

= Bafio termoregulado Memmert".
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= Balanza analitica de Scientech”.

= Vortex V-1 de BOECO®.

= BCECF-AM de Molecular probes®.

= BAPTA-AM de Calbiochem®.

= EGTA de Sigma".

= Espectrofluorimetro LS55 Perkin Elmer.

= |ncubadora Memmert.

5.1.5 ENSAYOS DE MEDICION DE SUPEROXIDO:

= PAF (factor activante plaquetario) de Calbiochem?®.
= Balanza analitica de Scientech®.
= Tubos Eppendorf de 1,5 ml.

= Vortex V-1 de BOECOR.

= Pipetas automaticas BOECOR de 200 pl, 50 pl, 20 pl, 10 pl.

= Bafio termoregulado Memmert".

= Microplaca de 96 posillos fondo plano de Falcon®.
= Lector de ELISA de Sunrise Tecan®.

= Citocromo C de Sigma".

= SOD de Sigma ®.

= G66850 de Calbiochem®.

= LY294002 de Promega”.

= UO126 de Promega”.
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= SB203580 de CalbiochemR.
= BAPTA-AM de CalbiochemR.

= EGTA de Sigma".

5.2 METODOS

5.2.1 AISLAMIENTO DE NEUTROFILOS DE BOVINO.

Los neutrdfilos de bovino se obtuvieron segun el procedimiento utilizado por Roth y

Kaeberle (1981) con algunas modificaciones.

Se utilizaron bovinos Frison Negro de 4 a 9 afios de edad del Hospital del Instituto de
Ciencias Clinicas Veterinarias y Fundo Vista Alegre, ambos predios pertenecientes a la
Universidad Austral de Chile. La sangre se obtuvo por puncion de la vena yugular
utilizando tubos al vacio de 9 ml que contienen citrato de sodio (Vacutainer®). La
muestra de sangre se centrifugé a 1.000 x g por 15 minutos. Se elimind el plasma y
capa flogistica con pipeta Pasteur y se completé con medio HBSS (Hanks balanced
salt solution o solucién salina de Hanks, que contiene 0,0004 M de fosfato de potasio;
0,00034 M de fosfato de sodio; 0,13 M de cloruro de sodio; 8,02 M de d-glucosa y
0,0053 M de cloruro de potasio). Se resuspendio el contenido figurado utilizando una
pipeta Pasteur y se traspaso a un tubo Falcon de 15 ml. Se realizo el mismo método de
centrifugacion y luego de eliminar el plasma y capa flogistica, se aplicaron 2 volimenes

de medio de lisis (que contiene 0,0048 M de fosfato monosaodico y 0,0084 M de fosfato
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dipotasico) por un minuto, homogenizando. Luego se agregd 1 volumen de medio
hipertonico (que contiene 0,0048 M de fosfato monosédico, 0,0084 M de fosfato
dipotéasico y 0,43 M de cloruro de sodio), se completé con medio HBSS y se centrifugé a
600 x g por 10 minutos. Se elimino el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 1
ml de medio HBSS; se agreg6 2 ml de medio de lisis por 1 minuto; se aplic6 1 ml de
medio hipertonico; se completd con medio HBSS y se homogeniz4. Se realizd una
segunda centrifugacion a 600 x g por 10 minutos. Se lavaron los neutréfilos precipitados
dos veces con medio HBSS y se resuspendié en 5 ml de HBSS. A continuacion se
estimo la viabilidad con azul de tripan 0,5% en PBS y se cuantificaron los neutrofilos.
Ambas estimaciones se realizaron con microscopio Optico utilizando camara de
Neubauer. Los ensayos se realizaron con una viabilidad sobre el 95%. Para determinar
el porcentaje de los neutrofilos presentes después del aislamiento se utilizo la tincion de

Giemsa, haciendo un frotis por "cytospin".

5.2.2 PREINCUBACION DE NEUTROFILOS CON FURA-2AM.

20x10°%ml neutréfilos fueron resuspendidos en un buffer HBSS (0.4 mM KH2POsa,
0.3 mM NazHPO4, 137 mM NaCl, 6 mM Glucosa, 5.04 mM KCL, pH 7.4) e incubados
con FURA2-AM (2 uM) por 30 min. a 37 °C. Las células fueron lavadas tres veces y

resuspendidas a 2x10%ml con buffer HBSS/Ca** (0.9 mM).
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5.2.2.1 EVALUACION DE LA MOVILIZACION DE CALCIO INDUCIDO POR PAF,
MEDIANTE LA INHIBICION DE LA ENTRADA DE CALCIO EXTERNO CON EGTA Y

DE CALCIO INTERNO CON BAPTA-AM, EN NEUTROFILOS DE BOVINO.

Aproximadamente 4 millones de células en 2 ml de HBSS, fueron depositadas en
cubetas de cuarzo, e incubadas con EGTA 0.3 mM o BAPTA-AM 50 uM por 10 minutos,
las mediciones de la movilizacion de calcio intracelular se realizaron con un
espectrofluorimetro, con agitacibn magnética, a 37°C, utilizando una excitacion de
340 nm - 380 nm y emision a 509 nm. Luego de obtener los registros basales de
fluorescencia durante 100 segundos, se agregd 20 ul de PAF 100 nM en experimentos

individuales. Se utiliz6 como control DMSO.

5.2.3 PREINCUBACION DE NEUTROFILOS CON BCECF- AM.

En una concentraciéon aproximadamente de 20x10°%ml los neutréfilos fueron
resuspendidos en un buffer pH (140 mM NaCl, 10 mM Glucosa, 1 mM KCI, 1 mM CacCl,,
1 mM MgCl,, 20 mM Hepes, pH 7.2) e incubados con BCECF-AM (2 uM) por 30 min. a
37 ° C. Las células fueron lavadas tres veces con buffer pH y resuspendidas a

2x10°%/ ml.
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5.2.3.1. EVALUACION DEL CAMBIO DE pHgy INDUCIDO POR PAF, INHIBIENDO LA
ENTRADA DE CALCIO EXTERNO CON EGTA Y DE CALCIO INTERNO CON

BAPTA-AM, EN NEUTROFILOS DE BOVINO.

4 millones de células en 2 ml de HBSS, fueron depositadas en cubetas de
cuarzo, e incubadas con EGTA 0.3 mM o BAPTA-AM 50 uM por 10 minutos, las
mediciones de pH intracelular se realizaron con un espectrofluorimetro, con agitacion
magnética, a 37° C, utilizando una excitacion de 440 nm - 495 nm y emision a 535 nm.
Luego de obtener los registros basales de fluorescencia durante 100 segundos, se
agrego 20 ul de PAF 100 nM en experimentos individuales. Se utiliz6 como control

DMSO.

5.2.4. MEDICION DE SUPEROXIDO POR EL METODO DE CITOCROMO C

REDUCTASA EN MICROPLACAS:

Este método se basa en el protocolo descrito por Edgar Pick (1986), con algunas

modificaciones.

Las células (0,4 millones/por pocillo), fueron incubadas en HBSS por 60 minutos a

37° C, en presencia de citocromo ¢ (200 uM).

Algunos pocillos fueron estimulados con PAF (100 nM), en presencia y/o ausencia

de SOD (90 Ul/ml).
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Un grupo de células fueron preincubada por 10 minutos a 37° C con los inhibidores
G066850 (0,5 uM), LY294002 (30 y 3 uM), UO126 (1 y 0,1 uM), SB203580 (20 uM),

BAPTA-AM (50 uM) y posteriormente fue estimulada con PAF 100 nM.

La contribucion de calcio extracelular en células estimuladas con PAF fue evaluado,

incubando células en HBSS/Ca?* y/o HBSS/EGTA 5 mM (libre de calcio).

5.2.5. ANALISIS ESTADISTICO.

Para evaluar las diferencias estadisticas de realiz6 un analisis de varianza de
una via seguido de un test de comparacion multiple de Tukey, el nivel de significancia
usado fue del 5 %. Los resultados fueron expresados como media aritmética + su error
tipico. Para todos los analisis se utilizo el programa software GraphPad Prism version

3.0.
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6. RESULTADOS

6.1. EVALUACION DEL AUMENTO DE CALCIO INTRACELULAR INDUCIDO POR

PAF EN NEUTROFILOS DE BOVINO.

Al medir la movilizacion de calcio inducida con PAF (100 nM) a los 100 segundos
en neutroéfilos de bovino marcadas con FURA2-AM, se observo un alza rapida de calcio
citosolico (Fig. 6a). Los resultados muestran que al agregar EGTA o BAPTA-AM se
redujo la liberacibn de calcio y cuando se us6 EGTA mas BAPTA-AM fue

completamente bloqueado (fig. 6).

PAF 100 nM
PAF 0.6
4,30
o * —— DMSO con calco externo
0.5
® 4 . .
» 4.05 —— BAPTA-AM sin calcio ext. R DM SO con calcio externo
(@] . . o
3 3.80 ~—— EGTAsin calcio externo & %47 B BAPTA-AM sin calcio ext.
o
S 3.55- — EGTA+BAPTA-AM ?fca 03 I EGTA sin calcio externo
N sin calcio exerno. 2 BN EGTA+BAPTA-AM
@© i ® sin calcio externo
® 3.30 " 024
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(a) (b)
Figura 6. (a) Registro representativo de la movilizaciéon de calcio intracelular
inducida por PAF 100 nM en el tiempo, y el efecto de quelantes de calcio intracelular

(BAPTA-AM, 50 pM) y extracelular (EGTA, 0.3 mM), monitoreado fluorimétricamente,

en neutrofilos marcados con FURA-2AM. (b) Cada barra representa el promedio + error
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estandar, n = al menos 3 experimentos independientes, ** p < 0.01, ** p < 0.001

comparado con el control.

6.2. EFECTO DE CALCIO SOBRE EL pH, INDUCIDO POR PAF EN NEUTROFILOS

DE BOVINO.

El efecto de calcio sobre el pHg inducido por PAF (100 nM) fue medido como se
muestra en el ejemplo de la figura 7, midiendo la diferencia de la acidificacion y de la

alcalinizacion, como indican los paréntesis en la representacion grafica y en las barras.

En la figura 8 se observa que PAF causa alcalinizacion intracelular precedida
por un periodo leve y transitorio de acidificacion intracelular en un medio con calcio
externo a diferencia de lo que ocurre en un medio libre de calcio externo donde no se

observa alcalinizacion intracelular, pero si acidificacion intracelular.

Se muestra en la figura 9 el efecto de calcio sobre la alcalinizacion y acidificacion
inducida por PAF (100 nM) e inhibida por quelantes de calcio extracelular (EGTA 0.3
mM) e intracelular (BAPTA-AM 50 uM). La inhibicion de la entrada de calcio redujo la

alcalinizacion inducida por PAF.
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Figura 7. Medicion de pHg en neutrofilos de bovino inducido por PAF 100nM. (a)

Representacion grafica de la diferencia de pHg. (b) En el grafico de barra se representa

la acidificacion con datos negativos, en cambio la alcalinizacion se representa con

datos positivos, n = al menos 3 experimentos independientes.
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(b)
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Figura 8. Medicion de pH () en neutrofilos de bovino inducido por PAF 100 nM.

(a) Representacion grafica de la diferencia de pHg, en un medio con calcio externo

(azul) asi como en un medio sin calcio externo (rojo). (b) Cada barra representa el

promedio + error estandar, n = al menos 3 experimentos independientes, *** p < 0.001

comparado con el control.
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(@)
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I DMSO con calcio externo
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0.0054 sin calcio externo
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Figura 9. (a) Cambio de pH intracelular inducida por PAF 100 nM en el tiempo y
el efecto de BAPTA-AM 50 uM y EGTA 0.3 mM, monitoreado fluorimétricamente, en
neutréfilos marcados con BCECF-AM. (b) Efecto de BAPTA-AM y EGTA sobre la
acidificacion y alcalinizacion, cada barra representa el promedio + error estandar, n = al
menos 3 experimentos independientes, * p < 0.05, *** p < 0.001 comparado con el

control (DMSO con calcio externo).
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6.3. EFECTO DE CALCIO SOBRE LA PRODUCCION DE SUPEROXIDO, INDUCIDO

POR PAF EN NEUTROFILOS DE BOVINO.

El incremento de superéxido inducido por PAF (100 nM) fue analizado como se
observa en la fig. 10, usando quelantes de calcio extracelular (EGTA, 5 mM) y
intracelular (BAPTA-AM, 50 uM), También se usé un inhibidor especifico de PKC
(G66850), PI3K (LY294002), ERK1/2 (UO126) y de MAPK p38 (SB203580) para
evaluar las vias de traduccion involucradas (fig.11). Los resultados obtenidos indican
que 100 nM de PAF activa la produccion de superoxido en polimorfonucleares y que
esta produccion de superoxido fue inhibida por G66850, EGTA, BAPTA-AM vy
EGTA+BAPTA-AM, observada a través de la reduccion de citocromo C, no asi con

SB203580, LY294002 y UO126.

PAF 100nM

0.125

0.100

0.075

0.050
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Superoéxido (Abs. 550 nm)

0.000 -

Figura 10. Efecto de los quelantes de calcio intracelular (BAPTA-AM, 50 pM) y
extracelular (EGTA, 5 mM) y una combinacion de BAPTA-AM + EGTA sobre la

produccion de superoéxido inducida por PAF 100nM. Cada barra representa el promedio
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+ error estandar, n = al menos 3 experimentos independientes, * p < 0.05, comparado

con el control (PAF con calcio, en azul).
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Figura 11. Efecto de los inhibidores especificos de PKC (G66850, 0.5 uM), PI3K
(LY294002, 0.3-3 uM), p38 (SB203580, 20 uM) y ERK1/2 (UO126, 1-0.1 uM) sobre la
produccion de superoxido en neutrofilos de bovino inducidos por PAF 100nM. Cada
barra representa el promedio + error estandar, n = al menos 3 experimentos

independientes, ** p < 0.01, comparado con el control (PAF, en azul).
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7. DISCUSION

Los resultados claramente muestran que 100 nM de PAF causan un incremento
significativo en la movilizacion de calcio intracelular, medida en células marcadas con
FURA2-AM (Fig. 6). Se sabe que PAF y FMLP causan un alza rapido de los niveles de
Ca®* citosélico, y estos cambios de Ca®* son necesarios para la quimiotaxis,
fosforilacion de proteina tirosina, liberacion de granulos secretorios, sintesis de
mediadores proinflamatorios y en el caso de FMLP activacion del ensamblaje de
NADPH oxidasa (Elzi y col., 2001). Estos eventos son el resultado de la liberacion de
calcio de los depositos intracelulares (calciosomas), de la entrada de calcio, o de ambos
(Berridge y col.,, 2000). PAF activa los canales de calcio operados por receptor
sugiriendo que la entrada de calcio es importante para la activacion maxima de los
PMN, un fenémeno atribuido al llamado depésito operado por entrada de calcio (SOCC)
(Elzi y col., 1997). Se observo ademds en este trabajo que la movilizacién de calcio
inducida por PAF fue inhibida con EGTA 5 mM o BAPTA-AM 50 uM y cuando se uso
EGTA més BAPTA-AM fue completamente bloqueada, al inhibir tanto el calcio interno

como externo (Fig.6), siendo mas importante el pool de calcio externo.

PAF 100 nM produjo un cambio en el pH intracelular, observandose un incremento
significativo en la acidificacion intracelular medida en células marcadas con BCECF-AM
(Fig. 8), se sabe que PAF es conocido por causar cambios en el pH en los
microambientes dentro y fuera de las células polimorfonucleares (PMN) (Naccache y

col., 1986). La acidificacion extracelular y alcalinizacion intracelular son claves en el



38

proceso de quimiotaxis, aumentan la vida media del neutréfilo, favorecen la liberacion
de superoéxido, y de metabolitos derivados de lipoxigenasa, lo que finalmente ayuda a
intensificar la respuesta inflamatoria aguda (Putney y col., 2002). El exceso de protones
generados por la reaccion 20, + H" + NADP", dependiente de la activacion de NADPH
oxidasa, produce una acidificacion intracelular transitoria. Esta es revertida
principalmente por la activacion de un intercambiador de Na'/H* (NHE), sensible a
amilorida y que es activado por ERK 1/2 (Hidalgo y col., 2004), hasta generar una

alcalinizacion intracelular.

En la figura 8 se evidencia que es posible que para la produccion de protones
inducida por PAF, no participe la NADPH oxidasa (NADPH + 20,— 20, + NADP" +
H"), esto se observa al ver que la acidificacién no se ve afectada en un ambiente libre
de calcio externo, esto hace pensar que el H* puede provenir de otro lugar, ya sea de

la ruta de las pentosas fosfato (Glucosa 6-P + 2 NADP*+2H,O— Ribosa 5-P + 2

NADPH + 2 H" + CO,) o del anhidrido carbonico (CO, + H,O— H* + HCO3) (Edwards,

1994).

Cuando estas células se incubaron en un medio libre de calcio la alcalinizacion se
redujo, y sélo fue inhibida cuando se utilizé EGTA mas BAPTA-AM. No asi con BAPTA-
AM 50 uM o EGTA 5 mM donde la acidificacion intracelular no se logro inhibir (Fig 9).
En presencia de Ca®" extracelular FMLP produce un aumento en Ca?" libre en todo el

citosol. Sin embargo, en ausencia de Ca?" extracelular la estimulacién inducida por
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FMLP produce un aumento de Ca" libre citosélico altamente localizado en el reticulo
endoplasmatico, mitocondrias y otras membranas celulares en neutréfilo (Davies y col.,
1991). Aunque los neutréfilos tienen un almacén de Ca?*, el cual puede ser liberado por
FMLP en la ausencia de Ca®" extracelular, lo cual puede tener una pequefia activacion
de la oxidasa obtenida bajo estas condiciones, la mayor fuente de Ca®* responsable de

la subida de Ca®* citosélico se origina del influjo extracelular (Davies y col., 1991).

En el neutrdfilo la NADPH-oxidasa puede ser activada por agonistas de PKC,
tales como PMA (phorbol myristate acetate), resultando en la liberacion del anion
superoxido (Karlsson y col., 2000), sugiriendo una diversidad de vias de transduccion
de sefal que llevan a su activacion, tanto de aquellas ligadas a membrana plasmatica
como a las provenientes de los pools de NADPH oxidasa localizadas en los granulos
respectivamente (Granfeld y col.,, 2002). PAF 100 nM activd la produccion de
superoxido en el neutrofilo (Fig. 10 y 11), al igual que PMA que estimula
significativamente la produccién del anion superéxido sobre PMN (Allard y col., 1999).
Los quelantes de calcio extracelular EGTA (5 mM) e intracelular BAPTA-AM (50 uM),
produjeron inhibicion de la produccion de superédxido inducido por PAF en neutréfilos
de bovino (Fig. 10). La disminucion de la produccién de superéxido inducida por FMLP
es provocada por la ausencia de calcio extracelular como de la liberacion de calcio de
los compartimentos intracelulares, y no es restaurado por una subsiguiente adicién de
calcio, indicando que un influjo de calcio externo es requerido para la iniciacién del

estallido respiratorio (Valentin y col., 2001), en neutréfilos de bovino estimulados por
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PMA se inhibié el incremento de la produccién de superéxido con BAPTA-AM (Allard y

col., 1999).

La inhibicién especifica de PKC con G66850 (Fig. 11), resultd en una clara
inhibicion de la generacion de superéxido, esto sugiere que entre las vias de control de
la generacion de superoxido, al interior del neutrofilo, estaria bajo control de PKC. En
neutréfilos de bovino estimulados por PMA y usando un inhibidor de PKC, calpostina C
se observo un bloqueo de la estimulacion del efecto de PMA sobre la produccion de
superéxido (Allard y col.,, 1999). PKC fue un factor importante en la activaciéon de

NADPH oxidasa en PMN estimulados con zimosan opsonizado (Yamamori y col., 2000).

PAF, por lo tanto, activaria la produccién de anién superéxido pero no seria
controlada por PI3K, ERK1/2 o p38 ya que al usar LY2940002, UO126 y SB203580,
inhibidores de las distintas vias de sefalizacion respectivamente, no se blogqueo la
produccion de superdxido (Fig. 11). Por otro lado en neutréfilos estimulados con
zimosan opsonizado e inhibiendo MAPK p38 con SB20380 se redujo la actividad
NADPH oxidasa (Yamamori y col., 2002), teniendo presente que es otro estimulo

utilizado.

En resumen la produccion de superéxido inducida por PAF fue inhibida por
G06850, EGTA, BAPTA-AM y EGTA+BAPTA-AM, no asi con SB203580, LY294002 y

U0O126.
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En conclusion, los resultados sugieren que el aumento de calcio intracelular [Ca™?];
inducido por PAF en neutrofilos de bovino es mayoritariamente debido a la entrada de
calcio externo, la entrada de calcio podria estar relacionado a TRP que se postula a
canal capacitativo (Dutta, 2000). Calcio participa ademas en el aumento de pH
intracelular, siendo el pool de calcio externo importante en la alcalinizacion y el interno
en la acidificacion, a través de la via PI3K-ERK1/2 mediada por el intercambiador
Na‘/H" sensible a amilorida (Hidalgo y col, 2004). Por otro lado, PAF activaria la
produccion de superoxido a través de una via dependiente de PKC, y no seria

controlada por PI3K, ERK1/2 o p38.
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