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1. ABREVIATURAS

BCECF-AM 2,7-bis-(2-carboxietil)-5-(y-6)-

carboxifluorecein acetoximetil ester.

DAG Diacilglicerol.
DMSO Dimetilsulfoxido.
ERK1/2 Quinasas reguladas por sefales

extracelulares.

FMLP N-formilmetionina-leucil-fenilalanina.

HBSS Solucidn salina balanceada de Hank's.

IP3 Inositol 1,4,5-trifosfato.

LTB4 Leucotrieno B4.

MAP quinasa Proteinas quinasas activadas por
mitégeno

NHE Intercambiador Na*/ H”.

PAF Factor activante plaguetario.

pH ) pH intracelular.

PI3K Fosfatidil inositol 3 quinasa.

PKC Proteina quinasac.

PLC Fosfolipasa c.

PMA Forbol 12-miristato 13-acetato.



2. RESUMEN

En el presente trabajo de tesis, se evalué la participacién de Ca®* intracelular
sobre los cambios de pH y la produccion de superoxido en neutrofilos de bovino,
utilizando ionomicina como ionéforo de Ca®**. El aumento de Ca*" intracelular en
neutréfilos estd asociado a una serie de respuestas celulares, como liberacion de
granulos secretorios, sintesis de mediadores proinflamatorios y produccion de radicales
libres derivados del oxigeno. Este ultimo proceso es dependiente de la activacion de
NADPH oxidasa, cuya reaccion genera 20, + H' + NADP®. El exceso de protones
generados por esta reaccion produce una acidificacion intracelular transitoria. Esta es
revertida principalmente por la activacion de un intercambiador de Na*/H" (NHE), hasta
generar una alcalinizacion intracelular. La acidificacion extracelular y alcalinizacion
intracelular son claves en el proceso de quimiotaxis, puesto que 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.
Se aislaron neutréfilos de bovino, en los cuales se midi6 el aumento intracelular de Ca**
y los cambios de pH intracelular utilizando las sondas FURA2-AM y BCECF-AM,
respectivamente. La medicion de superoxido se realizé registrando a 550 nm la
reduccion de citocromo ¢ en un lector de microplacas. Se concluy6 que la estimulacion
con ionomicina 2uM causa un incremento rapido de Ca*' citosélico, activando la
produccion de superéxido en polimorfonucleares. Se observd una acidificacion
transitoria controlada por la MAPK p38 y una alcalinizacion sostenida, via PKC, PI3K Y

ERK1/2.



3. SUMMARY

In the present thesis work, the participation of intracellular Ca** on the
changes of pH and superdxide production in bovine neutrophils, using ionomycin like
ionophoro the Ca** was evaluated. The increase in intracellular Ca®* in neutrophils is
associated to a series of cellular responses, like release of secretory granules, synthesis
of proinflamatory mediators and production of free radicals derived from oxygen. This
last process depends on the activation of NADPH oxidase, a reaction that generates
20, + H" + NADP". The excess of protons generated by this reaction produces a
transitory intracellular acidification. This is reverted mainly by the activation of an
interchanger of Na'/H* (NHE), till the generation of intracellular alkalinization. The
extracellular acidification and intracellular alkalinization are key events in the process of
chemotaxis, increase in the life span of neutrophils, they favour the liberation of
superoxide and metabolites derived from lipoxigenase, which finally help to intensify the
acute inflammatory response. Neutrophils of bovine were isolated, in which the
intracellular increase of Ca** and the intracellular change of pH was measured using
FURA2-AM and BCECF-AM, respectively. The superoxide was measured by registering
at 550 nm the reduction of citochrome c in microplate reader. It is concluded that the
stimulation with ionomycin 2uM causes a fast increase of cytosolic Ca®*, activating the
superoxide production in polymorphonuclears and the induced increase in pH
intracellular, with a transitory acidification of MAPK p38 and a maintained alkalinization

via PKC, PI3K and ERK1/2.



4. INTRODUCCION

4.1. NEUTROFILOS.

El principal tipo celular en el sistema mieloide es el neutrofilo polimorfonuclear.
Este es formado en la médula 6sea y migra al torrente sanguineo, donde permanece
por aproximadamente 12 horas antes de llegar a los tejidos. Su vida media es de muy
pocos dias. Los neutrofilos constituyen el principal leucocito de la sangre de los
mamiferos, y representa alrededor de un 20 a 30% de los leucocitos en los rumiantes
(Tizard, 1982). La gran cantidad de neutréfilos que debe ser producida diariamente,
indica la importancia de estas células en la proteccion del huésped contra infecciones.
Los neutréfilos son la primera linea de defensa del organismo contra infecciones
bacterianas y fungicas, son las primeras células en ser reclutadas al sitio de la infeccion
y deben responder en forma rapida y potente (Edwards, 1994). Esto se debe a que
poseen una alta movilidad dentro de los tejidos en respuesta a sefiales quimiotacticas y
su mecanismo defensivo es complejo, incluyendo fagocitosis, produccion de oxigenos

reactivos, enzimas proteoliticas y péptidos bactericidas (Swain y col., 1998).

Aunque los neutréfilos de bovinos y humanos poseen una funcion semejante
respecto a la defensa del huésped, algunos estudios han demostrado ciertas diferencias
que pueden reflejar variaciones en los mecanismos regulatorios. Por ejemplo, en
estudios con microscopia electronica se demostro que los neutréfilos de bovino poseen

un granulo de gran tamafio que no se encuentra presente en los neutréfilos humanos



(Gennaro y col., 1983). Ademas, los neutroéfilos bovinos poseen menor concentracion de
lisozima en comparacion con los neutrofilos humanos. Debido a estas diferencias es
posible que la respuesta biolégica en neutrofilos de bovinos frente a agentes
inflamatorios sea diferente a la respuesta de neutrdfilos humanos y podria ser de
utilidad terapéutica el estudio de los diferentes tipos de respuesta celular en el bovino

(Swain y col., 1998).

Los neutrofilos no se dividen ni se diferencian significativamente una vez que
penetran los tejidos, esto les permite ahorrar energia y tiempo en la diferenciacion, de
esta forma siempre estan preparados para ejercer su funcion. Los neutréfilos poseen
una compleja mezcla de armas antibacterianas, presentes en sus granulos. Estos
granulos, ademas de mieloperoxidasa, contienen defensina, hidrolasa, elastasa y

colagenasa (Edwards, 1994).

4.2. Receptores en neutrofilos.

Las células pueden responder a agonistas solubles, los cuales generan eventos
tales como: cambios en expresion de receptor, adherencia, agregacion y quimiotaxis, o
a un estimulo diferente en particular (bacteria opsonisada y complejo inmune), los
cuales generalmente estimulan fagocitosis. Sin embargo, algunos agonistas solubles
(fMet-Leu-Phe, Cba y LTB4) estimulan a bajas concentraciones adherencia y
quimiotaxis, pero a altas concentraciones pueden activar degranulacion y produccion de

oxidantes reactivos. En parte esto se debe a que muchos receptores existen en la



membrana plasmatica en alto y bajo estado de afinidad. Un agonista con alta afinidad
por el receptor lo puede ocupar a bajas concentraciones y puede activar quimiotaxis y
adherencia; cuando la afinidad del agonista por el receptor es baja, la concentracion
tiene que ser alta para ocupar el receptor y asi poder activar la degranulacion y la
NADPH oxidasa. Claramente pensar en estos dos estados de afinidad en algunos
receptores, puede explicar diferentes procesos de transduccion de sefales y

respuestas. (Edwards, 1994).

PAF es uno de los mas potentes mediadores de la inflamacion que regula la
funcidon de los neutrofilos. PAF es un fosfolipido biologicamente activo, producido por
neutroéfilos, plaquetas, basdfilos, células asesinas naturales, monocitos, macréfagos,
eosindfilos, mastocitos y células del endotelio vascular. Los niveles de Ca?* intracelular
y extracelular regulan la biosintesis y liberaciéon de PAF. Los aumentos en el Ca®'
intracelular puede permitir la sintesis de PAF (pero no la liberacion), mientras que el
aumento de Ca®' extracelular puede permitir la sintesis y liberacién de una manera

dosis-dependiente (Edwards, 1994).

PAF modula la actividad inflamatoria de los PMN por la interaccion con un
receptor especifico de 7 dominios transmembranosos, acoplado a proteina G,
activando PLC-y, estimulando la formacion de IP; y DAG. El efecto neto de la
activacion de PLC-y es la fosforilacion proteinica intracelular (Chao y Olson, 1993; Ishii

y Shimizu, 2000).
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4.3. CALCIO.

Uno de los principales mecanismos de activacion de segundos mensajeros
intracelulares en el neutréfilo, es aquel inducido por la union de un agonista a
receptores acoplados a proteina G, que en la mayoria de los casos activa PLC, la cual
genera IP; y DAG un agonista de PKC. IP3 induce la elevacion de Ca2+(i) por la
liberacion de calcio desde los compartimentos intracelulares al citoplasma. Los
calciosomas (compartimentos de Ca®*) poseen un receptor a IPs, una Ca** -ATPasa y
calreticulina, la proteina Ca®*-ligada. En el interior del calciosoma, las concentraciones
de Ca*' pueden ser altas (ImM); el flujo de calcio desde estos compartimentos es
regulado por la actividad del receptor IPs;, mientras el influjo de Ca®" en estos
compartimentos es regulado por la actividad de la Ca®* -ATPasa. El receptor IP; puede
tener una estructura similar a un receptor de rianodina, presentando cuatro residuos
conservados de cisteina y es un tetramero de 4 subunidades. La estimulacion de la
cabeza de este receptor abre de este modo los canales para liberar Ca** de estos
compartimentos al citoplasma. Una vez que estos compartimentos son vaciados, el
influjo de Ca** en la célula es estimulado por la apertura de la entrada de Ca®* en la
membrana plasmatica. Este influjp de Ca** es necesario para mantener el Ca?'
citoplasmatico en niveles elevados, y también para repletar los compartimentos
(Edwards, 1994). Esta liberacion de Ca2+(i) seguida por un influjo de Ca** a través de la
membrana plasmatica, es llamado SOCE (Store-operated Ca2+ entry ) (Hauser y col.,
2000;Granfeldt y col., 2002). La fase de liberacién de Ca®** es normalmente transitoria,

desactivandose totalmente en unos segundos. Sin embargo muchos procesos requieren



11

un aumento sostenido de Ca** citosélico (descargo de hormonas y transcripciéon de
genes), y por consiguiente, la entrada de Ca** a la célula es crucial (Parekh y col.,

1997).

La caida de la concentracién de Ca®" dentro de los organelos ER (reticulo
endoplasmatico), activaria una o mas sefales que permitirian la apertura de los canales
de Ca®" en la membrana plamatica (Putney, 2001). En la actualidad, la identidad
molecular de SOCE es desconocida, sin embargo los homodlogos de la superfamilia de
genes TRP de mamiferos representan los candidatos mas promisorios. Algunos
mecanismos propuestos para SOCE son:

-CIF (calcium influx factor): Una vez que se agota el almacén se libera una seial
difundible y activa el SOCE.

-Exocitosis: Una vez agotado el ER se produce una fusion de vesiculas (unidas a ER)
que contienen a los SOCE y expone el canal.

-Regulacién de Ca*": El almacén completo mantiene en estado inhibitorio a los canales
en la membrana y el vaciamiento los activa.

-Modelo de acoplamiento conformacional: Una vez que se descarga el ER el receptor
IPs cambia conformacionalmente y es transmitido al canal en la membrana por

interaccion directa proteina-proteina. (Putney, 2001)

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).
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En neutréfilos en los cuales los niveles de Ca** son manipulados usando un
quelante de Ca®** (BAPTA) o quin-2, evitan esta secrecién de oxidantes reactivos
(Edwards, 1994). Sin embargo, aumentos de Ca®' intracelular son insuficientes para
activar la oxidasa por que los niveles de este cation pueden ser artificialmente
aumentados en la ausencia de la actividad oxidasa (adicién de ionéforos de Ca®* tal
como la ionomicina) (Elzi y col., 2001). Ademas, 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 0 procesos requeridos para la

activacion de oxidasa (Edwards, 1994).

4.4. lonomicina.

lonomicina es un ionodforo de calcio hidrofébico, que se intercala en la bicapa

lipidica de la membrana celular y aumenta la permeabilidad del Ca?* (Elzi y col., 2001).

lonomicina es usado experimentalmente para producir un aumento de Ca?®'
citoplasmatico, independiente de la elevacion de este por un factor activador. Cuando
Ca®* es elevado por ionomicina se observan respuestas de un aumento tanto de la
entrada como de liberacion de Ca?* intracelular, mas aln se sabe que la ionomicina es

capaz de activar proteinas del grupo de las MAPK (Elzi y col., 2001).
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lonomicina también modula funciones de polimorfonucleares como la adherencia
a las células endoteliales y cambios en la fosforilacion de proteina tirosina (Elzi y col.,

2001).

La elevacion de Ca®" intracelular en células por ionéforos de Ca?*, inducira
activacion de NADPH oxidasa intracelular en analogia con la activacion inducida por
tapsigargina. De hecho se ha demostrado que ionomicina puede inducir la activacion
extracelular de NADPH-oxidasa a concentraciones especificas de Ca®" extracelular

(Granfeldt, 2002).

4.5. VIAS DE SENALIZACION ACTIVADAS POR CALCIO.

La enzima activa por diacilglicerol se denomina proteina quinasa C (PKC), debido
a que es dependiente de Ca®* (Alberts, 2002). Los miembros de la familia PKC han sido
clasificados de acuerdo a sus similitudes estructurales y el cofactor requerido. PKCs
clasicos (a, Bl, Il y y) son activados y recluidos a la membrana plasmatica por Ca**y
DAG, otras isoformas de PKC (g,n,8 y 0) son regulados principalmente por Ca®*. PKCs
atipicos (/A y ¢) no son activados ni por DAG ni por Ca?* (Sinnecker y col., 2004). Las
isoformas que se han descrito en neutrofilos de bovino son: la B-isoforma en una mayor
proporcion y en una menor proporcion la é-isoforma (Stasia y col., 1990).

Las isoformas de PKC tienen dos dominio funcionales: el dominio COOH-

terminal (el cual contiene sitios de union para la proteina fosfato aceptor y el nucleétido
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fosfato donador) y un dominio regulatorio NHz-terminal (el cual contiene los sitios de

unién para Ca?*, fosfolipidos y DAG) (Edwards, 1994).

La inhibiciéon de la actividad de PI3K por Wortmanina produce una inhibicion
parcial de la movilizacién del Ca*" liberado de los compartimentos intracelulares, esto
indicaria que la activacion de una porcion considerable de la PLC seria independiente
de la via PI3K (Liu y col., 2003). La PI3K es una enzima heterodimérica (formada por
una subunidad regulatoria de 85 kDa y una catalitica de 110 kDa) que fosforila la
posicion D-3 de la cabeza del inositol de los lipidos fosfoinositidos. La familia PI3K
comprende 3 clases (I, I, Ill) dependiendo de la especificidad del sustrato y estructura
proteinica (Vanhaesebroeck y col ., 1997; Fruman y col., 1998; Wymann y Pirola, 1998).
La familia | esta dividida en subfamilias (la y Ib), 4 conocidas isoformas de PI3K
(a,B,y,0), todas expresadas en leucocitos (Wymann y Pirola, 1998). Varias evidencias
experimentales sugieren que PI3K es clave en la quimiotaxis, produccion de
superoxidos y fosforilacion de ERK inducida por quimioatractantes en

polimorfonucleares (Okada y col., 1994; Hirsch y col., 2000; Sasaki y col., 2000)

Los cambios en la concentracién de Ca?" citosélico juegan un papel importante
en la fosforilacion y activacién de p38 y ERK 1/2 MAPK. Sin embargo la p38 MAPK
requiere del Ca®" intracelular para su activaciéon y la ERK 1/2 MAPK puede requerir de
Ca?" extracelular para su maxima fosforilacién dual (Elzi y col., 2001). Una molécula
que es sensible a cambios de los niveles intracelulares de Ca** es Ras, que es una

proteina de bajo peso molecular unida a GTP. Esta GTPasa funciona como una



15

molécula binaria que regula la proliferacion y diferenciacion celular. La relacién entre
Ca’* y Ras seria estrecha debido a que un aumento de Ca*" citosélico produce la
activacion de Ras. Los efectores de Ras comienzan con la serina/treonina quinasa Raf
los que activan a ERK/MAPK. Otros efectores caracteristicos de Ras son la PI3K y una

isoforma especifica de PLC (PLCe) (Cullen y col., 2002).

Las MAPK es un grupo de proteinas que se encuentran en las células de
mamiferos, existiendo por lo menos tres subtipos de MAPK: ERK, p38 MAPK, y c-jun.
Cada subtipo de MAPK es activado por fosforilacién en los residuos de treonina y
tirosina por quinasas de especificidad-dual, tales como MAPK/ERK quinasa (MEK),
MAPK quinasa-3 0 —6 (MKK3/6), y MKK4/7. La activacion de los distintos subtipos de
MAPK es dependiente del tipo de célula y del estimulo usado, y el rol funcional de cada
subtipo MAPK puede ser diferente de acuerdo a los tipos de células (Kutsuna y col.,
2004). En neutrdfilos, la via MAPK controla varias respuestas incluyendo priming,
expresion de genes (Yaffe y col.,, 1999), fagocitosis y produccion de superéxido

(Downey y col., 1998).

ERK 1/2 MAPK pertenece a la familia de proteinas de 40-45 kDa, serina/treonina
quinasas, que son activadas por muchos estimulos extracelulares, incluyendo factores
de crecimiento y hormonas. MAPKs requiere fosforilacion de ambos residuos de
treonina y tirosina en thr183-glu-tyrl185 para llegar a ser activada (Payne y col., 1991,
Granot y col., 1993). PAF tiene un efecto leve sobre la fosforilacion de ERK1/2 en

neutrofilos (Nick y col., 1997). Al contrario de los neutréfilos humanos, los neutréfilos de
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bovino son estimulados fuertemente por PAF via fosforilacion de ERK1/2 (Hidalgo y

col., 2004).

Otro miembro de la familia de las MAPK activada por Ca®*, es la proteina quinasa
2a (SAPK2A), también conocida como P38, es una via que es activada fuertemente por
estrés celular, citoquinas proinflamatorias y por lipopolisacaridos bacterianos (Davies y

col., 1991; Elzi y col.,2001).

4.6. REGULACION DE pH INTRACELULAR.

El pH intracelular (pH;) afecta las funciones del neutrdfilo, aunque su
regulacion no esta completamente entendida. La homeostasis del pH( es Unicamente
requerida en neutrofilos en estado de fagocitosis, ya que la activacion celular genera
suficientes equivalentes acido para acidez letal de la célula, que es expulsado de tal
manera que el pH extracelular (pH,) en sitios inflamados es muchas veces disminuido.
El balance entre el proton cargado en el citosol y su expulsidon es importante porque
puede influir en las funciones del neutréfilo, incluyendo actividad microbicida, en
migracion celular y generacion intracelular de oxidantes, ya que estas funciones son pH

dependientes (Coakley y col., 2002).

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. Cuando el

neutréfilo normal es activado con ester de forbol se produce un cambio bifasico en el



17

pHg con una pequefia acidificacion inicial seguida de una recuperacion prolongada del

pH, ocasionalmente excediendo los niveles alcalinos (Nanda y col., 1992).

La fase de recuperacion es Na'- dependiente y sensible a amilorida y se le
atribuye al intercambiador Na'/H". El intercambiador no es directamente estimulado por
el ester de forbol, o sea la activacion es secundaria a la acidificacion citoplasmatica, la
naturaleza de la acidificacion no es absolutamente conocida, desde un punto de vista
farmacoldgico la evidencia sugiere que esta es debido al aumento de la produccion del
acido metabdlico. La mayor via metabdlica estimulada durante la activacion del
neutréfilo es dependiente del metabolismo oxidativo: reduccion de 0, por NADPH

oxidasa y la hexosa monofosfato shunt (HMS) (Grinstein y col., 1986).

4.7. INTERCAMBIADOR Na*/H" (NHE).

El flujo de protones a través de membranas conducen a un numero de
procesos fisiologicos, incluyendo la comunicacion dentro y entre células, migracion
celular, y la proporcion en que las células crecen, se dividen y diferencian. El flujo de
protones en la membrana plasmatica esta regulado por varias familias de

intercambiadores de iones, incluyendo los NHEs (Putney y col., 2002)

Hasta ahora, seis miembros de la familia NHE han sido identificados (NHE1-
NHE6). NHE1, NHE2, NHE3, NH4 y NHE5 comparten aproximadamente del 34 al 60%

de su identidad aminoacidica. NHE1 esta ampliamente expresada y esta compuesta de
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813 a 822 aminoéacidos, con una masa molecular de 91 kDa, su funcién es
electroneutralizar intercambiando H" intracelular por Na® extracelular, de esta forma
regula el pHg y volumen celular (Krump y col., 1997). En contraste, NHE2, NHE3, NH4
y NHES5 tienen una distribucion en los tejidos mas limitada y tienen una funcién mas
especializada. NHE2 y NHE4 son expresadas predominantemente en el rifidn y tracto
gastrointestinal, donde Unicamente se encuentra funciéon de NH2 primariamente en la
reabsorcion de sodio, y puede actuar en coordinacion con NH4, promoviendo la
osmoregulacion renal células medulares. NH3 esta especificamente apuntada para la
membrana apical del epitelio tubular renal proximal y el borde cepillo del epitelio
intestinal maduro. En el rifion, NH3 es importante en la reabsorcion de Na* y HCOs', lo
cual contribuye significativamente para mantener la osmolaridad sanguinea y el balance
acido base. NH5 es expresada predominantemente en el cerebro y se piensa que es
importante en la regulacion del pHg en neuronas. EI miembro de la familia NHE mas
recientemente identificado, NH6, es el mas divergente en secuencia, compartiendo sélo
el 20% de identidad con las otras isoformas. NH6 se localiza exclusivamente en la
mitocondria, con una gran expresion en tejidos metabdlicos, tales como corazon,

cerebro y musculo esquelético (Putney y col., 2002).

Una caracteristica distinta del NHE1 es que su actividad esta regulada por
diversas clases de receptores de la superficie celular, incluyendo receptor tirosina
quinasas, receptores acoplados a proteina G, y receptores integrina (Putney y col.,

2002). La activacion de NHEL1 es regulada por la acidosis intracelular y se sugiere que
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el efecto estimulador de la acidosis intracelular ocurre a través de un mecanismo

mediado por la activacion de la via ERK (Haworth y col., 2003)

4.8. Radicales libres derivados del oxigeno.

En 1960 se propuso y se demostré experimentalmente que H,O, fue generado
durante la fagocitosis; por lo tanto, esto sugirié que el estallido respiratorio era requerido
para la generacion de metabolitos toxicos derivados del oxigeno que son involucrados
en la destruccion de patdgenos. Posteriormente se descubrio la enzima superoxido
dismutasa (SOD) y el hecho notable de que todas las células aerébicas generaban 0y
durante el metabolismo oxidativo (Fridovich, 1978). Los neutrofilos durante la
fagocitosis generan 0, (Babior, Kipnes y Curnutte, 1973). Se calculd que todo el
oxigeno extra consumido durante el estallido respiratorio es convertido a 0., y después

convertido a H,O,, importante en el mecanismo microbicida (Edwards, 1994).

El estallido respiratorio durante la fagocitosis es catalizado por una NADPH
oxidasa ligada a membrana y responsable de la reaccion: NADPH + 20, — 20, + H' +
NADP*. La enzima es localizada en la membrana plasmaética (aunque algunos
componentes son también localizados en el citosol y en las membranas de los granulos
especificos y vesiculas secretoras), y se encuentra latente en células en reposo
(Dahigren y col., 1999). Multiples vias de transduccién de sefiales intracelulares son
requeridas para iniciar el ensamblaje de la oxidasa en respuesta a activacion de

sefales especificas. Aparte de esta translocacién subcelular, los componentes de la
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oxidasa pueden también ser modificados por fosforilacion, y cofactor tal como GTP y
acido araquidonico que son requeridos para la activacion. (Edwards, 1994). La NADPH
oxidasa es una enzima de multiples componentes que consiste en al menos dos
proteinas de membrana, gp91°"™ y p22°"* que juntas forman el flavocitocromo b558 y
tres proteinas citosolicas (p47°", p67°" y Rac). 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).

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).

Por lo anterior, Ca®" podria ser el principal regulador de NADPH oxidasa
(Granfeld y col., 2002) y de los cambios de pH (Kimuras y col., 1990), en neutrofilos

durante la activacion en el proceso inflamatorio.
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4.9. HIPOTESIS.

4.10.

4.10.

4.10.

4.10.

4.10.

4.10.

4.10.

4.10.

4.10.

4.10.

4.10.

4.10.

El aumento de Ca*" intracelular inducido por ionomicina, genera un aumento de

pHg y produce generacion de superdxido en neutrofilos de bovino.

Para aceptar o rechazar esta hipotesis se realizaran los siguientes experimentos

cuyos objetivos son:

OBJETIVOS.

1. Evaluar la movilizacién de Ca** intracelular inducido por ionomicina.

2. Evaluar el rol de Ca?* intracelular y extracelular en el aumento de superéxido
inducido por ionomicina.

3. Evaluar el rol de Ca* intracelular en los cambios de pH inducidos por
ionomicina.

4. Evaluar el rol de p38 en los cambios de pH inducidos por ionomicina.

5. Evaluar el rol de PKC en los cambios de pH inducidos por ionomicina.

6. Evaluar el rol de PI3K en los cambios de pH inducidos por ionomicina.

7. Evaluar el rol de ERK1/2 en los cambios de pH inducidos por ionomicina.

8. Evaluar el rol de p38 en el aumento de superoxido inducido por ionomicina.

9. Evaluar el rol de PKC en el aumento de superoxido inducido por ionomicina.

10. Evaluar el rol de PI3K en el aumento de superoxido inducido por ionomicina.

11. Evaluar el rol de ERK1/2 en el aumento de superoxido inducido por

ionomicina.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. MATERIALES.

5.1.1. Extraccion de sangre:

-Agujas Vacutainer® 21 G1'/,.

-Guantes de latex y algodon con alcohol.

-Tubos al vacio Vacutainer® de 8,5 ml con 1,5 ml de anticoagulante (solucién de citrato

de sodio dextrosa).

5.1.2. Aislamiento de neutrofilos:

-Balanza analitica de Scientech®.

-Camara de Neubauer.

-Centrifuga Mikro 22 R Hettich®.

-Microscopio 6ptico Motic®.

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

-Pipetas Pasteur.

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

-Tubos Falcon® de 15 ml.



5.1.3. Ensayos de medicion de pH intracelular:
Balanza analitica de Scientech®.

BAPTA-AM de SIGMA.

Bafio termoregulado Memmert®.

Citocromo C de SIGMA.

DMSO de Merck".

Espectrofluorimetro LS55 Perkin Elmer.

G066850 de Calbiochem®,

Incubadora Memmert.

IONOMICINA (ionéforo de Ca?*) de CalbiochemR.
Lector de ELISA (sunrise tecan).

LY294002 de Calbiochem®.

Microplaca de 96 posillos fondo plano (FALCON).
Pipetas automaticas BOECOR de 1 ml, 200 pl, 50 pl, 10 pl.
Sales: TRIS de Winkler Ltda, EGTA de Amersham Pharmacia Biotech®.
SB203580 de Calbiochem®.

SOD de SIGMA.

Sonda BCECF-AM de Molecular Probes”®.
Sonda FURA2-AM de Molecular Probes”®

Tubos Eppendorf de 1,5 ml.

UO126 de Calbiochem®.

Vortex V-1 de BOECOR.
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5.2. METODOLOGIA

5.2.1. Aislamiento de neutréfilos de bovino.

Para obtener los neutrofilos de bovino se siguid 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 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 traspasé a tubo Falcon de 15 ml. Se realiz6 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
dipotasico) por un minuto. Luego se agregd 1 volumen de medio hipertonico (que
contiene 0,0048 M de fosfato monosaodico, 0,0084 M de fosfato dipotasico y 0,43 M de
cloruro de sodio), se completd con medio HBSS y se centrifugd a 600 x g por 10

minutos. Se elimind el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 1 ml de medio
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HBSS; se agregd 2 ml de medio de lisis por 1 minuto; se aplicé 1 ml de medio
hipertonico; se completé con medio HBSS y se homogenizo. Se realizé una segunda
centrifugacion a 600 x g por 10 minutos. Se lavaron los neutréfilos precipitados dos
veces con medio HBSS y se resuspendio en 5 ml de HBSS. A continuacion se estimo la
viabilidad con azul de tripan 0,5% en PBS y se cuantificaron los neutréfilos. 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 utilizd la tincion de Giemsa,

haciendo un frotis por "citospin”.

El proceso de aislamiento de neutrofilos demord aproximadamente 3 horas e
inmediatamente se realiz6 la preincubaciéon con FURA2-AM y BCECF-AM y la medicion
de Ca*" y pH intracelular, respectivamente. La estandarizacién en unidades de pH fue

realizada usando el método de calibracion de nigericina (Grinstein y col., 1984).

5.2.2. Preincubacién de neutréfilos con FURA2-AM Y Medicion de Ca*

intracelular.

2 x10°/ ml neutréfilos fueron resuspendidos en un buffer HBSS/ Ca** e incubados
con FURA2-AM (stock diluido en 50ul de DMSO 100%) por 30 min at 37 °C. Las células
fueron lavadas tres veces y resuspendidas a 2 x10°/ ml con buffer HBSS/ Ca?*. La
fluorescencia fue medida con un espectrofluorimetro termoregulado, con agitador a

440nm y 495 nm de excitacion y 535 nm de emision. Las células fueron estimuladas
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con ionomicina 2uM, y en algunos casos el Ca** fue quelado extracelularmente con
EGTA e intracelularmente con BAPTA-AM y en algunos experimentos con ambos a la

vez.

5.2.3. Preincubacion de neutréfilos con BCECF-AM y medicion de pH.

2 x10%/ ml los neutrdéfilos fueron resuspendidos en un buffer pH (140 mM NacCl, 10
mM Glucosa, 1 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 20 mM Hepes, pH 7.2) e incubados
con BCECF-AM (2,5 uM) por 30 min at 37 °C. Las células fueron lavadas tres veces y
resuspendidas a 4 x10%ml. en buffer pH. La fluorescencia fue medida con un
espectrofluorimetro termoregulado, a 440nm y 495 nm de excitacion y 535 nm de
emision. Algunas de estas células fueron preincubadas por 10 minutos a 37°C con los
inhibidores especificos G66850 (0.5uM), LY294002 (3.0uM), UO126 (0.1uM),
SB203580 (20uM), para estudiar la participacion de las vias PKC, PI3K, ERK1/2 y p38,

respectivamente en los cambios de pH inducidos por ionomicina.

5.2.4. Medicién de superéxido por el método de citocromo ¢ reductasa en

microplacas.

Este método se basa en el protocolo descrito por Edgar Pick (1986), con algunas
modificaciones. Las células (0,4 millones/posillo) fueron incubadas en HBSS por 60

minutos a 37°C, en presencia de citocromo ¢ (200 uM). Algunos posillos fueron

estimulados con ionomicina (2 uM), en presencia y/o ausencia de SOD (90UI/ML). Un
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grupo de células fue preincubada por 10 minutos a 37°C con los inhibidores G66850
(0,5uM), Ly294002 (30 y 3uM), UO126 (1 y 0,1 uM), SB203580 (20uM), BAPTA-AM
(50puM) y posteriormente son estimuladas con ionomicina. La contribucién de Ca?'
extracelular estimulado con ionomicina es evaluada, incubando células en HBSS/ Ca**

y/o HBSS/EGTA 5mM (libre de Ca*).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados como media aritmética + su error tipico. Se realizo
Andlisis de Varianza de una via, seguido de test de comparacion multiple de Tukey, se
utilizé un nivel de significancia del 5%. Todos los analisis fueron realizados con el

programa GRAPH-PAD 3.0.
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6. RESULTADOS

6.1. EVALUACION DEL AUMENTO DE CALCIO INTRACELULAR INDUCIDO POR

IONOMICINA.

Como primer control se analizé el aumento de Ca®" inducido por 2uM de
ionomicina, en donde se observé un alza rapida de Ca®" citosélico medido en células
marcadas con FURA2-AM. Al agregar EGTA el aumento de Ca®" inducido por
ionomicina, al igual que el control, fue rapido, pero menos sostenido disminuyendo
rapidamente, en cambio en presencia de BAPTA-AM el aumento de Ca** es mas lento,
pero se mantiene de manera més sostenida. Al estar quelados el Ca** extracelalular y el
intracelular con EGTA+BAPTA-AM, no se observdé una movilizacion significativa de
Ca’" citosélico inducido por ionomicina. Se visualiza en la figura 1 que el aumento de
Ca’®" intracelular inducido por ionomicina disminuye significativamente en presencia de
EGTA Y BAPTA-AM, pero en mayor grado cuando ambos estan juntos. Sin embargo,
se puede concluir que el aumento de calcio se ve mas afectado al quelar el Ca?*

intracelular que al quelar el Ca?* extracelular.
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(A)

IONOMICINA 2uM

—— Control con calcio externo.

—— BAPTA-AM 50 uM con calcio externo.
—— EGTA 5.0mM libre de calcio externo.

W
V —— EGTA+BAPTA-AM libre de calcio externo.

WL

0

0.75+

0.50

0.254

Raz6n340/380 nm

0.00-

l(I)O 200 300 400 5(I)O 6(I)0 7(I)O
SEGUNDOS

(B)
IONOMICINA 2pM

mmmmm Control (medio con calcio externo)

== EGTA 5mM (medio libre de calcio externo)

mmmmm BAPTA-AM 50uM (medio con calcio externo)

mm EGTA+BAPTA-AM (medio libre e calcio
externo)

Fig. 1 A. Registro representativo de la movilizacién de Ca**, inducido por ionomicina y

el efecto de quelantes de calcio extracelular (EGTA) e intracelular (BAPTA-AM) en un

medio con Ca®*" externo y uno libre de Ca®* externo. B. Cada barra representa el

promedio *+ error estandar, n= al menos 3 experimentos independientes, ** p< 0.01

comparado con el control.
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6.2. EFECTO DE IONOMICINA SOBRE LA ACIDIFICACION Y ALCALINIZACION

INTRACELULAR EN NEUTROFILOS DE BOVINO.

En la figura 2.B., se observa que ionomicina induce una disminucion de 0.2 unidades de
pH en neutrofilos de bovino, la que fue rapida y seguida de una recuperacion lenta y

sostenida a niveles sobre el basal de 0.16 unidades de pH promedio.

(A) (B)

IONOMICINA 2uM 0.50-

Alcalinizacion

Alcalinizaciéon 0.254
AA\MWWWWW :] 0.00
-0.254

Acidificacién

A pHi
o
A pH (i)

-0.50

0 25‘0 5[;0 75‘0
SEGUNDOS

Figura 2.A.-En el grafico de registro muestra el efecto de ionomicina y la medicion de la
acidificacion y alcalinizacion. B.-En el grafico de barras 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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6.3. EVALUACION DE LOS CAMBIOS DE pH( INDUCIDO POR IONOMICINA, EN UN

MEDIO CON CALCIO EXTERNO Y UNO LIBRE DE CALCIO EXTERNO.

Los resultados muestran que ionomicina 2uM produjo un cambio de pH notorio en
presencia de Ca** externo, mientras que se muestra claramente que si el medio esta

libre de Ca®* solo hay acidificacién.

RemiBie 2 [k lonomicina 2 uM
- i l _ 00
I u
s 0.0 T
< < —— DMSO(Incubacién por 10 min)
7 pH libre de calcio externo
-0.15+ ——— DMSO (Incubacién por 10 min) -0.157
pH con calcio externo.
T T 1 T T T T 1
0 250 500 750 0 250 500 750 1000 1250
SEGUNDOS SEGUNDOS

Fig. 3 A. lonomicina induce una acidificacion transitoria y una alcalinizacién sostenida
en un medio con Ca?* externo. B. lonomicina solo causa una acidificaciéon transitoria en

un medio libre de Ca®" externo y luego el pH se mantiene.
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6.4 EVALUACION DE LOS CAMBIOS DE pHg INDUCIDOS POR IONOMICINA, EN
UN MEDIO CON CALCIO EXTERNO Y UNO LIBRE DE CALCIO EXTERNO

TRATADOS CON EGTA Y BAPTA-AM.

Los resultados muestran que 2 uM de ionomicina indujo cambios en el pH intracelular,
observando una acidificacion transitoria y una alcalinizacién sostenida medidas en
células marcadas con BCECF-AM. Cuando estas mismas células se incubaron con
BAPTA-AM se observd solamente alcalinizacion. Las células que se incubaron en un
medio libre de Ca®" con EGTA ionomicina sélo indujo acidificacién. En los dos tipos de
medio en que se incubaron las células al ser tratadas con EGTA mas BAPTA-AM se
observé una ligera acidificacion. Por lo tanto, el Ca?* extracelular est4d mayoritariamente
asociado a la alcalinizacién y el Ca*' intracelular participaria principalmente de la

acidificacion, y ambas participarian en la regulacién del pH intracelular.
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= EGTA 5mM
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<
-0.1 ** *%
-0.2+4

Fig. 4 A. Cambios de pH en neutréfilos estimulados con ionomicina 2uM con el calcio
extracelular e intracelular quelado, viendo el efecto de esto sobre la acidificacion y la
alcalinizacion B. Cada barra representa el promedio + error estandar, n= al menos 3

experimentos independientes, ** p< 0.01 comparado con el control.
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6.5 EVALUACION DE LOS CAMBIOS DE PH( INDUCIDOS POR IONOMICINA,
INHIBIENDO PKC CON UO0126, p38 CON SB203580, PI3K CON LY294002 Y ERK1/2

CON G66850 EN UN MEDIO CON CALCIO EXTERNO.

Los resultados muestran claramente que SB203580 inhibe principalmente la
acidificacion, en cambio los inhibidores UO126, LY294002, G66850 muestran una
marcada inhibicion de la alcalinizacibn y una menos marcada inhibicion de la

acidificacion.
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Fig. 5 A. Registro representativo del efecto de los inhibidores especificos, SB203580
(20uM), UO126 (0.1uM), LY294002 (0.30uM) y Go6850 (0.5uM) par observar la
participacion de las vias p38, ERK1/2, PI3K Y PKC respectivamente en los cambios de
pH inducidos por ionomicina 2uM. B. Cada barra representa el promedio + error
estandar, n= al menos 3 experimentos independientes, * p< 0.05, *** p< 0.001

comparado con el control.
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6.6. EVALUACION DE LA PRODUCCION DE SUPEROXIDO INDUCIDO POR
IONOMICINA, SOBRE EL EFECTO DE LOS QUELANTES DE CALCIO EGTA Y

BAPTA-AM Y DE LOS INHIBIDORES DE LAS VIAS ERK1/2, p38, PI3K Y PKC.

Los resultados muestran que ionomicina 2 uM activan la produccion de superoxido en
polimorfonucleares. Al agregar los quelantes Ca?* extracelular EGTA e intracelular
BAPTA-AM, se produce una marcada inhibicion de la produccién de superodxido,
especialmente cuando estos quelantes se agregan en conjunto. Sin embargo, los
resultados muestran que la produccion de superéxido inducida por ionomicina es

principalmente dependiente del Ca** extracelular.
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(A)

IONOMICINA 2uM

__ 0.125-
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g I Control
R 0.100-
T Il BAPTA-AM 50uM
8 o . W EGTA 5mM
S BN EGTA + BAPTA-AM
Q
X 0.050
0
x
A 0.025-
5 **
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0.000-

Fig. 6. A.Efecto de quelantes de calcio extracelular (EGTA) e intracelular (BAPTA-AM),
sobre la produccién de superéxido inducida por ionomicina, cada barra representa el
promedio * error estandar, n= al menos 3 experimentos independientes, * p< 0.05, ** p<

0.01 comparado con el control.
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Los resultados de la produccion de superédxido inducida por ionomicina 2uM sugiere
una participacion tanto de la via p38 como de la PKC, ya que al usar los inhibidores
especificos SB203580 y G66850 respectivamente se observé una notable disminucion

de la produccion de superoéxido.

(B)

IONOMICINA 2puM

—~ 0.15+

£ N Basal

Q I Control

» 0101 B UO126 0.1uM

g " ww I UO126 1.0puM

s I SB203580 20uM

S 0.05- I G66850 0.5uM

i I | Y294002 0.3uM

? I | Y294002 3.0uM
0.00-

Fig. 6 B.Efecto de los inhibidores especificos de PKC, PI3K, p38 Y ERK1/2 sobre la
produccion de superéxido inducido con ionomicina 2uM, cada barra representa el
promedio + error estandar, n= al menos 3 experimentos independientes, ** p< 0.01

comparado con el control.
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6.7. EVALUACION DE AMILORIDE SOBRE EL INTERCAMBIADOR NHE.

Los resultados muestran claramente que ionomicina aumenta el pH(i) en neutrofilos de

bovino via NHE sensible a Amiloride.

(A) (B)
IONOMICINA 2uM IONOMICINA 2uM
+0.15; i l
_ POl I
= - = -0.15; r“f W‘W
5 o0 T 1 W[w |
<q < -030- )M WW | ﬂ ‘“n W
! - -0.45] i M" ‘)"H\IW'M'”l‘l“ﬂW%"Mw
-0.15- DMSO ((I;cqvaaon por 10 min) : — Aniloride
pH con calcio extemo.
0 2|50 5(I)O 7EI30 0 1(|)0 2(|)0 3(|)0 4(|)0 5(|)0 6C|)0 7CI)
SEGUNDOS SEGUNDOS
Fig. 7:

A.- Registro representativo de los cambios de pH inducidos por ionomicina,

B.-Registro representativo de la inhibicion del NHE con Amiloride.
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7. DISCUSION

En este estudio, los resultados demostraron que ionomicina (2uM) estimulé un
alza rapida de Ca*' citosélico. Cuando estas mismas células son tratadas con EGTA
5mM o BAPTA-AM 50uM, la movilizacion de Ca®* inducida por ionomicina se ve
afectada, ya que al quelar el Ca®* extracelular la subida es rapida, pero transitoria y al
quelar el Ca** intracelular la subida es méas lenta llegando a un punto en que se
mantiene estable (figura 1). De hecho los cambios en el Ca?* citosélico juegan un papel
integro en la sefalizacion mediada por receptor en polimorfonucleares, y estos eventos
son el resultado de la liberacion de Ca?* de los compartimentos intracelulares, la
entrada de Ca®', o ambos. Por ejemplo, PAF y FMLP causan una rapida alza de los
niveles de Ca?* citosélico, y estos cambios de Ca** son necesarios para la quimiotaxis,
fosforilacion de proteina tirosina, y ensamblaje de oxidasa (Elzi y col., 2001). En
ausencia de Ca** externo se observa igual un aumento de Ca®" intracelular estimulado
con ionomicina, ya que esta tiene la capacidad de aumentar tanto la entrada como la

liberacién de Ca** intracelular(Elzi y col., 2001).

lonomicina produjo un cambio en el pH intracelular, observandose una
acidificacion transitoria y una alcalinizacion sostenida (figura 3). Intracelularmente hay
un cambio bifasico de pH que se caracteriza por una rapida acidificacion y una gradual
alcalinizacion dependiente del intercambiador Na'/H" (figura 7), con acidificacion en el
medio extracelular lo cual es clave en el proceso de quimiotaxis, aumento de la vida

media del neutrofilo y liberacion de superoxido (Naccache y col., 1986; Gronert y col.,



41

1998). Este patron es también observado en neutrdfilos activados con fMLP y TPA
(Grinstein y col., 1986; Sustak y col., 1997). Ha sido demostrado que una acidificacion
intracelular sostenida incrementa la actividad NHE1 y la via de activacion ERK 1/2
(Haworth y col., 2003). Quimioatractantes inducen el estallido respiratorio a través de
NADPH oxidasa provocando un aumento en la produccion de H* (Grinstein y col., 1986;
Sustak y col., 1997), y es posible que la acidificacion intracelular inicial podria contribuir
directamente en la actividad de NHE. Sin embargo usando UO126, se observé un
efecto sobre la tasa de alcalinizacion inducido por PAF en neutrofilos de bovino,

indicando que la actividad de NHE esta controlada por la via ERK (Hidalgo y col., 2004).

Los resultados claramente muestran que 2uM de ionomicina causan un
incremento significativo en la alcalinizacion intracelular medida en células marcadas con
BCECF-AM. Cuando estas células se incubaron con BAPTA-AM 50uM se observé
solamente el fendbmeno de alcalinizacion. Por otro lado, en las células que se incubaron
en un medio libre de Ca®* con EGTA 5Mm se observé solamente acidificacion, y en los
2 tipos de medio en que se incubaron las células al ser tratadas con EGTA mas BAPTA-
AM se observé una ligera acidificacién (Fig.4). En la 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 FMLP produce un aumento de Ca?*
libre citosélico altamente localizado en el reticulo endoplasmatico, mitocondrias y otras
membranas celulares en neutréfilo. 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 pequefa activacion de la oxidasa obtenida bajo estas condiciones, la mayor



42

fuente de Ca®" responsable de la subida de Ca®" citosélico se origina del influjo

extracelular (Davies y col., 1991)

La inhibicion especifica de la via p38 con SB203580, muestra una clara inhibicion
de la acidificacion (figura 5), esto sugiere la participacion de esta via en el aumento de
protones para la acidificacion. Se ha observado que en neutréfilos estimulados con
zimosan opsonizado al tratarlo con SB203580 disminuyo la actividad de la NADPH

oxidasa puesto que se reduce la actividad de la via p38 (Yamamori., 2002).

La inhibicion especifica de PKC con G66850, resulté en una clara inhibicion de
la alcalinizacion intracelular del neutréfilo inducido por ionomicina (figura 5), esto
sugiere que entre las vias de control del proceso de alcalinizacion, al interior del
neutroéfilo, participaria la via PKC. Se ha demostrado que el intercambiador NHE en
neutrofilos esta involucrado en la regulacion del pH), estaria sujeto a dos mecanismos:
directamente a través de PKC e indirectamente por la acidificacion del citoplasma.
(Grinstein y col., 1986). La estimulacién de PKC vy la elevacién de Ca?* citosélico
pueden producir alcalinizacion, sefialando un cambio en el pH por activaciéon del
intercambiador NHE. Sin embargo, el efecto del Ca?* citosélico en el pH es mas

predominante que la estimulacion de PKC (Kimuras y col., 1990).

La inhibicion especifica de PI3K y ERK1/2 mostré una clara inhibicion de la
alcalinizacion y una menos marcada inhibicion de la acidificacion (figura 5), lo que

sugiere que estas vias estan relacionadas con la actividad de NHE. PAF causa



43

alcalinizacion en neutréfilos marcados con BCECF. Este fenbmeno parece ser mediado
por el intercambiador Na*/H" sensible a amilorida, y es inhibido por LY294002 y UO126.
Por lo tanto se sugiere que PAF induce alcalinizacion intracelular via activacion PI3K-

MAPK en neutroéfilos de bovino (Hidalgo y col., 2004).

En la acidificacion intracelular inducida por ionomicina no participarian
significativamente las vias PKC, PI3K y ERK1/2 (figura 5). Sin embargo, es posible que
en la produccion de protones inducida por ionomicina participe una via dependiente de
p38. Los cambios inducidos por el ionéforo de Ca** en polimorfonucleares demuestra la
importancia de Ca?* para la activacién de la p38 MAPK, también se ha demostrado los
requerimientos de Ca®" citosélico para la activacion de la p38 MAPK en respuesta a

diferentes estimulos, incluyendo PAF y FMLP (Elzi y col., 2001).

lonomicina activé la produccion de superoxido en polimorfonucleares y los
quelantes de Ca** extracelular EGTA e intracelular BAPTA-AM, produjeron una
marcada inhibicion de la produccion de superéxido (figura 6a). Diferentes estimulos
inducen la produccion de superoxido, sugiriendo una diversidad de vias de transduccion
de sefal que llevan a su activacion, tanto de aquellas ligadas a membrana plasmatica y
las proveniente de los pools de NADPH oxidasa localizadas en los granulos
respectivamente (Granfeld y col., 2002). En la ausencia tanto de Ca®" extracelular como
de la liberacién de Ca** de los compartimentos intracelulares provoca una disminucién

en la produccion de superoéxido inducida por FMLP (Valentin y col., 2001).
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En la produccion de superdxido inducido por ionomicina los datos sugieren una
participacion tanto de la via p38 como de la PKC, ya que al usar los inhibidores
especificos de estas vias, se observa una notable disminucion de la produccion de
superoxido (figura 6b). La produccion de superoxido fue inducido en neutroéfilos
estimulados con zimosan opsonizado y se atento con SB203580 (Yamamori., 2002).
En el neutrdfilo la NADPH-oxidasa puede ser activada por agonistas de PKC, tales
como PMA, resultando en la liberacion del anion superéxido. Esta liberacion de
superoéxido es independiente de PI3K, porque al ser inhibida con wortmanina no afecta

la respuesta (Karlsson y col., 2000).

En conclusion, en neutréfilos de bovino, el aumento de Ca* inducido por
ionomicina es suficiente para lograr una produccion intracelular de radicales del anion
superéxido. El Ca?* extracelular tuvo una mayor participaciéon en la alcalinizacion,
mientras que el Ca®* intracelular participaria principalmente de la acidificacién, siendo la
acidificacion controlada por una via de dependiente de p38 y la alcalinizacion via PKC,
PISK y ERK1/2. lonomicina activé la produccion de superoxido en polimorfonucleares
principalmente en presencia de Ca®" extracelular por medio de las vias PKC y p38. Se
ha demostrado que en los neutrofilos de bovino la activacion de NHE inducida por PAF
es controlado por la via de las proteinas PI3K-ERK1/2. Sin embargo, antes que se
produzca esta activacién se observa un aumento de Ca®" intracelular que se origina
tanto de la liberacién intracelular como del ingreso de Ca®* externo. El aumento de Ca**
intracelular podria ser la sefial que inicie los cambios de pH independiente o como

consecuencia del aumento de la produccién de superoxido o del control de la actividad
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de NHE. Esta regulacion podria ser importante en la inflamacion, debido al hecho que
NHE esta ampliamente expresado en leucocitos, y es el blanco de multiples vias de
sefalizacion y participa activamente durante el proceso inflamatorio (Putney y col.,

2002).
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Esquema representativo del aumento de Ca®" y cambios de PH intracelular

inducido por ionomicina.

Cal+ X Cal+
CaZ+ \ Lm

\ PI3K / N

IONOMICINA ZpM \\

2+
Fica® o MEK1/2

ionomicina can l
a2+
+— MEK3
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Los colores representan el orden en que van ocurriendo los hechos.
------ Aumento de Ca?' intracelular y extracelular.

------ activacion de las MAPquinasas.

------ activacion de PI3K 'y PKC.

------ actividad del intercambiador.
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