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Abreviaturas

ABREVIATURAS

ATP Adenosina-5’-Trifosfato

BSA Albumina sérica bovina

COMTs Centros Organizadores de Microtubulos
CrEL Cremofor

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EGTA Etilenglicol-bis(B-aminoetileter)-acido tetraacetico
GTP Guanosina-5"-trifosfato

HS Individuos hipertensos

MAPs Proteinas Asociadas a Microtibulos
Mem-tub Tubulina de membrana

MES (2-N-morfolino)-etanoacido sulfénico
MTs Microtubulos

NADH Dinucledtido de nicotinamida adenina reducido
NKA Na',K*-ATPasa

NS Individuos normotensos

PA Presion Arterial

PAS Presién Arterial Sistélica

PBS Buffer Fosfato Salino

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

SDS Dodecil Sulfato de Sodio

SDS-PAGE Electroforesis en Gel de Poliacrilamida
Sed-tub Tubulina sedimentable

SHR Rata espontaneamente hipertensa

Sol-tub Tubulina soluble



Abreviaturas

Taxol

TBS

TTCP

TRIS

TRITON X-100
TTL
Tubulina-Glu

Tween 20

Paclitaxel

Tris-Solucién amortiguadora salina
Tubulina Tirosina Carboxipeptidasa
2-amino-2-hidroximetil-1.3 propanodiol
t-octilfenoxipolietoxietanol

Tubulina Tirosina Ligasa

Isotipo de tubulina detirosinada
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Resumen

La hipertension arterial se asocia a un aumento en el contenido de Na* dentro de
los eritrocitos como consecuencia principalmente de la disminucién de la actividad
Na",K'™-ATPasa (NKA). En nuestro laboratorio previamente se demostré que la
actividad NKA es inhibida in vitro e in vivo por la formaciéon de un complejo con
tubulina acetilada. En este trabajo se demostrd que los eritrocitos humanos poseen
diferentes isotipos de tubulina distribuidos en tres fracciones, fraccion de membrana,
soluble y estructura sedimentable (Sed-tub). Aunque el contenido de tubulina total en
eritrocitos de individuos hipertensos (HS) y normotensos (NS) es el mismo, en los
eritrocitos de HS hay un aumento en la cantidad de tubulina de membrana y una
disminucién en los niveles de tubulina de la fraccién Sed-tub, a pesar de que esta
fraccion en HS es mas resistente a la depolimerizacion inducida por nocodazol en
comparacion con la fraccion Sed-tub de NS. Otra diferencia significativa observada en
eritrocitos de HS fue el aumento en la membrana de las isoespecies acetilada y
detirosinada de tubulina en mayor proporcion que la tubulina total, este hecho es de
particular interés dado que en eritrocitos humanos la tubulina de membrana es capaz de
formar un complejo con la NKA, en concordancia en HS se encontré un aumento en el
contenido del complejo tubulina acetilada/NKA en comparacion con los NS, como
consecuencia en HS la actividad enzimatica fue menor.

El tratamiento de los eritrocitos de NS con taxol, estabilizé la fraccion Sed-tub y
produjo un aumento en el contenido de tubulina acetilada, detirosinada y total en la
fraccion de membrana y una disminucion de la actividad NKA, los valores obtenidos
para cada parametro luego del tratamiento con taxol fueron similares a los observados
en HS. En contraposicion, el tratamiento de eritrocitos de HS con nocodazol causé
disminucién del contenido de tubulina de membrana y aumento de la actividad NKA.

Por otro lado, se determiné que el aumento de tubulina detirosinada observada
en la membrana de HS tendria un papel importante en la regulaciéon de la actividad
NKA, ya que preparaciones de tubulina con similar contenido de a-tubulina y tubulina
acetilada, pero con alto contenido de tubulina detirosinada inhiben en mayor proporcion
la NKA. En adicion, encontramos que los eritrocitos de HS tienen menor capacidad de
tirosinar tubulina debido a un menor contenido de la enzima tubulina tirosina ligasa
(TTL), lo que explica el mayor contenido de tubulina detirosinada.

En concordancia con la mayor estabilidad de la fraccion Sed-tub observada en
eritrocitos humanos, se determiné que en ratas espontdneamente hipertensas (SHR) los

microtibulos son mas resistentes al frio. En ausencia de las proteinas asociadas a
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microtubulos (MAPs), la tubulina de ratas normotensas Wistar y SHR pierde la
capacidad de polimerizacion, pero esta capacidad es recuperada cuando se adicionan
MAPs purificadas. La mayor polimerizaciéon de tubulina in vitro se obtiene por
combinacion de tubulina y MAPs de SHR. Esto sugiere, que tanto la tubulina como las
MAPs de individuos hipertensos tienen caracteristicas diferentes a las de normotensos.
El andlisis de la composicion y contenido de las MAPs en ratas Wistar y SHR muestra
diferencias significativas de las MAPs analizadas, MAP2AB, MAPIB y LC3. Los
cambios observados en el contenido de las MAPs podrian ser responsables de la mayor
capacidad de polimerizacion y estabilidad de los microtubulos en individuos
hipertensos.

Finalmente en el presente trabajo se encontré una correlacién entre el aumento
de la tubulina de membrana y la disminucion de la deformabilidad de los eritrocitos, una
importante propiedad reoldgica implicada en la determinacion de la presion sanguinea.
Se determiné que en ratas SHR el contenido de tubulina en la membrana de los
eritrocitos aument6 progresivamente durante el periodo de desarrollo de la hipertension
(3-8 semanas), mientras que la deformabilidad disminuy6; en ratas Wistar tanto el
contenido de tubulina en membrana como la deformabilidad permanecieron constantes.
Por otro lado, en eritrocitos de individuos hipertensos tratados con nocodazol la tubulina
de membrana disminuye y la deformabilidad celular aumenta, mientras que en
eritrocitos de individuos normotensos tratados con taxol la tubulina de membrana
aumenta y deformabilidad disminuye tanto in vitro como in vivo. En adicidn,
modificaciones del contenido de tubulina de membrana del eritrocito in vivo genera
cambios consecuentes en la presion arterial. En conjunto estos resultados ponen en
evidencia una correlacion entre la migracion de la tubulina a la membrana de los
eritrocitos y la disminucion en la deformabilidad de estas células, dichas alteraciones
hemorreoldgicas podrian contribuir al desarrollo y mantenimiento de la hipertension, ya
que tales anormalidades influencian el flujo de sangre en general y lleva a la oclusion de

microvasos.



Abstract

Hypertension (high blood pressure) is associated with increased Na' levels in
erythrocytes, mainly because of decreased activity of the enzyme Na',K'-ATPase
(NKA). Previous studies in our laboratory demonstrated that formation of a complex
between NKA and acetylated tubulin inhibits the enzyme activity in vitro and in vivo.
The present study showed that human erythrocytes contain different tubulin isotypes
concentrated in three fractions: membrane fraction ("Mem-tub"), soluble fraction, and
sedimentable fraction ("Sed-tub"). Total tubulin content in erythrocytes of hypertensive
(HS) and normotensive subjects (NS) is the same. However, HS erythrocytes have
higher Mem-tub and lower Sed-tub levels. HS Sed-tub, compared to NS Sed-tub, is
more resistant to nocodazole-induced depolymerization. In HS erythrocytes, the degree
of increase of detyrosinated and acetylated tubulin was greater than that of total tubulin.
Mem-tub is capable of forming a complex with NKA. The level of acetylated
tubulin/NKA complex was higher, and enzyme activity was accordingly lower, in HS
than in NS.

When NS erythrocytes were treated with taxol (a drug which stabilizes
microtubules), sedimentable fraction was stabilized, levels of acetylated tubulin,
detyrosinated tubulin, and total tubulin in membrane fraction were increased, and NKA
activity was reduced; values for all of these parameters became similar to those in HS
erythrocytes. Treatment of HS erythrocytes with nocodazole caused decrease of Mem-
tub level and increased NKA activity.

On the other hand, it was determined that the increase in detyrosinated tubulin
observed in the HS membrane have an important role in the regulation of NKA activity,
since preparations of tubulin with similar content of a-tubulin and acetylated tubulin,
but higher content of detyrosinated tubulin inhibits NKA activity in a greater
proportion. In addition, we found that tubulin tyrosination ability was diminished in HS
erythrocytes due to a lower content of tubulin tyrosine ligase enzyme (TTL), which
explains the higher content of detyrosinated tubulin.

Consistent with the greater stability of Sed-tub fraction in human erythrocytes, we
observed greater cold-resistance of microtubules spontaneously hypertensive rats (SHR)
than in normotensive Wistar rats. In the absence of microtubule-associated proteins
(MAPs), the polymerization ability of tubulin in both SHR and Wistar rats was lost, but
this ability was restored by addition of purified MAPs. In vitro studies of tubulin
polymerization suggested that properties of both tubulin and MAPs in SHR differ from
those in normotensive animals. Three MAPs analyzed (MAP2AB, MAPIB, LC3)
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showed significant differences in composition and content in SHR compared to Wistar
rats. Such differences in MAP composition may account for the higher polymerization
ability and microtubule stability in hypertensive individuals.

Analysis of erythrocyte deformability, an important rheological property
contributing to blood pressure value, showed an inverse correlation with Mem-tub level.
In SHR rats, erythrocyte Mem-tub level increased steadily during development of
hypertension (age 3-8 weeks), while deformability decreased. In Wistar rats, both these
parameters remained essentially constant. /n vitro and in vivo studies showed that Mem-
tub level decreased and deformability increased in nocodazole-treated HS erythrocytes,
whereas Mem-tub level increased and deformability decreased in taxol-treated NS
erythrocytes. Changes in tubulin content of erythrocyte membraned in vivo resulted in
consistent changes in blood pressure.

These findings, taken together, indicate that migration of tubulin to the
erythrocytes membrane is correlated with decreased erythrocyte deformability. Such
hemorheological changes lead to alteration of overall blood flow and occlusion of

microvessels, thereby contributing to development and maintenance of hypertension.
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Introduccion

La compartimentalizacion celular de las actividades genéticas y metabolicas de
los organismos eucariotas impuso una de las mayores diferencias evolutivas de sus
antecesores procariotas. Uno de los compartimentos mas relevantes por su tamafio y
complejidad es el nucleo, el cual, separado del citoplasma mediante una doble capa de
membranas contiene casi la totalidad del ADN celular. Este es el sitio principal de
sintesis de ADN y ARN. El espacio circundante al nicleo, el citoplasma, contiene el
citosol y organelas citoplasmaticas. En el citosol se lleva a cabo la sintesis de proteinas
y las reacciones del metabolismo celular intermedio, reacciones por las cuales pequeiias
moléculas son degradadas y otras sintetizadas para generar los componentes de las
macromoléculas. Dentro del citoplasma se extiende una compleja red de filamentos
proteicos los cuales no sélo sirven de soporte y transporte de las organelas que se hallan
dentro de él, sino que ademas le confieren a la célula importantes propiedades tales
como su arquitectura y dinamismo. Esta red de filamentos se denomina citoesqueleto y
estd compuesta basicamente por tres tipos de filamentos: filamentos de actina,
microtibulos y filamentos intermedios. Cada tipo de filamento esta compuesto por una
proteina cuantitativamente importante y una serie de proteinas asociadas, las cuales le
confieren diversas propiedades en cuanto a su estabilidad, dinamismo e interaccion con

otros componentes celulares (Mas, 1999).

3.1. Microtubulos

Los microtabulos constituyen una parte fundamental del citoesqueleto y estdn
involucrados en la division, diferenciacion, transporte intracelular, motilidad y
morfologia celular (Desai y Mitchison, 1997; Gelfand, 1991). Son polimeros cilindricos
huecos de 24 nm de didmetro formados por subunidades de una proteina globular, la
tubulina (Fig. 1), un heterodimero formado por una subunidad a y una subunidad B,
presente en casi todos los organismos eucariotas. En el tejido nervioso de animales
superiores la tubulina representa alrededor del 10-20 % de las proteinas totales.

Para la formacién de un microtibulo la tubulina debe formar primero
protofilamentos lineales, los cuales se forman por la unién de la subunidad B de un
dimero con la subunidad a del siguiente dimero de tubulina, es decir el protofilamento

se forma con dimeros de tubulina unidos de manera cabeza-cola. Aunque se han
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descrito in vivo excepciones de microtibulos de 12, 14 y 15 protofilamentos (Burton y
Himes, 1979; Eichenlaub-Ritter y Tucker, 1984; Mogensen y col., 1989), el corte
transversal de un microtibulo tipico muestra 13 protofilamentos (Tilney, 1973)
ordenados en forma paralela formando un cilindro alrededor de un “core” central vacio.
El microtabulo formado es una estructura polar debido a que todos los protofilamentos
estan ordenados en una misma direccién (determinada por la orientacion de la uni6én de
las subunidades de tubulina).

La tubulina puede ensamblarse in vitro incubando a 37 °C un extracto proteico
soluble de cerebro en presencia de GTP, Mg* y un agente quelante de Ca* (EGTA). Los
microtiibulos formados pueden aislarse mediante centrifugacion y desensamblarse por
incubacién a 0 °C quedando la tubulina en condiciones de ensamblarse nuevamente.
Esta dependencia de la polimerizacion con la temperatura, es de gran utilidad como
método de purificacion de la tubulina. Varios ciclos de ensamble y desensamble de
tubulina permite obtener preparaciones altamente enriquecidas en tubulina y proteinas
que poseen una interaccion selectiva con la misma.

El microtubulo posee un extremo denominado “+”, cuya velocidad de crecimiento
por adicion de tubulina es mas rapido que el extremo “-”. El heterodimero de tubulina
une dos moléculas del nucleétido GTP, un sitio de unidn se encuentra en la subunidad o
donde el GTP no es hidrolizable, mientras que el segundo sitio localizado en la f
tubulina une GTP reversiblemente que puede ser hidrolizado a GDP. Con respecto a la
cinética de polimerizacién de la tubulina, se ha observado in vitro que la formacién de
microtiibulos es dependiente de la concentracion del dimero de tubulina presente en el
medio. Esta concentracion se denomina concentracion critica Cc. Por encima de esta
concentracion la tubulina se ensambla, por debajo de la misma se desensambla. Tanto el
ensamble como el desensamble, tienen lugar preferentemente sobre el extremo “+” de
los microtibulos. EI GTP presente en la f-tubulina es hidrolizado a GDP luego que el
dimero de tubulina se adiciona a los extremos de un microtiibulo en crecimiento. Asi, el
extremo de un microtibulo consiste transitoriamente de subunidades de tubulina que
contienen GTP mientras que el centro del microtabulo esta enriquecido en tubulina-
GDP. Uno de los parametros que determina la estabilidad de un microtabulo es la
velocidad a la cual la tubulina-GTP se adiciona al extremo “+” (Roychowdhury y
Rasenick, 2008).

Un microtibulo puede oscilar temporalmente entre fases de crecimiento y

acortamiento. Este comportamiento complejo de los microtibulos se ha denominado
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inestabilidad dinamica (Kirschner y Mitchison, 1986). Los parametros que describen el
modelo de inestabilidad dindmica son cuatro: la velocidad de polimerizacion, la
velocidad de depolimerizacion, la frecuencia de rescate del microtabulo (transicion de
depolimerizaciéon a polimerizacion) y la frecuencia de catastrofe (transicion de
polimerizacion a depolimerizacién). Dos condiciones modulan la inestabilidad: la
concentracion de tubulina y el tipo de nucledtido (GTP o GDP) unido a la B-tubulina en
el extremo “+” del microtibulo. Un microtibulo se convierte en inestable y se
depolimeriza rapidamente (catastrofe) si la concentracién de tubulina esta por debajo de

la Cc o si el extremo “+” posee subunidades de f-tubulina con GDP.

Dimero de
3 tubulina libre

—

; - a-tubulina
> — B-tubuting
B Protofilamento
:., s
({ &
&
M
Hoja de .-
ensamble =

Figura 1: Polimerizacién de tubulina. Representacion esquemitica de la formacién de un microtiibulo a

partir de las subunidades de tubulina (Mas, 1999).
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El acortamiento y crecimiento es una propiedad intrinseca de los microtiibulos.
Muchos factores pueden interferir en las distintas fases del dinamismo de los mismos,
entre ellos la participacion de las proteinas asociadas a microtibulos (MAPs) (ver mas
adelante). Existen dos tipos de mecanismos que explican el comportamiento dinamico
de los microtibulos. Uno es el mecanismo de “inestabilidad dindmica” mencionado
anteriormente y otro es el denominado “treadmilling”, éste Gitimo modelo basicamente
propone que la invariabilidad de la masa poblacional de microtubulos en estado
estacionario es la resultante de la sumatoria de equilibrios en los microtibulos
individuales. Asi el ensamblaje de subunidades en el extremo “+” de cada microtubulo
es compensado por la pérdida de subunidades en el extremo “—” (Margolis y Wilson,
1978).

Un elemento importante para la formacién de microtibulos en células eucariotas
lo constituye el centro organizador de microtibulos (COMT) que se encuentra en la
periferia nuclear. El papel principal del COMT es ser el centro desde el cual se
ensamblan la mayoria de los microtibulos (Kirschner y Mitchison, 1986), los

66

microtibulos citosdlicos estan dispuestos de tal forma que sus extremos se
encuentran concentrados espacialmente en el COMT y desde alli se dispersan en la
célula quedando los extremos “+” en la periferia celular (Heidemann y col., 1980;
Euteneuer y Mclntosh, 1981). Ademas de las isoespecies a y f de tubulina se ha
encontrado formando parte del COMT isoespecies v, 8 y € de tubulina, las cuales no
forman parte de microtibulos sino que estan involucradas en la nucleacion de
microtibulos, duplicacion del centriolo y otros eventos celulares (Fukushima y col.,
2009).

El COMT puede contener un par de centriolos en su centro, cada centriolo es una
pequefia organela cilindrica de aproximadamente 0,2 um de ancho y 0,4 um de largo,
cuyas paredes estan formadas por nueve grupos de tres microtabulos fusionados
(triplete). Los centriolos a menudo existen de a pares formando un angulo recto entre si
y se hallan presentes en la mayoria de células animales pero estan ausentes en hongos y
plantas (Fig. 2). Como se mencioné anteriormente, los centriolos permanecen en el
centro del centrosoma pero no hacen contacto directo con los extremos de los
microtubulos citos6licos. Los centriolos cumplen un papel importante durante la
division celular y participan del anclaje de los microtibulos en cilias y flagelos. A
diferencia de los microtubulos de ciertas estructuras especializadas tales como cilias,

flagelos y axones, la mayoria de los microtibulos de las células en interfase son
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dindmicos, es decir intercambian subunidades de tubulina rapidamente con la poblacion
de tubulina no ensamblada (Saxton y col., 1984; Schulze y Kirschner, 1986; Mas,
1999).

e

W—_ Centriolos
~ “>-Microtubulos

N

Figura 2: Representacién esquemstica del centrosoma. Dos centriolos préximos al nucleo,
perpendiculares entre si y rodeados de microtibulos con los extremos “+” hacia el exterior

(www lacelula/centriolo.com).

Esta organizacion es tipica de microtiibulos en la mayor parte de las células de
mamiferos, sin embargo esta estructura no se observa en eritrocitos de mamiferos,
estudios de microscopia electronica muestran que los eritrocitos humanos no contienen
microtbulos (van Deurs y Behnke, 1973). Por otro lado, en vertebrados no mamiferos,
la membrana de los eritrocitos estd reforzada por un haz de microtibulos que
circunscribe a la membrana cortical en el plano horizontal de la célula, dicha estructura
es conocida como banda marginal de microtiibulos. La funcién de esta banda marginal
es proporcionar apoyo estructural a la membrana celular y la morfologia eliptica, tipica
de los eritrocitos de vertebrados. Sobre la base de estos resultados muchos autores

niegan la presencia de tubulina en eritrocitos humanos (Bennett, 1985; Cohen y col.,
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1990; Liao y col., 2000), no obstante estudios recientes de protedmica realizados por
Goodman y col. (2007) demuestran la presencia de diferentes isoformas de tubulina

tales como tubulina a3, a6 y B1 en eritrocitos humanos.

3.2. Tubulina

La tubulina (Fig. 3) es codificada por multiples genes estrechamente relacionados.
En ratones han sido aislados siete genes para a-tubulina y ocho genes para f-tubulina.
Las subunidades de a-tubulina muestran una homologia de mas del 90 % entre si, un
porcentaje de homologia similar se observa para las subunidades de [-tubulina,
exceptuando la tubulina Bl que presenta una homologia de aproximadamente el 78 %

con respecto a las otras subunidades § (Hammond y col., 2008).

Figura 3: Diagrama de cinta del dimero de tubulina. Dimero de tubulina visto desde el lado exterior
del microtibulo, arriba se muestra la subunidad de a-tubulina con su sitio de unién a GTP y abajo la

subunidad p-tubulina conteniendo GDP y taxol (Nogales y col., 1998).
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La region carboxilo terminal (C-terminal) de ~15 residuos de aminoacidos para
B-tubulina y uno menos extenso para a-tubulina, constituye el principal dominio
variable. Esta region se encuentra en la superficie exterior de los microtubulos, participa
en la interaccion de los microtubulos con proteinas motoras y MAPs (Hammond y col.,
2008) y es donde se llevan a cabo ciertas modificaciones pos-traduccionales (MPTs)
tales como: tirosinacion/detirosinacion, modificacion A2, poliglutamilacién y
poliglicilaciéon. De esta manera, la secuencia variable de la region C-terminal puede dar
lugar a diferentes isoformas especificas. Existen ademdas otras modificaciones pos-
traduccionales tales como acetilacion, fosforilacién y palmitoilacion que ocurren en
otros sitios de tubulina diferentes al extremo C-terminal (Fukushima y col., 2009). La
expresion de las isoformas de tubulina es diferente entre 6rganos y tipos celulares y esta
regulada durante el desarrollo. Todas estas modificaciones, conservadas a través de la
evolucion, pueden actuar individualmente o en combinacion para controlar funciones

especificas de los microtibulos (Hammond y col., 2008.)

3.2.1. Modificaciones post-traduccionales de tubulina

3.2.1.1. Acetilacion/deacetilacion de a-tubulina

La acetilacion de a-tubulina ocurre en el residuo lisina de la posicion 40 sobre el
extremo amino terminal (N-terminal). La acetilacion se asocia principalmente con
microtubulos estables y ocurre después del ensamblado de los microtibulos (Fig. 4).

La enzima encargada de la acetilacion de a-tubulina no ha sido identificada, sin
embargo recientemente se ha demostrado la presencia de una histona acetil transferasa,
NATI10, que podria estar involucrada en la acetilacion de tubulina (Shen y col., 2009).
Por otro lado, las enzimas que catalizan la reaccion opuesta, es decir la deacetilacion,
han sido descritas, ellas son la Histona Deacetilasa 6 (HDAC6) y SIRT2. La HDAC6 es
un miembro de la familia histona deacetilasa que es preferentemente citoplasmatica y
co-localiza con microtabulos. Esta puede deacetilar tubulina y microtabulos in vitro, y
la supresion de la funcion de HDAC6 por inhibidores farmacoldgicos o pequeiios ARN
interferencia (siARN) in vivo conduce a un marcado aumento en la acetilacion de la

tubulina. La segunda histona deacetilasa, SIRT 2, la cual es dependiente de NAD",
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también ha sido identificada como una tubulina deacetilasa. SIRT 2 co-inmunoprecipita
con la HDACG6 en extractos celulares, lo cual aumenta la posibilidad de que estas
enzimas cooperen para deacetilar tubulina in vivo (Hammond y col., 2008; Westermann
y Weber, 2003).

Un amplio nimero de investigaciones demuestran que la acetilacion de tubulina
no es esencial para la supervivencia celular pero si afecta funciones especializadas. Se
ha propuesto un papel de la acetilacion de tubulina en la motilidad celular ya que la
sobreexpresion de HDAC6 aumenta los movimientos quimiotacticos de células NIH-
3T3, mientras que la inhibicion de HDAC6 inhibe la migracion celular (Haggarty y col.,
2003). En células CAD, el isotipo acetilado de tubulina esta ausente, sin embargo el
tratamiento de estas células con inhibidores de deacetilasas tales como la tricostatina A
o la tubacina induce acetilacion de tubulina, una vez acetilada la tubulina es capaz de
asociarse con la Na'",K'-ATPasa (NKA) de membrana plasmatica e inhibir su actividad

catalitica (Santander y col., 2006).

3.2.1.2. Poliglicilacion de microtubulos

La poliglicilacion es la unién covalente a través de una unién isopeptidica de una
cadena lateral de poliglicina a un resido glutamato conservado que esta en el carboxilo
terminal de o y B-tubulina. La poliglicilacion puede ser muy extensa involucrando la
adicion de mas de 34 residuos extra y es predominante en tubulina de esperma de
mamiferos. En el presente no se conocen las enzimas responsables de la poliglicilacion,
pero ha sido descrita una actividad de deglicilacion en el citosol de Paramecium, lo que
indica que al igual que otras modificaciones de tubulina, la poliglicilacion es reversible
(Xiay col., 2000).

Mutaciones de los tres sitios de glicilacion de a-tubulina no provocan efectos
observables, aunque mutantes de los cinco sitios de glicilacion de B-tubulina no son
viables. Apreciablemente un sitio simple no es esencial pero la reduccion del nivel de
glicilacion por mutagénesis de algin sitio, pero no de todos, produce células que
muestran un crecimiento y motilidad anormal, como también defectos en la citocinesis

(Xia y col., 2000).
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En esta inusual modificacion una cadena lateral de poliglutamato de longitud
variable esta unida, a través de una uni6n isopeptidica, al grupo y-carboxilato de un
glutamato en el extremo carboxilo terminal de tubulina. La poliglutamilacion fue
demostrada para a-tubulina en cerebro de mamiferos y subsecuentemente fue detectada
en todos los isotipos de a y B-tubulina.

Preparaciones de tubulina poliglutamilada han sido aisladas de cerebro de rata y
de Crithidia fasciculata. La enzima de rata muestra una constante de sedimentacion de
10S que corresponde a un peso molecular de 300 kD. Trabajos realizados en células
Hela muestran que la poliglutamilacion esta regulada en el ciclo celular, aunque los
picos de actividad poliglutamilasa se dan en la fase G2, el nivel de tubulina glutamilada
es maximo durante la mitosis.

Las evidencias encontradas hasta el presente indican que la poliglutamilacion
puede influenciar diferencialmente la interaccion entre los microtibulos y sus proteinas
asociadas. Ensayos in vitro muestran que algunas MAPs, tales como kinesina y tau,
muestran fuerte afinidad por microtiibulos que han sido modificados por adicién de una
cadena lateral de acido glutdmico con una longitud de tres residuos mientras que su
afinidad por largas cadenas laterales disminuye (Larcher y col., 1996; Bonnet y col.,

2001).

3.2.1.4. Tirosinacion/detirosinacion de a-tubulina

La adicion de una tirosina al extremo C-terminal de o-tubulina es una
modificacién pos-traduccional ampliamente estudiada (Fig. 4). Debido a que la tirosina
C-terminal de la a-tubulina es codificada por el ARN mensajero, la modificacion
primaria es la remocion de tirosina por la enzima tubulina tirosina carboxipeptidasa
(TTCP) (Argarafia y col., 1978). Como resultado la tubulina detirosinada expone un
acido glutamico carboxilo-terminal y por ello es a menudo llamada Glu-tubulina. La
incorporacién de un nuevo residuo de tirosina a la tubulina detirosinada es una reaccion
dependiente de ATP catalizada por la enzima tubulina tirosina ligasa (TTL), en esta
reaccion se restaura la tirosina C-terminal produciendo Tyr-tubulina (Barra y col.,

1973). La tubulina detirosinada puede ademas sufrir remocion del penultimo acido
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glutamico lo que lleva a la formacion de tubulina A2, la cual no es sustrato para la TTL,
y de este modo escapa al ciclo de tirosinacion (Paturle-Lafanechere y col., 1991;
Rudiger y col., 1994).

La detirosinacion ocurre preferentemente después del ensamblado de los
microtiibulos, porque la TTCP prefiere polimeros, en tanto que la TTL prefiere dimeros
de tubulina como sustrato. Se considera que la detirosinacion por si misma no estabiliza
los microtabulos, pero si se usa como un marcador de estabilidad microtubular, sin
embargo estudios recientes de Peris y col. (2009) demuestran que los microtibulos
detirosinados son sustratos de poca afinidad para factores desensamblantes
promoviendo asi la estabilizacion de dichas estructuras. Los caminos de transduccion de
sefiales que llevan a la formacion de microtibulos detirosinados involucran a la pequefia
GTPasa Rho y mDia (Cook y col., 1998; Palazzo y col., 2001). Los microtiibulos
detirosinados parecen estar estabilizados por supresion de la dindmica en el extremo
positivo a través de un complejo de tapado de composicion desconocida (Infante y col.,
2000).

Para analizar directamente la funcién del ciclo de tirosinacion, los genes que
codifican para la TTL han sido suprimidos en ratones. Los ratones carentes de TTL
nacen sin malformaciones aparentes, pero mueren dentro del primer dia de nacimiento,
demostrando que la enzima es necesaria en cierta etapa del desarrollo de algunos tipos
de células neurales.

La A2-tubulina constituye una fraccion considerable de tubulina de cerebro. En
cultivo de células de mamiferos, la aparicion de A2-tubulina puede ser usada para
detectar lineas celulares que tienen baja actividad TTL. Aunque estas células tienen un
citoesqueleto microtubular normal, cuando son inyectadas en ratones desnudos
producen un aumento de tumores, poniendo en evidencia que durante la tumorogenesis
la actividad TTL se pierde. De hecho, en la mayoria de las células de cancer de pecho
que han sido investigadas, la actividad TTL esta disminuida y como consecuencia el

nivel de detirosinacion en estas células es elevado (Mialhe y col., 2001).
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Figura 4: Representacién esquemitica de dos modificaciomes postraduccionales de tubulina. Se
representan los procesos de acetilacion/deacetilacion (arriba) y tirosinacion/detirosinacién (abajo). Los
microtibulos estan compuestos de heterodimeros de a (celeste) y B (azul) tubulina. Los residuos unidos y

removidos estan remarcados en anaranjado (Fukushima y col., 2009).

3.2.1.5. Fosforilacion de tubulina

La fosforilacién ocurre sobre un residuo de serina en el extremo C-terminal de B-
tubulina. Es una modificacién raramente observada y su funcion es desconocida. La
fosforilacion tiene un papel importante en la regulacion de algunas MAPs, pero resulta
interesante destacar que solo parece ser una modificacion menor para los microtibulos.
Esto podria deberse a que la tubulina es una proteina altamente anidnica y la
introduccién de un grupo fosfato cargado negativamente puede no ser suficiente para

cambiar la estructura o carga de la proteina (Westermann y Weber, 2003).

3.3. Proteinas asociadas a microtibulos (MAPs)

En células vivas los microtiibulos se ensamblan en estructuras estables tales como
los procesos de neuronas maduras o axonemas ciliares y flagelares, pero también son
importantes en eventos dindmicos tales como la formacién del uso mitético. Durante
estos procesos los microtubulos experimentan una rapida transicion entre estados de

crecimiento y acortamiento. Este fenomeno de inestabilidad dinamica es una propiedad
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esencial de la tubulina que puede ser demostrado in vitro. In vivo la estabilidad de los
microtibulos es modulada por efectores celulares tales como diferentes proteinas (ej.
catanina), factores que promueven la catastrofe (ej. estatmina), proteinas motoras (ej.
XKCM1) y diferentes familias de proteinas asociadas a microtibulos (MAPs) (Drewes
y col., 1998). La clonacion y el secuenciamiento de las MAPs han permitido identificar
dos familias principales que difieren en sus regiones de union a microtibulos, ellas son:
1) La familia MAP2/tau (MAP2, MAP4 y tau) cuyas proteinas contienen secuencias
similares responsables de su unién a la region COOH-terminal de las subunidades de
tubulina. El dominio de unién a microtibulos de estas MAPs consiste de tres a cuatro
secuencias repetidas de un motivo de 18 aminoéacidos que se encuentra préximo al
dominio COOH-terminal de las moléculas; y 2) La familia MAP1 (MAP1A, MAPIB y
MAP1S) cuyas proteinas tienen un dominio de unién a microtibulos que consiste de 21
secuencias repetidas situadas en el centro de las moléculas y que contienen la secuencia
KKEE o KKE (Maccioni y Cambiazo, 1995). En cuanto a la funcionalidad de las MAPs
existe una superposicion entre los miembros de la familia MAP2/tau y MAP1 (Teng y

col., 2001).

Proteinas de la familia MAP2/tau:

Estructuralmente, tienen secuencias repetitivas de union a los microtubulos
cercanos al extremo C-terminal, poseen un motivo conservado KXGS que puede ser
fosforilado y tienen una proyeccion N-terminal de tamaiio variable que en el caso de
MAP?2 y tau tienen una carga neta negativa. Cada proteina tiene varias isoformas, con
variaciones en la longitud de la proyeccion y el nimero de repetidos de union a
microtubulos. Las principales formas de MAP2 son MAP2C, la cual es relativamente
corta y MAP2A y MAP2B, que contienen una proyeccion mas larga. Las diferentes
formas de MAP2 se expresan principalmente en neuronas en diferentes estadios del
desarrollo, MAP2C es regulada después de estadios tempranos del desarrollo neuronal,
mientras que MAP2B se expresa durante el desarrollo y edad adulta. La isoforma
MAP2A se expresa luego de que los niveles de MAP2C disminuyen y no se detectan
uniformemente en las neuronas maduras. Por otro lado, las proteinas tau se dividen en
dos clases principales, una que comprende aquellas isoformas que contienen tres
repeticiones de unién a microtibulos y la segunda que incluye a las isoformas con

cuatro repeticiones. Las primeras se expresan predominantemente durante el desarrollo
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temprano, mientras que las isoformas con cuatro repeticiones se expresan durante el
estado adulto.

Andlisis estructurales revelan la presencia de las proteinas de la familia MAP2/tau
a lo largo de los microtiibulos en las neuronas. En cuanto a su funcionalidad, estas
MAPs se caracterizan por su capacidad para unirse y estabilizar microtibulos, ademas
incrementan la rigidez e inducen la formacién de ramos de microtiibulos en sistemas
celulares heterélogos. (Al Bassam y col., 2002). Interesantemente, las isoformas de tau
que contienen tres o cuatro secuencias repetidas de unidén a microtibulos muestran
diferente efecto sobre la dindmica de los microttibulos, isoformas con cuatro repetidos
protegen a los microtubulos de la depolimerizacion mas firmemente que las isoformas
con tres repetidos (Panda y col., 2003). El fenotipo knockout simple para tau y MAP2
sugiere para estas proteinas funciones especificas pero no esenciales en la morfogénesis
del sistema nervioso. Tau ha sido ampliamente estudiada por su estrecha relacion con la
enfermedad de Alzheimer y demencias frontotemporales (Lee y col., 2001; Goedert y
col., 2000). A pesar de la funcion estabilizante de las MAPs, en las células los
microtibulos muestran comportamiento dindmico aun cuando estas proteinas son
altamente expresadas (Kaech y col., 1996), esto se debe a que su union es regulada por
diversos factores entre los cuales uno de los mas importantes es la fosforilacion. En
particular, la union de MAP2/tau a microtibulos puede ser regulada por fosforilacion
del motivo KXGS en cada repeticion de union a microtabulos, hecho que disminuye la
afinidad por los microtibulos. Los motivos de fosforilacion son sustratos de maltiples
proteinas quinasas que incluyen la proteina quinasa A (PKA) y la quinasa que regula la
afinidad a microtabulos (MARK) (Meyer y col., 1995).

MAP4, el ultimo miembro de la familia MAP2/tau, a diferencia de las demas
MAPs que son predominantemente de origen neural, se caracteriza por ser de amplia
ubicacion, se expresa en varios érganos incluyendo cerebro, glandula adrenal, pulmén,
higado, musculo y corazén (Dehmelt y Halpain, 2004). Se ha propuesto para esta
proteina un papel en la regulacion de la dinamica de los microtubulos mitéticos durante
la metafase, por otro lado, la isoforma especifica de musculo de ésta proteina es
necesaria durante la miogénesis, aunque su funcion exacta en estos procesos no es

conocida (Dehmelt y Halpain, 2004).
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Proteinas de la familia MAP1:

Son MAPs clasicas que se unen a lo largo del enrejado de microtubulos. Los genes
que codifican para MAP1A, MAPIB y MAPIS son traducidos como largas proteinas
que luego sufren clivage proteolitico proximo al extremo C-terminal, generandose asi
cadenas pesadas (MAP1A-HC de 350 kDa, MAP1B-HC de 300 kDa y MAP1S-HC de
100 kDa) y cadenas livianas (LC2 de 28 kDa de MAP1A, LC1 de 32 kDa de MAPIB y
MAP1S-LC de 26 kDa). Se puede encontrar una proteina accesoria en el complejo de
proteinas MAP1A y MAPIB, la cual es producto de un gen que codifica en forma
independiente del resto para una cadena liviana de MAP1, llamada LC3 (19 kDa) que se
co-expresa con MAP1A o MAP1B (Mann y Hammarback, 1994; Mann y Hammarback,
1996). Tanto las cadenas livianas generadas a partir de MAP1A (LC2) y MAPIB (LC1)
como la cadena liviana LC3 pueden interactuar con ambas cadenas pesadas, la de
MAPI1A y la de MAPIB (Halpain y Dehmelt, 2006) (Fig. 5).

La funcionalidad de esta familia de MAPs esta regulada por la formacion de
complejos entre las distintas proteinas que la constituyen. La asociacion de moléculas
de cadena liviana, incluida LC3, con MAP1A y MAPIB puede alterar la capacidad de
las cadenas pesadas para unirse a microtubulos y alterar la dindmica de estos (Mann y
Hammarback, 1994, 1996; Schoenfeld y col., 1989). Las moléculas de cadena liviana se
han detectado en una proporciéon de 6-8 veces mayor comparadas con sus respectivas
cadenas pesadas y tienen la capacidad de unirse a microtibulos en ausencia de
moléculas de MAPI1. La unién de las cadenas livianas LC1 y LC2 a los microtibulos
hace que estos se reorganicen en haces ondulados y aumentan la resistencia de los
microtibulos a la depolimerizacion por drogas (Noiges y col., 2002; Togel y col., 1998)
y ambas proteinas promueven la polimerizacion de tubulina in vitro.

De las tres cadenas livianas, el efecto de LC3 sobre la estabilidad y dinamica de
los microtubulos es el que menos se conoce. Recientemente, Faller y col. (2009)
demostraron que LC3 puede co-localizar con microtubulos in vivo (independientemente
de las cadenas pesadas de MAPs) y en contraposicion con LC1 y LC2, no reorganiza a
los microtubulos dentro de haces ondulados. Células transfectadas con LC3 presentan
marcados cambios en la dinamica de los microtibulos, mostrando un aumento en la
estabilidad y una disminucion de la dinamica de estos, ya que suprime los eventos de
acortamiento y catastrofe, incrementando la frecuencia de eventos de rescate. Por otro
lado, la unién de LC3 a microtabulos aumenta la detirosinacioén de tubulina (Faller y
col., 2009).
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A diferencia de lo que ocurre con las cadenas pesadas, la expresion de las
diferentes cadenas livianas han sido detectadas en células no neuronales, por esta razén
su efecto sobre la dinamica de las microtibulos puede ser relevante en otros tejidos y
sugiere que las cadenas livianas tienen funciones adicionales a su asociacion con las
cadenas pesadas de MAP1 (Mei y col., 2000).

Las cadenas pesadas de MAP1A y MAPIB contienen secuencias adicionales que
sirven de union a microtibulos. Los aminoéacidos que se encuentran en los dominios de
union a microtibulos son diversos, incluyendo residuos cargados positiva y

negativamente (Noiges y col., 2002; Halpain y Dehmelt, 2006).
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Figura 5: Dominios de organizacién y procesamiento postraduccional de proteinas de la familia

MAP1. MAP1A, MAPIB y MAPIS contienen secuencias de unién a microtibulos y a F-actina en la

region C-terminal y sitios de unién a microtubulos adicionales en la region N-terminal de MAPIA y
MAPI1B. Todos los miembros de la familia son clivados préximos al extremo C-terminal dando cadenas
pesadas y livianas. Las cadenas livianas interaccionan con las cadenas pesadas formando complejos. LC3,
la cadena liviana codificada por un gen adicional, se encuentra en los complejos maduros de MAP1A o
MAPI1B (Halpain y Dehmelt, 2006).

La proteina MAPIB se expresa principalmente durante el desarrollo neuronal

temprano, se localiza en los axones y disminuye de manera gradual durante la
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maduracion. MAP1A en cambio, se expresa principalmente en las neuronas adultas y se
localiza en las dendritas; mientras que MAP1S se expresa en varios tejidos incluyendo
cerebro de rata. MAP1A y MAPIB fueron descubiertas por su capacidad para unirse a
microtibulos y estabilizarlos; estudios in vitro sugieren que la actividad de MAP1B es
mas débil cuando se la compara con las proteinas MAP2, lo cual puede deberse a
factores tales como la inhibicion de la actividad estabilizante de microtubulos de la
cadena liviana de MAP1B por su cadena pesada o una fosforilacion diferencial. La
fosforilacion de MAPIB por la Glucogeno Sintetasa Quinasa-; B (GSK3B) ha sido
ampliamente estudiada in vitro e in vivo, ocurre en los residuos Ser1260 y Thr1265 y
son especificamente fosforilados en los axones en crecimiento (Trivedi y col., 2005). La
eliminacion completa del gen de MAPIB da como resultado la ausencia del corpus
callosum, sugiriendo que el mecanismo de crecimiento axonal es afectado (Halpain y
Dehmelt, 2006).

La inhibicién simultanea de MAPIB y MAP2 o tau resulta en fenotipos mas
severos que en knockouts simples y sugieren un papel funcional para MAPI1B, tau y

MAP2 en la migracioén neuronal y en procesos de extension (Halpain y Dehmelt, 2006).

3.4. ATPasas de membrana plasmatica

Las membranas bioldgicas, formadas por proteinas inmersas en una bicapa
lipidica, permiten la interaccion de las células con el medio que las rodea, controlando
la entrada de nutrientes y la excrecion de productos de desechos. Asimismo son
responsables de la compartimentalizacion de metabolitos entre los distintos organulos
celulares. Algunos de estos procesos de transporte tienen lugar por mecanismos de
difusién simple, mientras que otros estan mediados por proteinas transportadoras de
membrana (Lodish, 2002).

Las ATPasas son enzimas que acoplan la hidrolisis o sintesis de ATP al
movimiento de un soluto a través de la membrana. Se clasifican en tres grupos de
acuerdo a su composicion proteica, localizacién celular y mecanismo de accién; las
familias de ATPasas conocidas son las ATPasas vacuolares o V-ATPasas, las F-
ATPasas constituidas por porciones Fo y F; y las P-ATPasas llamadas asi por presentar

un intermediario fosforilado durante su ciclo catalitico.
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V-ATPasas: las representantes de este grupo se encuentran en membranas de
lisosomas y endosomas y se encargan de bombear protones desde el citosol hacia el
interior de la organela. Estan constituidas por un gran dominio citosélico, compuesto
por cinco subunidades diferentes, que fija ATP y ejerce la accion hidrolitica. El
complejo proteico de la bomba se completa con un canal para el paso de protones, que
es un dominio transmembrana formado por varias copias de subunidades c y una

subunidad a.

F-ATPasas: el integrante de mayor interés estd en la membrana interna de las
mitocondrias y funciona como ATPsintetasa impulsada por el flujo de protones. Esta
compuesta por asociacion de multiples subunidades en un complejo proteico, presenta
un gran dominio extramembrana con actividad catalica (F;) y otro transmembrana que

forma el canal de protones (Fo).

P-ATPasas: poseen una estructura basica compuesta por una o dos subunidades
que atraviesan la membrana. La subunidad principal llamada a (100 kDa) es la
responsable de la actividad ATPasa, tiene el sitio de union de ATP, se fosforila durante
el proceso de transporte y forma el canal por donde se desplazan los iones. Pertenecen a
esta clase la NKA, la Ca’*-ATPasa y la H', K'-ATPasa (Blanco, 2006).

3.4.1. P-ATPasas de membrana plasmaitica
3.4.1.1. Ca*"-ATPasa

Las membranas plasmaticas de las células animales, de levaduras y probablemente
también de vegetales, contienen ATPasas de Ca?* (135 kDa) que transportan este jon
hacia fuera de la célula en contra de su gradiente electroquimico, contribuyendo a
mantener baja la concentracion de iones Ca®* libres en el citosol.

Presenta una subunidad a catalitica que posee un sitio de fijacion para ATP. El
aumento de Ca®' citosélico induce la fijacion de estos iones a la calmodulina, una
proteina reguladora que fija Ca®" y desencadena la activacion alostérica de la ATPasa de

2+ . .y . I3
Ca*", como consecuencia, la exportacién de iones Ca’* desde la célula se acelera y
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rapidamente se restaura la baja concentracién citosolica de Ca** libre original (Lodish,

2002).

3.4.1.2. H K'-ATPasa

La H" K"-ATPasa se localiza en células parietales del estomago, esta compuesta
por una subunidad a de 95 kDa y una B de 60-90 kDa, es la base molecular de la
produccion de acido gastrico y es el camino comin final que media la secrecion de
acido clorhidrico por las células parietales gastricas. Esta enzima media el cambio
electroneutral de H" intracelular y K* extracelular, acoplado a la hidrélisis del ATP,
para llevar a cabo la secrecion de acido cuando las células parietales son estimuladas.
La secrecion de acido gastrico es estimulada por factores tales como gastrina, histamina

y acetilcolina, y es inhibida por somatostatina (Shi, 2005).

3.4.1.3. Na',K'-ATPasa

La enzima NKA es la proteina responsable del transporte activo de iones Na* y K*
a través de la membrana plasmatica; la presencia en las membranas celulares de una
actividad ATPasa que es estimulada por la presencia simultinea de iones Na" y K y
que es especificamente inhibida por glicésidos cardiacos (ouabaina, digoxina y
digitoxina) fue descubierto hace mas de cuarenta afios (Skou, 1957). La enzima es una
proteina heterodimérica que consiste de una subunidad a y una f, la subunidad o esta
compuesta por aproximadamente 1.000 residuos de aminoacidos y tiene un peso
molecular de ~110 kDa (Fig. 6). Se han identificado cuatro isoformas de esta subunidad
i, 02, 03 y a4, de las cuales la forma principal, a;, se encuentra en la mayoria de los
tejidos y es la predominante en rifion y en la mayoria de los epitelios. La subunidad o
posee cinco bucles extracelulares (M1 a MI10), como ambos extremos son
intracelulares, hay diez segmentos transmembrana. Los bucles extracelulares son cortos,
excepto M7 y M8. En cuanto a las estructuras intracelulares, se destacan tres bucles, un
largo bucle central entre M4 y M5 compuesto de ~430 residuos de aminoacidos, una
larga cola N-terminal de ~90 residuos de aminoacidos y un bucle intracelular de ~120

residuos entre M2 y M3. Estos bucles contienen el dominio de unién a nucleétidos o N,
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el dominio de fosforilaciéon o P, ambos formados por los bucles M4-MS y un dominio
actuador o A que se forma por el tallo N-terminal y los bucles M2-M3 (Kaplan, 2002).
La subunidad B tiene un peso molecular de ~55 kDa, es una proteina de membrana
tipo II (cruza una sola vez la membrana) y su extremo amino esta en el citoplasma. Esta
subunidad estd compuesta de 370 residuos de aminoacidos y tiene 4 isoformas. Los
primeros 30 aminoéacidos estan expuestos hacia el citosol y aproximadamente 300
residuos de aminoacidos se doblan para formar la porcion extracelular. En esta porcion
hay 3 secuencias consenso que estan extensamente glicosiladas (Fig. 6). Estudios sobre

la enzima purificada muestran que ambas subunidades son esenciales para la actividad

enzimatica.
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Figura 6: Ilustraciéon esquemstica de la NKA. Principales sitios de unién a ligandos y sitios activos
sobre la subunidad al (rojo) y Bl (azul). Las elipses en los dominios transmembrana indican las regiones
involucradas en la unién del Na” y/o K'. DLC, indica el principal sitio de union a esteroides. Los
rectangulos amarillos indican otros sitios involucrados en la union DLC. PTK, PKC y PKA: sitios de
fosforilacion. PI3K: sitio de union. IP3: sitio de union. 14-3-3: sitio de unién de la proteina 14-3-3.
CBM1/2: sitios de unién de caveolina 1 y 2. Ank: sitio de unién de ankirina. AP2: sitio de unién de
proteina adaptadora 2. Mg"': sitio de unién del magnesio. ATP: indica el 4rea involucrada en la union de

ATP. P-ATPase: indica el motivo conservado de las P-ATPasas (Nesher y col., 2007).
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En el ciclo catalitico de la NKA se pueden distinguir diferentes estados de la
enzima (Fig. 7). La enzima en su forma E, tiene sitios intracelulares de union a cationes
y alta afinidad por el Na* y el ATP, la fosforilacién de E; produce la forma E,P, cuando
el ADP sale la unién del Na" a la enzima es obstruida. Luego ocurre otro cambio
conformacional, los iones Na" pasan a la superficie extracelular y la fosfoenzima es
menos sensible a la adicion de ADP pero es sensible a la hidrélisis, esta forma, E,P, une
iones K" a la superficie externa, los iones defosforilan la enzima y quedan atrapados
para formar el estado E,K,. La liberacién del K* a la solucién intracelular es catalizada
por el ATP, uniéndose a un sitio con baja afinidad para el ATP. La enzima retorna del
estado E; a la forma E;, con una baja afinidad para el K", los iones salen a la superficie
interna y la proteina esta lista para un nuevo ciclo (Kaplan, 2002).

La modulacion de la actividad NKA por drogas o factores intrinsecos afecta una
variedad de fenomenos fisiolégicos. La inhibicion de la bomba en condiciones donde la
concentracion intracelular de cationes no esta alterada lleva a la activacion de caminos

de seflalizacion clasicos tales como ERK y Src (Mohammadi y col., 2001).

3Na’ Espacio Extracelular

‘K; | [c \\ \ . Ny

ADP Citoplasma L A N
Espacio intracelular K 3 Na

Figura 7: Ciclo de reaccion de NKA. El esquema muestra los pasos para el ciclo de reaccion

involucrados en el transporte activo de iones Na* y K* (Kaplan, 2002).
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3.5. Regulacion de P-ATPasas por interaccion con tubulina

Se ha demostrado que varias proteinas integrales de membranas, ademas de
proteinas citoplasmaticas, interaccionan con tubulina ensamblada y no ensamblada, lo
que permite encontrar una fraccion de tubulina presente en las membranas. La presencia
de tubulina asociada a membranas plasmaticas de cerebro ha sido observada por
diversos investigadores (Bhattacharyya y Wolff, 1975; Walters y Matus, 1975; Gozes y
Littauer, 1979; Babitch, 1981; Strocchi y col.,, 1981; de Néchaud y col.,, 1983;
Hargreaves y Avila, 1985).

Inicialmente el grupo del Dr. Barra y posteriormente el grupo del Dr. Casale
fueron los primeros en describir las interacciones entre la tubulina y las P-ATPasas
(Beltramo y col., 1992 y 1994; Nufiez-Fernandez y col. 1997; Alonso y col., 1998;
Casale y col., 2001; 2003 y 2005; Campetelli y col., 2005; Santander y col., 2006;
Monesterolo y col., 2008; Zampar y col., 2009).

Beltramo y col. (1994) demostraron que aproximadamente el 30 % de la tubulina
puede ser aislada como un componente con caracteristicas hidrof6bicas, dado que
cuando se extraen membranas de cerebro con una solucion que contiene Triton X-114 y
la preparacion es particionada, parte de la tubulina total de membrana aparece en la fase
detergente. Por otro lado, cuando las membranas son sometidas a un tratamiento
alcalino, las moléculas de tubulina son removidas de las membranas y luego de la
particion aparecen principalmente en la fase acuosa. Este hecho demuestra que la
tubulina no es una proteina integral de membrana sino que el comportamiento
hidrofébico se debe a su asociacion con un componente integral de membrana. Por otro
lado, se demostro que la tubulina hidrofobica contiene una alta proporcion del isotipo
acetilado (Beltramo y col., 1992). Posteriormente (Nuiiez-Fernandez y col. 1997),
encontraron que el componente de membrana que le confiere caracter hidrofébico a la
tubulina es una proteina de 100 kDa, que posteriormente (Alonso y col. 1998) la
identificaron como la subunidad a de la enzima NKA.

El descubrimiento del complejo tubulina/NKA llevo a investigar el efecto de la
formacion del complejo sobre la actividad enzimatica. Se encontrd que la interaccion de
tubulina con la NKA inhibe la actividad enzimatica (Casale y col 2001). El grado de
inhibicién se correlaciona con: 1) la concentracion de la isoforma de tubulina acetilada
presente en la preparacion de tubulina usada, y 2) la cantidad de tubulina acetilada

aislada como un componente hidrofébico. La modificacion farmacologica de la
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actividad de la enzima, mediante el uso de L-glutamato en cuitivo de astrocitos, muestra
que el aumento de la actividad NKA se correlaciona con una disminucion del contenido
de tubulina hidrofébica, demostrando que la asociacion/disociacidon de tubulina
acetilada con NKA esta involucrada en la regulacion de la actividad enzimética en
células vivas (Casale y col. 2003). La estimulacion de la actividad NKA mediada por la
disociacién del complejo tubulina acetilada/NKA también ocurre en células no neurales
tales como células COS, Hep-2, CHO, L6 y NIH 3T3 (Casale y col. 2005). Por otro
lado, se ha demostrado que en células CAD, una linea celular de origen neural, el
isotipo acetilado de tubulina no esta presente, en relacién con los antecedentes descritos
anteriormente en esta linea celular la NKA no se activa por el tratamiento con L-
glutamato y el complejo tubulina/NKA no se encuentra en las membranas. El
tratamiento de células CAD con inhibidores de deacetilasas (tubacina o tricostatina A -
TSA-) provoca aparicién del isotipo acetilado de tubulina, formacion del complejo
tubulina/NKA y reduccion de la actividad enzimatica. La adicion de L-glutamato a las
células tratadas, provoca disociacion del complejo y la actividad enzimatica es
restaurada (Fig. 8). Estos hallazgos (Santander y col. 2006) ponen en evidencia que la
acetilacion de la tubulina es esencial para la interaccion de esta proteina con la NKA de
membrana y la resultante inhibicion de la actividad enzimética.

En estudios posteriores (Zampar y col. 2009), se demostré que la tubulina
acetilada se asocia con el dominio citoplasmatico cinco (CD5) de la NKA y que la
enzima es capaz de interaccionar con microtubulos y posiblemente podria actuar como

un sitio de anclaje de los microtibulos a la membrana plasmatica.
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Figura 8: Representacién esquemstica de la asociacién de microtibulos con NKA de membrana
determinada por el estado de acetilacién. El balance de las actividades de tubulina acetil transferasa
(TAT) y HDAC6 determina la cantidad de microtiibulos acetilados y no acetilados (Ac-MT y No Ac-
MT). Los Ac-MT se asocian con las membranas a través de la NKA e inhiben la actividad de la enzima.
L.os No Ac-MT no se pueden asociar con las membranas y la NKA no es inhibida. La asociacion de los
microtubulos con la NKA puede ser liberada por la entrada de L-glutamato. La accién inhibidora de TSA
y tubacina sobre HDAC6 induce aumento del nivel de Ac-MT (Arce y col., 2008).

Estudios realizados en nuestro grupo demuestran que la tubulina acetilada no sélo
forma complejos con la NKA sino que también interacciona con otros miembros de la
familia de las P-ATPasas (Campetelli y col. 2005; Monesterolo y col., 2008).
Demostramos que la H'-ATPasa de levaduras interacciona con tubulina acetilada para
formar un complejo en el cual la actividad enzimatica es inhibida, la incubacion de las
levaduras con glucosa disocia el complejo y restaura la actividad enzimatica. La
disociacion del complejo por glucosa es inhibido por 2-deoxi-D-glucosa, el cual es un
sustrato competitivo para la entrada de glucosa, indicando que la disociacién involucra a
los transportadores de glucosa. La formacién del complejo tubulina/H'-ATPasa también
fue demostrada in vitro incubando membranas de levaduras y tubulina purificada.
Posteriormente demostramos que en Saccharomyces cerevisiae existe una serina

proteasa Lpx1 que es activada por disminucién del pH citosélico cuando las células son
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estimuladas por glucosa. Esta proteasa activa disocia el complejo en un proceso donde
la tubulina es degradada y la H'-ATPasa es activada (Campettelli, 2010).

Por otro lado, demostramos que la tubulina acetilada es capaz de asociarse a la
Ca’*-ATPasa (PMCA) en vesiculas de membrana plasmatica (PMVs). La formacioén del
complejo tubulina acetilada/PMCA modifica la actividad de la enzima y el etanol o la
calmodulina provocan la disociacion de dicho complejo. Esta regulaciéon de PMCA por
tubulina acetilada también fue encontrada en células COS, CAD vy eritrocitos
(Monesterolo 2008). Posteriormente encontramos que, los lipidos que rodean al
complejo influyen sobre el efecto que causa la tubulina acetilada sobre la actividad de
PMCA. Cuando la enzima purificada es reconstituida en lipidos acidos la formacion del
complejo estimula la actividad enzimética, mientras que si la reconstitucion se realiza
en lipidos neutros el efecto que provoca la tubulina es dependiente de la concentracion
de tubulina. Estos estudios demuestran que PMCA es regulada por tubulina acetilada y
que esta regulacion es dependiente de la concentracion de tubulina y la composicion
lipidica que rodea al complejo (Monesterolo y col., 2011).

La interaccién reversible de la tubulina acetilada con las enzimas NKA, H'-
ATPasa y PMCA tiene como finalidad regular sus actividades cataliticas, esto
demuestra por primer vez una funcion para la acetilacion de la tubulina. Factores
externos como el L-glutamato, glucosa o etanol inducen disociacion de los complejos
NKA- H'- y PMCAftubulina, respectivamente. Estos pueden ser mecanismos
complementarios que llevan a la disociacion de los complejos y a la modulacion de las
actividades ATPasas (Fig. 9). Por otro lado, no se conoce si las moléculas de tubulina
que forman complejos con las ATPasas son parte de un microtibulos o se asocian a las
ATPasas como dimeros individuales.

Las actividades de las ATPasas a nivel de membrana son elementos esenciales
en la recepcion y transmision de sefiales. Los activadores endégenos de estas bombas
i6nicas, como por ejemplo la aducina para la bomba de Na®, son importantes factores en
la regulacion de la sefializacion. En este contexto la tubulina acetilada es el primer

inhibidor endégeno descripto para las ATPasas (Arce y col., 2008).
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Figura 9: Representacién esquemstica del efecto de disociacion de diversos componentes sobre el
anclaje de microtibulos a la NKA, H'-ATPasa y PMCA. Las ATPasas no muestran actividad
enzimatica cuando se asocian con microtibulos acetilados. La liberacién de los microtiibulos desde la
membrana por el tratamiento con distintos efectores resulta en un aumento de la actividad ATPasa (Arce
y col., 2008).

La regulacion de la actividlad NKA es muy importante debido a que muchos
procesos fisiologicos incluyendo la transmision del impulso nervioso, respuesta
nutritiva y bombeo de Ca’’, dependen del gradiente electroquimico que resulta de la
actividad de la enzima. Por otro lado, ciertos procesos patolégicos tales como la
hipertension arterial y la alteracion en la excrecion de Na® por los rifiones estin
relacionadas a desordenes en el transporte activo de iones por la bomba de sodio, con la
participacion de componentes del citoesqueleto (Arce y col., 2008).

La enzima NKA mantiene el gradiente de sodio entre los compartimientos extra e
intracelulares en varios tejidos influyendo en el volumen celular, procesos de absorcion
en el rifién o en el intestino y excitabilidad en el musculo (Schwartz y col., 1975). En la
hipertension, la inhibicion de la NKA aumenta la concentracién intracelular de Na* en
el miocardio y arteria, provocando aumento de la contraccién del miocardio y mayor
resistencia periférica. Contrariamente, en el rifién se estimula la bomba de Na*, aumenta
la reabsorcion tubular y la retencion de sodio (Rodriguez—Iturbe y col., 2007). A nivel
molecular se ha encontrado en pacientes hipertensos que la actividad NKA de eritrocitos
esta disminuida en un 50 %, en consecuencia se encuentra un alto contenido de Na*

intracelular (Sudhakar y col., 1998).
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3.6. Hipertension arterial y la actividad NKA

La hipertension arterial es una enfermedad multifactorial y un problema de salud
en todo el mundo porque constituye el factor de riesgo mas importante para la
cardiopatia coronaria, enfermedad cerebro vascular, insuficiencia cardiaca, nefropatia
terminal y la enfermedad vascular periférica. Se calcula que en nuestro pais la tasa de
mortalidad a partir de complicaciones adyacentes a la enfermedad corresponde al 4 %
de los fallecidos y como causa basica de muerte, la hipertension arterial es responsable
del 37 % de los fallecidos cada afio. El envejecimiento de las poblaciones, la
urbanizacion y cambios socioeconémicos del mundo en desarrollo han conducido a un
aumento del predominio de la hipertension. La prevencion, la deteccion, el tratamiento
y el control de la hipertensiéon cumplen un papel crucial en la proteccion de la
enfermedad cardiovascular (Erdine y Aran, 2004).

A nivel fisioldgico la presion arterial (PA) es controlada por varios mecanismos.
Existen mecanismos neurales y hormonales que reaccionan dentro de segundos o
minutos para cambiar el diametro de los vasos sanguineos, la resistencia vascular y la
actividad cardiaca. Por otro lado hay mecanismos renales que reaccionan dentro de
horas o dias y restauran la PA principalmente controlando el volumen plasmatico. Un
aumento de la PA hace que el rifion excrete mas sal y agua disminuyendo asi el
volumen extracelular y plasmatico (Khalil, 2006). La hipertension involucra cambios
anormales y persistentes en los mecanismos de control de la PA (Meneton y col., 2005).

Una dieta alta en sal ha sido ampliamente asociada con la hipertension; un gran
conjunto de pruebas relaciona a la sal, la funcién de los rifiones y la hipertension
(Meneton y col., 2005). Una disminucion en la capacidad de los rifiones para excretar
sal puede causar retencion de sal y agua, incrementando asi el volumen extracelular y
plasma y como consecuencia la PA. En individuos de la misma edad, cambios abruptos
en la entrada o excrecion de sal inducen un gran aumento en la PA y son llamados sal
sensible.

La identificacion de varios mecanismos moleculares confirma que la sensibilidad
a la sal y la PA no esta determinada por un simple gen, sino que se debe a la accion
combinada de varios genes. Cada uno de estos genes puede afectar uno o mas canales,
transportadores o enzimas asociadas con los mecanismos de control neural, hormonal,
vascular y renal. Analisis de las bases genéticas de la sensibilidad a la sal y la

hipertension han implicado a més de veinte genes en humanos (Luft, 2001).
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Los canales epiteliales de Na® (CENa) sensibles a amilorida contribuyen a la
reabsorcion de sodio en la nefrona distal y los genes que codifican para las subunidades
a, p y y de estos canales pueden tener mutaciones o polimorfismos que afectan la
excrecion de sodio y la PA. Mutaciones en las subunidades § y y, conocido como
Sindrome de Liddle, se asocian con la hipertension sal sensible, caracterizada por una
disminucién en los niveles de renina y supresion de la secrecién de aldosterona (Khalil,
2006).

En los eritrocitos y linfocitos de individuos con hipertension esencial, la actividad
del intercambiador Na'/H' esta aumentada pero puede no reflejar anormalidades
genéticas. Varias hormonas o factores pueden afectar las actividades de los canales
tubulares renales y transportadores. El sistema renina-angiotensina-aldosterona tiene un
papel principal en el control de la reabsorcion de sodio y la PA (Lavoie y col., 2004). El
aumento cronico en el plasma de angiotensinogeno puede incrementar los niveles de
angiotensina II (ANG II) y causar hipertension; el receptor de ANG II (AT;R) media
muchos efectos de la ANG II sobre la reabsorcion de sodio y secrecion de aldosterona.
Ratas alteradas genéticamente confirman claramente la funcién del sistema renina-
angiotensina en el control de la PA (Meneton y col., 2005).

Mutaciones en las enzimas involucradas en la sintesis de aldosterona y en la
funcion del receptor del mineralocorticoide también afectan la PA. El
hiperaldosteronismo resulta de un gen quimera que pone a la aldosterona sintasa
CYP11B2, normalmente expresada en la glomerulosa adrenal, bajo el control de un
promotor dependiente de la hormona corticotropica, como consecuencia CYP11B2 es
expresada aberrantemente en la fasciculata adrenal donde continuamente produce
aldosterona, dando como resultado hipertension (Kosachunhanun y col., 2003).

El efecto del aumento de presion por una dieta alta en sal puede ser, debido a un
aumento en el plasma de un factor que inhibe la actividad NKA (Wang y col., 2003). La
expansion aguda de la volemia en perros aumenta la capacidad del plasma para inhibir
la actividad NKA, este incremento también es observado en la hipertension esencial, en
ratas SHR (espontaneamente hipertensas) y en ratas hipertensas Milan (Meneton y col.,
2005). La naturaleza de la sustancia responsable de la inhibicidn de la actividad NKA
en la hipertension no es conocida.

Se ha demostrado que deficiencias en la actividad NKA son la causa del
incremento en el contenido de Na" observado en eritrocitos de pacientes hipertensos

(Sudhakar y col., 1998; Kim y col., 2008). La NKA en conjunto con el intercambiador
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Na'/Ca®, son considerados los responsables de la regulacion intracelular de la
concentracion de Na* (de Mendonca y col., 1980; Garay y col., 1980). La actividad
reducida de la NKA ha sido observada en eritrocitos de ratas SHR (Rykdelski y col.,
1981) y de pacientes humanos con hipertension esencial (Aderounmu y Salako, 1979).
El aumento en el contenido de Na* ha sido reportado tanto en eritrocitos (Lijnen y col.,
1990, Sudhakar y col., 1998) como en glébulos blancos (Ambrosini y col., 1981; Boon
y col., 1985) de pacientes hipertensos.

Se conoce que la aducina, una proteina del citoesqueleto que se encuentra en la
superficie interna de la membrana plasmatica, puede modular la actividad NKA en los
tubulos renales y los genes que codifican la a-aducina pueden afectar la sensibilidad a la
sal y la PA. Se ha encontrado una asociacién positiva en la frecuencia de polimorfismo
G460W en el gen de la a-aducina en pacientes hipertensos y controles. En ratas Milan
hipertensas, un aumento en la actividad NKA esta relacionada a un gen aberrante de la
aducina (Meneton y col., 2005; Khalil, 2006).

Se ha observado que ratas SHR o que generan hipertension por su sensibilidad a
NaCl (Dahl sensibles) poseen una inhibicion de la NKA y una elevacién en la PA de un
30-40 % (Bagrov y col., 2009; Xavier y col., 2009). A pesar de que la hipertension es
un desorden multifactorial, estd descrita una correlacion entre la disminucion de la
actividad NKA y el aumento de la PA. Por otro lado, las ratas Dahl y las SHR muestran
un aumento de la PA cuando son tratadas con ouabaina, un inhibidor especifico de la
actividad NKA (Bagrov y col., 2009; Xavier y col.,, 2009), mientras que en ratas
normotensas el efecto del inhibidor sobre la PA no se observa. Estos resultados no
permiten concluir si la inhibicion de la NKA es una causa primaria de hipertension, pero
reflejan que indudablemente la inhibicion de la NKA esta involucrada en la hipertension
arterial ya sea como causa o como un agravante que contribuye al aumento de la
hipertensidn. El hecho de que en ratas normotensas la PA no aumenta por inhibicion de
la NKA con ouabaina (Xavier y col., 2009), pero si en ratas Dahl y SHR, nos permiten
especular que la causa de la inhibicion de la actividad NKA por oubaina es diferente en
las ratas hipertensas, probablemente debido a la accién de la ouabaina sobre los dos
grupos conocidos de NKA que pueden encontrarse en la célula, el que funciona como
bomba idnica y el de sefial de transduccion (Liang y col., 2007), se conoce que tanto la
ouabaina como otros esteroides cardiotonicos tienen diferentes efectos sobre estos dos

grupos de ATPasa (Tian y col., 2006).
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3.7. Parametros hemorreologicos de los eritrocitos

A nivel fisiologico se ha descrito que en el desarrollo de la hipertensién pueden
producirse anomalias de distinto tipo que ocasionan disfuncion endotelial, modificacién
en la liberacion de mediadores quimicos, aumento de la resistencia periférica y
modificaciones en la perfusion de 6rganos (Boudier y Ambrosio, 2000). Es cldsico
definir a la hipertensién como el producto del gasto cardiaco por la resistencia periférica
total. Analizando la resistencia periférica podemos entender el papel importante de los
factores hemorreoldgicos a nivel de la microcirculacion. En la hipertension, se observan
frecuentemente factores como el aumento de la viscosidad sanguinea o plasmatica,
aumento de la rigidez de las células sanguineas y la reducida capacidad de los eritrocitos
para circular por capilares de igual o menor didmetro, alteraciones en la capacidad de
agregacion y desagregacion, diferentes comportamientos de las propiedades dinamicas,
elevados valores de hematocrito, fibrindgeno o colesterol y triglicéridos (Gobel y col.
1991; Foresto y col., 2000; Alet y col., 2001).

Figura 10: Eritrocitos humanos. Microscopia electronica de barrido de eritrocitos humanos, coloreadas
por software (panel superior). Se puede observar como el eritrocito debe deformarse para atravesar el

cordon esplénico hacia el seno esplénico (panel inferior derecho) (Mohandas y Gallagher, 2008).

35



Introduccién

Todas estas alteraciones tienen una accion hemorreoldégica con una gran
interferencia en la microcirculacion que aumenta el riesgo cardiovascular durante la
hipertension (Yamel y col., 1991). En resumen, puede afirmarse que en la hipertension
se generan cambios hemorreoldgicos en toda la extension del aparato cardiovascular,
quedando por definir si los mismos son causa o consecuencia de la hipertension

(Foresto y col., 2005).

3.7.1. Deformabilidad de los eritrocitos

Los eritrocitos son células con forma de discos biconcavos en ausencia de
fuerzas externas. En el ser humano el didmetro de estas células es de 8 pm, cuyo
espesor varia de 2 pm en el centro a 2,5 6 3 pm cerca del borde, su volumen medio es
de 90 um® y su superficie de 130 pm’. La forma bicéncava facilita la principal funcién
del eritrocito que es el transporte de gases. Ademas esta forma de disco biconcavo
permite que bajo la accion de fuerzas externas, los eritrocitos puedan deformarse
notablemente para atravesar los estrechos capilares de la microvasculatura (Mohandas y
Gallagher, 2008). Dado que las membranas bioldgicas son deformables pero
inextensibles, en el eritrocito la mayor superficie de la membrana en relacién a su
volumen permite que esta célula pueda adoptar otras formas cuando actlan sobre ella
fuerzas externas (Savari, 2007) (Fig. 10).

Los eritrocitos son tanto por sus propiedades mecanicas como por su abundancia
los principales determinantes del comportamiento reologico de la sangre. Los
principales determinantes de la deformabilidad de estas células son la geometria
(relacion superficie/volumen), la viscosidad interna (funcion de la hemoglobina) y las
propiedades viscoelasticas de la membrana celular (ATP, calcio, composicion lipidica y
proteica) (Chabanel y col., 1987; Chien, 1987; Ernst, 1987; Cabrales, 2007).

La membrana del eritrocito esta compuesta por una bicapa fosfolipidica y por
debajo de ella se encuentra una red tridimensional de moléculas de espectrina, en
conjunto las propiedades de ambos componentes dan como resultado la morfologia
discoide de los eritrocitos. La bicapa fosfolipidica contribuye a la resistencia y ayuda a
mantener el area de superficie, mientras que la red de espectrina o citoesqueleto es el

principal responsable de las propiedades elasticas del eritrocito (Diez-Silva y col.,
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2010). Estudios por mas de tres décadas sobre los globulos rojos de individuos sanos y
pacientes con desordenes hereditarios han permitido identificar procesos moleculares
que subyacen a las funciones normales y aberrantes de la membrana del eritrocito
(Mohandas y col., 1983; Mohandas y Chasis, 1993; Mohandas y Evans, 1994; Discher
2000; Delaunay, 2007; Mohandas y Gallagher, 2008). En la hipertension arterial
frecuentemente se observa aumento de la rigidez de las células sanguineas y reducida
capacidad de los eritrocitos para circular por capilares de igual o menor didmetro (Gobel
y col., 1991; Alet y col., 2001). Las ratas SHR son un excelente modelo para estudiar la
hipertensidn esencial humana (Mori y col., 1995; Arata y col., 1999, Ariyoshi y col.,
2010). El desarrollo de la hipertension en SHR comienza a las 3 semanas de edad y se
establece completamente entre las 7-8 semanas, de acuerdo con el establecimiento de la
hipertension se ha descrito un aumento en la rigidez de membrana de los eritrocitos de
estas ratas (Chabanel y col., 1987). Ariyoshi y col. (2010) demostraron que en SHR hay
una marcada disminucion de la deformabilidad de los eritrocitos durante el desarrollo de
la hipertension y que esto es mantenido en SHR maduras (18 semanas), esta marcada y
sostenida disminucidn de la deformabilidad no puede ser explicada por un cambio en el
volumen corpuscular medio ni en la concentracién media de hemoglobina, por lo que se
considera que podria ser causada por anormalidades en la membrana del eritrocito. Tal
anormalidad reologica influencia las condiciones generales del flujo de sangre y lleva a
la oclusion de microvasos en SHR (Aragon-Birlouez y col., 1984; Chabanel y col.,
1987; Seki, 1994; Ariyoshi y col. 2010). Sin embrago la informacién con respecto a la
deformabilidad de los eritrocitos es muy limitada. Aunque aun no se conocen los
factores moleculares que afectan a la deformabilidad de los eritrocitos de pacientes
hipertensos, la disminucién de la deformabilidad eritrocitaria se atribuye a alteraciones
en la composicion lipidica de sus membranas y a modificaciones de la actividad ATPasa
o del transporte de Na'/K" (Levenson y Simon, 2000). De acuerdo con esto, y como se
mencioné anteriormente, se ha encontrado que en eritrocitos de individuos con
hipertension arterial esencial (Aderounmu y Salako, 1979) y eritrocitos de SHR
(Rykdelski y col., 1981) la actividad NKA esta inhibida, aumentando asi el contenido

intracelular de Na".
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5.1. Materiales

Membrana de nitrocelulosa, fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF), nocodazol,
paclitaxel (taxol), tritbn X-100, SDS, tween-20, acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), sal de sodio MES, HEPES, trizma base, sefarosa, ATP, NADH, lactato
deshidrogenasa, piruvato quinasa, fosfoenolpiruvato, carboxipeptidasa bovina, B-
mercaptoetanol, TEMED, marcador de peso molecular, cremophor®EL y DMSO se
compraron en Sigma Chemical Co. Acido citrico anhidro, cloruro de potasio, acido
clorhidrico, hidroxido de sodio, cloruro de magnesio, persulfato de amonio se
obtuvieron de Cicarelli. Filtros de nitrato de celulosa de 5 um de tamafio de poro se
compraron en Microlar. El kit de deteccion Lumigen™ PS-3 y film de

quimioluminiscencia de alta eficiencia se obtuvieron en GE Healthcare Life Sciences.

5.2. Anticuerpos

Anticuerpo 6-11B-1 desarrollado en ratén especifico para tubulina acetilada,
DMIA desarrollado en ratdon especifico para a-tubulina (Piperno y Fuller, 1985),
anticuerpo monoclonal 1A2 desarrollado en raton especifico para tubulina tirosinada
(Kreis, 1987), anticuerpo policlonal de conejo especificos para a-tubulina, M7-PB-E9
desarrollado en raton especifico para la subunidad a de la NKA (Ball y col., 1982),
anticuerpos monoclonales de raton AP20 y AA6 especificos para MAP2 y MAP1AB
respectivamente (Sloboda y col., 1976), anticuerpo anti-L.C3 producido en conejo (Fink
y col, 1996), PI3 quinasa (Skolnik y col., 1991), IgG de raton conjugado con
peroxidasa, IgG de conejo conjugado con peroxidada (Voller y col., 1976), IgG de ratén
conjugado con rhodamina (Becker, 1969) e IgG de ratén conjugado con fluoresceina
(Amante y col., 1972) son de Sigma Chemical Co. El anticuerpo policlonal 1D3
desarrollado en conejo especifico para TTL fue gentilmente cedido por el Dr. J.
Wehland. El anticuerpo policlonal de conejo especifico para tubulina detirosinada (anti-
Glu) fue preparado en nuestro laboratorio como lo describieron Gundersen y col.

(1984).
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5.3. Pacientes

Las muestras fueron tomadas de pacientes femeninos y masculinos del Hospital
Regional de Rio Cuarto (Cérdoba, Argentina). Se tomaron muestras de sangre (3 ml) de
pacientes con hipertensidon esencial y de pacientes normotensos. Se consideré a un
individuo hipertenso cuando su presion sanguinea fue de 160/110 mm Hg para las
presiones sistolicas y diastolicas respectivamente. Las muestras de sangre fueron
recolectadas en tubos Vacutainer (Becton Dickinson, Plymouth, UK) conteniendo

EDTA como anticoagulante y almacenadas a 4 °C por un maximo de 96 horas.

5.4. Animales

Se utilizaron ratas de la cepa SHR como modelo hipertenso y ratas Wistar
como controles normotensos a partir de los 28 dias de edad. Los animales fueron
mantenidos en jaulas con libre acceso al alimento y al agua en una habitacion a 25 °C,

55 % de humedad y con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad.

5.4.1. Toma de muestras de sangre en ratas

Las muestras de sangre de rata fueron tomadas de la cola del animal realizando
un pinchazo con aguja y recolectando una gota de sangre en un portaobjetos, para ello
las ratas fueron inmovilizadas sin anestesiar. Las muestras de sangre fueron extendidas
y sujetas a inmunofluorescencia. Cuando se necesitaron volumenes de sangre mayores,
las muestras fueron obtenidas por decapitacién y la sangre se recolecté en un recipiente

conteniendo como anticoagulante EDTA dipotasico al 0,3 %.
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5.5. Aislamiento de membrana de eritrocitos

Se centrifugdé sangre humana (2 ml) durante 5 minutos a 100 x g, el
sobrenadante fue eliminado y el pellet fue resuspendido en 6 ml de buffer de lisis
(buffer fosfato de sodio 7.5 mM, pH 7.5, conteniendo 1 mM EDTA y 20 ug/ml PMSF).
La resuspension se incubd 15 minutos en hielo y se centrifugé 15 minutos a 70 000 x g.
El peliet obtenido fue lavado tres veces con 4 ml de buffer de lisis sin PMSF, finalmente
el pellet fue resuspendido en 300 pul de buffer de lisis con PMSF y almacenado a -20 °C

hasta su uso.

5.6. Aislamiento de tubulina de diferentes compartimentos subcelulares de

eritrocitos bajo condiciones estabilizantes de microtibulos.

Se centrifugé sangre humana (~ 8 ml) durante 5 minutos a 100 x g a temperatura
ambiente, el sobrenadante fue eliminado y el pellet, fuente de eritrocitos, fue dividido en
cuatro fracciones de ~ 700 pl cada una. Una fraccion fue resuspendida en 3 ml de buffer
de lisis con 0.01 mM taxol, 1 % Tween-20 y 5 % SDS e incubada durante 30 minutos
en hielo ("tubulina total", ~10 mg proteina/ml). La segunda fraccion fue resuspendida
en 3 ml de buffer de lisis conteniendo 0.01 mM taxol y 0.5 % Tritén X-100, incubada
durante 3 minutos a temperatura ambiente y luego centrifugada durante 10 min a 20 000
x g a 37 °C. El sobrenadante fue recolectado y centrifugado a 100 000 x g durante 30
minutos a 37 °C. El pellet fue recolectado y resuspendido en 300 pl de buffer de lisis
("tubulina microtubular o Sed-tub", ~5 mg proteina/ml). La tercera fracciéon fue
resuspendida en 3 ml de buffer de lisis conteniendo 0.01 mM taxol y centrifugado
durante 30 minutos a 100 000 x g a 4 °C. La tubulina contenida en la fraccion
sobrenadante fue purificada a través de una columna de fosfocelulosa como fue descrito
por Shelanski y col. (1973) y Sloboda y Rosenbaum (1982). La columna fue eluida con
buffer Mes (100 mM Mes pH 6.8 con el agregado de 1 mM MgCl,) y se recolectaron
500 pl de tubulina pura ("tubulina citoso6lica", 1 mg proteina/ml). La cuarta fraccion fue
procesada como se describe anteriormente para el aislamiento de membrana de
eritrocitos, excepto que el buffer de lisis contenia 0.01 mM taxol. El pellet fue

resuspendido en 300 ul de buffer de lisis ("tubulina de membrana”, 2 mg proteina/ml).

41



Materiales y métodos
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Figura 11: Esquema de centrifugacion para la obtencion de las diferentes fracciones de tubulina.

5.7. Membrana plasmatica de cerebro de rata

Se homogeneizaron cerebros de ratas a 4 °C en un volumen de buffer Tris-
sacarosa (10 mM Tris, pH 7.4, conteniendo sacarosa 240 mM) y centrifugados a
1 000 x g durante 10 minutos. El pellet fue descartado y el sobrenadante fue
centrifugado a 4 °C durante 30 minutos a 10 000 x g. El pellet fue resuspendido en agua
(3 ml/g original de tejido). Esta suspension se incubd 30 minutos en hielo y luego se
centrifugd a 100 000 x g durante 1 hora. El pellet, fuente de membranas, fue
resuspendido en TBS en una proporcion de 1 mi/g original de tejido y mantenido a 4 °C

hasta su uso.
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5.8. Preparacion de tubulina de cerebro de rata

Cerebros de ratas de 30-60 dias fueron homogeneizados a 4 °C en 1 volumen de
buffer MEM conteniendo 5 mM de MgCl,, el homogenato fue centrifugado a 100 000 x
g durante 45 minutos. El pellet se descartd y el sobrenadante fue incubado con 40 % de
glicerol durante 20 minutos a 37 °C y posteriormente centrifugado a 70 000 x g durante
30 minutos. El pellet, fuente de tubulina, fue resuspendido en 300 ul de buffer MEM.

Cuando se utilizaron preparaciones de tubulina sin MAPs, los pellets de tubulina
fueron purificados mediante dos ciclos de ensamblado/desensamblado, seguidos por
cromatografia de fosfocelulosa como describieron previamente Shelanski y col. (1973)
y Sloboda y Rosenbaum (1982).

Para la obtencion de tubulina enriquecida en la isoespecie detirosinada, tubulina
libre de MAPs fue incubada durante 40 minutos a 37 °C con carboxipeptidasa bovina A,
a una concentracion final de 10 pg/ml y luego la preparacion se mantuvo en hielo hasta

el momento de usar.

5.9. Dinamica de microtibulos

Para determinar la capacidad de ensamblado de la tubulina de ratas Wistar y
SHR, tubulina (~5-7 pg) de cerebro de rata de ambas cepas fueron incubadas a 37 °C en
buffer MES 100 mM pH 7.4 con 0.2 mM de GTP y 40 % de glicerol. Cada 5 minutos,
en un intervalo comprendido entre los 0-60 minutos, se extrajeron alicuotas de la mezcla
y se midi6 la absorbancia a 340 nm para monitorear el crecimiento de los microtubulos.

Para determinar la capacidad de desensamblado, se obtuvieron microtubulos a
partir de tubulina de cerebro de rata Wistar o SHR incubada a 37 °C durante 60
minutos en buffer MES 100 mM pH 7.4 con 0.2 mM de GTP y 40 % de glicerol. Las
preparaciones de microtibulos se incubaron a 0 °C en buffer MES 100 mM pH 7.4 con
0.2 mM de GTP y 40 % de glicerol y cada 10 minutos se extrajeron alicuotas de la

mezcla para medir la absorbancia a 340 nm.
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5.10. Obtencion de citosol de cerebro de ratas

Cerebros de ratas Wistar o SHR de 8 semanas fueron homogeneizados en un
volumen (p/v) de buffer MEM (100 mM Mes, conteniendo 1 mM MgCl,, pH 6.7). El
homogenato fue centrifugado a 100 000 x g durante 1 h a 4 °C y la fraccion
sobrenadante fue sometida a electroforesis € inmunoblot para analizar el contenido de

TTL.

5.11. Obtencion de citosol de eritrocitos humanos

Sangre humana (2 ml) fue centrifugada durante 5 minutos a 100 x g, los
eritrocitos contenidos en el pellet fueron resuspendidos en 6 ml de buffer de lisis (7.5
mM NaH,PO,, 1 mM EDTA, pH 7.5), incubados 15 minutos en hielo para su lisis y
centrifugados durante 1 h a 100 000 x g. El sobrenadante, conteniendo la fraccion

citosolica fue utilizado para realizar diferentes determinaciones.

5.12. Tirosinacion/detirosinacion de tubulina

Para determinar la capacidad de tirosinacion y detirosinacion de tubulina de
eritrocitos de individuos normotensos e hipertensos, 0.1 ml de citosol de eritrocitos
humanos de ambos origenes fue incubado con 5 x 10* mM ATP, 0,02 mM KCl,
2.5 x 10° mM MgCl, y 0.2 ml de tubulina de cerebro de rata a 37 °C. Se tomaron
alicuotas a diferentes tiempos y se procesaron para la determinacion de tubulina
tirosinada y detirosinada por inmunoblot usando anticuerpos 1A2 y anti-Glu,

respectivamente.
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5.13. Ensayo de actividad NKA

La actividad enzimatica fue determinada por el método de Salvador y Mata
(1996). Membranas de eritrocitos o de cerebro (5-10 pg proteina), dependiendo del
experimento, fueron adicionadas a la mezcla de reaccion (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 20
mM KCI, 100 mM NaCl, 2.5 mM MgCl;, 0.5 mM EGTA, 0.16 mM NADH, 1| mM
fosfoenolpiruvato, 2.5 IU piruvato quinasa y 2.5 IU lactato deshidrogenasa) en un
volumen final de 340 pl. La mezcla se dejé 10 minutos a temperatura ambiente y la
reaccion fue iniciada por la adicion de 1 mM ATP. La oxidacion del NADH fue medida
durante 15 minutos a temperatura ambiente a 340 nm usando un registro
espectrofotométrico. Cubetas control fueron preparadas sin enzima o con enzima
desnaturalizada por calor. La actividad enzimatica fue estimada como la diferencia entre
las muestras incubadas en ausencia y presencia de 1 mM ouabaina. Los experimentos

fueron realizados por cuadriplicado.

5.14. Inmunofluorescencia

Los eritrocitos fueron fijados sobre portaobjetos con metanol anhidro a -20 °C.
Las muestras fueron lavadas, incubadas con 2 % (p/v) albumina sérica bovina en
NaCl/Pi (PBS) por 30 minutos y sometidas a inmunofluorescencia indirecta como
describen DeWitt y col. (1998). Se usaron los siguientes anticuerpos primarios:
anticuerpo M7-PB-E9 desarrollado en ratén (dilucion 1:50) para visualizar la subunidad
a de la NKA, anticuerpo policlonal anti-tubulina desarrollado en conejo (dilucion
1:100) para detectar a-tubulina, anticuerpo DM1A desarrollado en ratén (dilucion
1:100) para detectar a-tubulina y anticuerpo ID3 desarrollado en conejo (dilucion 1:100)
para detectar TTL. IgG de ratén e IgG de conejo ambos conjugados con fluoresceina e
IgG de conejo conjugado con rodamina (dilucion 1:50) fueron usados como anticuerpos
secundarios, respectivamente. Los portaobjetos fueron montados con Fluor Save y
observados con un microscopio de fluorescencia Zeiss y con un microscopio confocal
LSM 5 Pascal (Zeiss, Jena, Germany), usando filtros de canal dual para visualizar

simultidneamente los fluorocromos rodamina e isotiocianato de fluoresceina.
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5.15. Preparacion de anticuerpo unido a sefarosa

Los anticuerpos 6-11B-1 y anti-fosfatidilinositol 3-quinasa p110, ambos
desarrollados en ratén, fueron covalentemente unidos a Sefarosa 4B activada con CNBr
como describen Hubbert y col. (2002) con leves modificaciones. Las perlas de sefarosa
fueron lavadas con 100 volimenes de 1 mM HCl a 21 °C. Las perlas empaquetadas (1
ml) fueron mezcladas con anticuerpo (2.5 mg de proteina) en I ml buffer de
acoplamiento (0.5 M NaCl conteniendo 0.2 M NaHCO;, pH 8.2). La mezcla fue agitada
sobre una plataforma durante 4 h a 21 °C y cargada dentro de una pequefia columna
cromatografica. Los anticuerpos no unidos fueron removidos lavando con 5 ml de
buffer de acoplamiento. Las perlas unidas al anticuerpo fueron transferidas a una cubeta
y suspendidas en 1 ml de buffer de acoplamiento conteniendo 200 mM glicina, para
bloquear los sitios de sefarosa no reactivos. La mezcla fue agitada durante 2 ha 21 °Cy
la glicina no unida fue removida lavando las perlas con 10 ml de buffer de
acoplamiento. Las perlas unidas al anticuerpo fueron lavadas con 1.5 ml de 0.01 mM
Tris/HCI, pH 8, conteniendo 140 mM NaCl y 0.025 % NaNjs y almacenadas a 4 °C

hasta su uso (maximo 2 dias).

5.16. Inmunoprecipitacion

Membranas de eritrocitos (300 pl, 5 mg proteina/ml) fueron solubilizadas con
buffer de lisis. Alicuotas de 0.3 ml fueron mezcladas con 0.15 ml de anticuerpo
empaquetado anti-tubulina acetilada (6-11B-1) e incubadas 4 h a 20 °C. Las muestras
fueron centrifugadas y el material precipitado fue lavado 5 veces con NaCl/Tris-Triton.
Fracciones de 50 pl de perlas empaquetadas fueron resuspendidas en 50 pl de sample
buffer, calentadas a 50 °C durante 15 minutos y centrifugadas 1 minuto a 100 x g.
Alicuotas (20 pl) de la fraccion soluble fueron sometidas a SDS-PAGE. Un control
usando anticuerpo fosfatidilinositol 3-quinasa-Sefarosa en lugar del anticuerpo 6-11B-

1-Sefarosa fue corrido en paralelo.

46



Materiales y métodos

5.17. Electroforesis e inmunoblot

[as proteinas fueron separadas por SDS-PAGE sobre un gel de poliacrilamida al
15 % para visualizar las diferentes isoespecies de tubulina, TTL y LC3, o en un gel de
poliacrilamida al 8% para visualizar NKA, MAP 1 y MAP 2, por el procedimiento de
Laemmli (1970). Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa, incubadas durante 2 h a temperatura ambiente con anticuerpo primario
DMI1A (dilucién 1:1000) para la determinacion de a-tubulina, 6-11B-1 (dilucion
1:1000) para la determinacion de tubulina acetilada, 1A2 (dilucion 1:1000) para la
determinacion de tubulina tirosinada, anti-Glu (dilucion 1:200) para la determinacion de
tubulina detirosinada, M7-PB-E9 (dilucion 1:250) para la determinacion de la
subunidad a de NKA, ID3 (dilucion 1:1000) para la determinacion de TTL, anti-LC3
(1:1000) especifico para LC3, AP20 (dilucion 1:1000) y AA6 (diluciéon 1:500)
especificos para MAP2 y MAPI respectivamente. Las membranas fueron lavadas tres
veces con TBS-triton X-100 y se incubaron con el correspondiente anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (IgG de raton o IgG de conejo). La reaccion
antigeno-anticuerpo se detectdé usando el método del 4-cloro-1-naftol o por
quimioluminiscencia. La intensidad de las bandas fue cuantificada usando el programa

Scion Image.

5.18. Determinacion de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada por el método de Bradford

(1976), usando albumina sérica bovina como control.

5.19. Administracion in vivo de paclitaxel y nocodazol

Ratas Wistar o SHR fueron inyectadas con paclitaxel 0,02 mM o nocodazol 0,2

mM, ambas drogas administradas intraperitonealmente.
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La solucion de paclitaxel fue preparada de la siguiente manera, 2 mg de
paclitaxel y 0.66 mg de acido citrico se disolvieron en 3.3 ml de alcohol etilico y 0.16
ml de CrEL (cremofor). Para cada dosis se tomé una alicuota de 50 pl y se llevo a un
volumen final de 500 pl con solucion fisiologica.

La solucién de nocodazol fue preparada con 0.6 mg de nocodazol disuelto en
100 % DMSO. Cada dosis fue de 0.1 ml/rata.

Cada cepa de rata fue separada en diferentes subgrupos para cada una de las
drogas administradas: tratamientos, vehiculos y controles.

Subgrupo tratamiento: recibiéo 3 dosis de paclitaxel o nocodazol segun corresponda

(Wistar o SHR) cada 45 minutos

Subgrupo vehiculo: recibié 3 dosis de solucion vehiculo de la preparacion de paclitaxel

o nocodazol respectivamente

Subgrupo control: no recibié ningun tratamiento.

5.20. Determinacion de la deformabilidad de eritrocitos

La deformabilidad de los eritrocitos se midi6 siguiendo la metodologia descrita
por Cabrales (2007). Basicamente la técnica consiste en medir la presion que se debe
aplicar a una solucién de eritrocitos para que estos atraviesen una membrana con un
tamario de 5 um de poro. Dado que los eritrocitos poseen un tamafio “helicoidal” de ~10
pm, para atravesar la membrana deben deformarse, cuanto menor sea la presion
aplicada sobre el sistema mayor es la deformabilidad de los eritrocitos. De esta manera,
midiendo la presion necesaria para que los eritrocitos atraviesen la membrana se puede
calcular 3 (Skalak y col., 1983), que es la resistencia al flujo de los eritrocitos a través

de la membrana, utilizando la siguiente ecuacion:

B=(P;/Py-1)v/h+ 1

Donde P; es la presion inicial necesaria para que la suspension de eritrocitos en solucion

fisiologica atraviese la membrana a un flujo determinado, Py es la presion de la solucion
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fisiologica, v es la relacion entre el volumen celular y el volumen del poro de la
membrana y h es el volumen de empaquetamiento de los eritrocitos.

La determinacién de la Pi fue realizada en una solucién de eritrocitos
provenientes de 1 ml de sangre. Para ello, la sangre fue sometida a los diferentes
tratamientos indicados en cada figura y posteriormente los eritrocitos se lavaron dos
veces y se resuspendieron en 3 ml de solucidn fisioldgica. Esta suspension fue
perfundida a través de un filtro de policarbonato con un tamafio medio de poro de 5 um
a flujos constantes y sucesivos de 0.5, 0.7, 0.8 y 0.9 ml/min, durante 3 minutos. A cada
flujo se determino la Pi y se calculo f. Dado que hay una relacion lineal entre § y el
flujo de perfusion podemos definir a w como la pendiente de la curva § vs flujo de

perfusiéon. Un aumento de y indica menor deformabilidad y viceversa una disminucion

de y mayor deformabilidad.

5.21. Determinacién de la presion arterial

5.21.1. Sistema indirecto no invasivo “tail-cuff”

La presion arterial sistolica (PAS) se midi6 en ratas sin anestesiar, utilizando
un equipo AD instruments. Las medidas de PAS se obtuvieron de un promedio de tres
mediciones por animal cada vez que se realizo el monitoreo de PAS.

El método aplicado para tomar la presion se basa en la técnica
esfingomanométrica utilizada para medir la presion arterial en humanos. Este método
permite solamente determinar la presion arterial sistolica mediante la aplicacion de una
presion externa capaz de detener la circulacion y de ésta forma se torna imperceptible
el pulso. En el momento en que la presion externa aplicada iguala a la interna se puede
determinar la presion arterial sistdlica.

En condiciones normales el flujo sanguineo es del tipo laminar; mayor en el
centro del vaso y menor en la periferia. Cuando se interrumpe su circulacion no se
observa ningin cambio en la medida captada por el sensor del aparato, al ir
descomprimiendo el manguito se recobra el flujo pero con caracteristicas de flujo
turbulento. La presion para lograr éste flujo es la mayor que corresponde a la PAS

(Fase I de Korotkoff). El equipo AD instruments esta equipado con un manguito
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(cuff), que sirve para ocluir el paso de sangre y con un transductor que sirve para

seguir la evolucion del pulso a lo largo de la medicion. Esta sefial es captada por el

sensor que estd colocado en la cola que transduce la seflal a un programa a través de

dos canales. Durante el procedimiento el cuff se infla hasta que desaparezca la sefial

del pulso debido a la obstruccion de la vena. El cuff se desinfla automaticamente. El

valor de la presién sistélica se mide cuando el flujo se restablece (Whitesall y col.,

2004).
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Figura 12: Representacién de formas de onda de flujo mostrado en la determinacién de la presién

arterial a través del método indirecto “tail-cuff’. (A) Interrupcion del flujo sanguineo de tipo

laminar, sin cambios en la medida captada por el sensor. (B) Flujo sanguineo de tipo turbuiento, la

presion para lograr éste flujo corresponde a la PAS.
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5.21.2. Sistema directo

La determinacion de la presion arterial también se realizé utilizando el método
directo, el cual consiste en la puncion de la arteria carétida, las ratas fueron anestesiadas
con 5 mg/Kg de ketamina 50 inyectada intraperitonealmente. Luego se realiz6 una
incision de 2 cm de longitud en sentido craneo-caudal y se lleg6 al paquete vasculo-
nervioso. Por puncién de la arteria carétida se introdujo un catéter 24-G de 19 mm
(Abbocath-T), se retir6 el mandril y se avanzo6 la totalidad de la canula en el interior de
la arteria. Una vez observado el retorno de sangre arterial por la canula, la misma se
conectd a un prolongador T-35 de 1 m (Tubatoxi PT-353), el cual se continGia con un
transductor de membrana (Hewlett-Packard 21080 A). En el interior del mismo se
colocd solucion fisiologica mas heparina sodica 1/10. El transductor se conectdé a un
registrador de presion arterial Hewlett-Packard modelo 1280, que registra presion

arterial sistdlica, diastdlica y media (Sabbatini y col., 2003).

5.22. Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + S.D. Los test ANOVA y
Student-Newman-Keuls fueron utilizados debido a que el nimero de animales utilizado
fue distinto entre los grupos. Las diferencias en los resultados se considerd

estadisticamente significativa para P < 0,05.
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6.1. Presencia de tubulina en eritrocitos humanos

Los eritrocitos de vertebrados no mamiferos contienen tubulina distribuida en tres
fracciones diferentes. Una fraccion citoplasmatica no polimerizable, una fraccion que
forma parte de microtubulos, los cuales estan organizados en una estructura llamada
banda marginal (Lee y col., 2007) y una tercera fraccién de tubulina asociada a la
membrana plasmatica. Contrariamente, en eritrocitos humanos la presencia de tubulina
se ha demostrado (nicamente mediante estudios de protedmica llevados a cabo por
Pasini y col. (2006) y Goodman y col. (2007) quienes demostraron que estas células
contienen las cadenas de tubulina a-6, B-1 y a-3. Dado que, el anticuerpo DM1A es
especifico para a-tubulina y que no discrimina entre las diferentes modificaciones post-
traduccionales, este anticuerpo es usado para estimar la cantidad de a-tubulina total.
Realizando la técnica de SDS-PAGE seguida de western blot revelando con dicho
anticuerpo, claramente se observa la presencia de a-tubulina en eritrocitos humanos
(Fig. 13 A). Las modificaciones post-traduccionales de tubulina en células eucariotas
incluyen detirosinacion/tirosinacion y acetilacion/deacetilacion. Para confirmar el
hallazgo de tubulina en eritrocitos humanos, los eritrocitos fueron lisados usando buffer
hipoténico y sometidos a western blot usando anticuerpos especificos para a-tubulina
total (DMI1A), B-tubulina (Tub 2.1), tubulina tirosinada (Tub 1A2), tubulina
detirsosinada (anticuerpo Glu) y tubulina acetilada (6-11B-1). La presencia de bandas
revelada con cada uno de estos anticuerpos (Fig. 13A) confirma la presencia de tubulina
en los eritrocitos humanos. Experimentos comparativos de western blot demuestran que
la proporcion de tubulina total, en relacion al total de proteinas, fue 9 veces menor en
eritrocitos humanos que en cerebro de ratas (datos resumidos en Fig. 13 B).
Proporcionalmente la cantidad de tubulina acetilada fue levemente mayor en eritrocitos
humanos que en cerebro de rata, sin embargo la proporcion de las otras tres isoformas

determinadas no fueron significativamente diferentes.
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A) o-tub p-tub Ac Glu Tir PM (kDa)

-225
-150

- 102

B) Isotipos
Tejido a-tub B-tub Ac Glu Tir
Cerebro 100110 609 1111 5514 23%3
Eritrocito 11 %2 7+2 2+03 61 2+1
R 91420 86123 55+03 91+09 115+2

Figura 13: Presencia de tubulina en eritrocitos humanos. Eritrocitos obtenidos de 2 ml de sangre
fueron lisados en 3 ml de buffer conteniendo 1 % de Tritén X-100. (A) Una alicuota del lisado (250 pg de
proteinas) fue analizada por SDS-PAGE y western blot usando anticuerpos especificos para o-tubulina
total (a-~tub), B-tubulina (B-tub), tubulina tirosinada (Tir), tubulina detirosinada (Glu) y tubulina acetilada
(Ac). (B) Las bandas de tubulina fueron cuantificadas usando el programa Scion Image, las bandas de a-
tubulina total fueron definidas como el 100 %. Los valores son expresados como la media + S.D. de tres
experimentos independientes. Muestras de homogenato preparadas de cerebros de ratas de 30 dias de
edad fueron procesadas en paralelo con propdsitos comparativos. Las muestras de cerebros no se

muestran en (A).

6.2. Distribucion de tubulina en eritrocitos humanos

Los estudios previos realizados indican que la tubulina se localiza
heterogéneamente dentro del eritrocito. Para analizar la distribucion subcelular, se
lisaron eritrocitos humanos usando buffer hipotdnico, se sometieron a un esquema de
centrifugacion diferencial (Fig. 14 A) y posteriormente se analizo el contenido de
tubulina en cada fraccion. Para la obtencion de las diferentes fracciones, el lisado se
centrifugd a 20 000 x g durante 20 minutos y se obtuvo la fraccién sobrenadante (S1) y
un precipitado (P1) que contiene la fraccion de membrana. La tubulina presente en P1
fue llamada ‘‘Mem-tub’’ (tubulina de membrana). La fraccion S1 fue nuevamente

centrifugada a 100 000 x g y se obtuvieron 2 nuevas fracciones conteniendo tubulina:
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una perteneciente a la fraccion sobrenadante (S2), llamada ‘‘Sol-tub” (tubulina soluble)
y otra fracciéon correspondiente al precipitado (P2), llamada "Sed-tub” (tubulina
sedimentable), ésta fraccion P2 o Sed-tub es similar a la banda marginal de
mictrotibulos encontrada en eritocitos de no mamiferos. La fraccion sobrenadante S2
fue procesada para obtener tubulina soluble libre de hemoglobina. Cada una de las
fracciones obtenidas durante este procedimiento (lisado total, S1, P1, S2, P2) fueron
sometidas a inmunoblot usando anticuerpo DM1A especifico contra a-tubulina total
(Fig. 14 B). La suma de la proporcion de tubulina en P1 (Mem-tub) + S2 (Sol-tub) + P2
(Sed-tub) puede ser considerada como tubulina total. Los valores obtenidos para cada
fraccion fueron: 21 + 3, 15+ 4 y 63 + 7, respectivamente (Fig. 11 B). Para excluir la
posibilidad de que la fraccion Sed-tub fuera una fraccion de membrana que sedimenta a
100 000 x g pero no a 20 000 x g, las fracciones P1 (Mem-tub) y P2 (Sed-tub) se
resuspendieron con buffer de lisis conteniendo 1 % Triton X-100, se centrifugaron a
100 000 x g durante 30 minutos y se les analizoé el contenido de tubulina en las
fracciones sobrenadante (S3 y S4) y precipitado (P3 y P4) resultantes (Fig. 14 A y B).
El tratamiento con detergente solubiliz6 el 100 % de la tubulina de la fraccion Mem-tub
(comparar S3 con P3), pero no solubilizé la tubulina de la fracciéon Sed-tub (comparar
S4 con P4), demostrando que la interaccion de la tubulina “Mem-tub” con elementos
membranosos en naturaleza es diferente a la tubulina de la fraccion “Sed-tub”. En
conjunto, estos experimentos demuestran que la tubulina esta presente en los eritrocitos
de mamiferos y que en los eritrocitos humanos la tubulina se encuentra distribuida en al
menos tres fracciones diferentes separables por centrifugacion diferencial, éstas son las
fracciones Mem-tub, Sed-tub y Sol-tub.

La localizacion de tubulina dentro del eritrocito fue también estudiada usando
microscopia de inmunofluorescencia confocal. La localizacion de la NKA, como un
marcador de membrana, fue detectada usando un anticuerpo especifico. La tubulina se
encontr6 dispersa en el citoplasma (Fig. 15), en muchas células se observd una zona
relativamente brillante en la periferia, sugiriendo que la tubulina se puede concentrar
proxima a la membrana. Una cantidad menor de tubulina parece co-localizar con la

membrana (Fig. 15C, C’).
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Figura 14: Esquema de centrifugacién diferencial para aislar las diferentes fracciones de tubulina
de eritrocitos humanos. (A) Eritrocitos obtenidos a partir de 8 ml de sangre humana fueron lisados en
buffer hipoténico conteniendo PMSF. El lisado fue centrifugado a 20 000 x g durante 20 min. a 30 °C, el
precipitado (P1) se lavo tres veces con 6 ml de buffer de lisis sin PMSF, se resuspendi6 en 3 ml de buffer
de lisis (Mem-tub) y se almacend a -20 °C. La fraccion sobrenadante (S1) fue centrifugada a 100 000 x g
durante 30 min a 30 °C, obteniéndose las fracciones sedimentable (P2, conteniendo Sed-tub) y
sobrenadante (S2, Sol-tub). La fraccion Sol-tub fue cargada en una columna cromatografica para obtener
tubulina soluble libre de hemoglobina. Luego, alicuotas de las fracciones Mem-tub (P1) y Sed-tub (P2)
fueron incubadas con buffer de lisis conteniendo 1% de Tritén X-100 y centrifugadas a 100 000 x g
durante 30 min a 30 °C. Las fracciones sobrenadante y sedimentable de P1 fueron llamadas S3 y P3 y las
de P2 fueron llamadas S4 y P4. (B) Alicuotas de cada fraccién, fueron sometidas a inmunoblot e
incubadas con anticuerpo DM 1A para estimar la cantidad de a-tubulina. La densidad dptica de las bandas
de tubulina fueron cuantificadas usando el programa Scion Image y expresadas en unidades arbitrarias.
Los valores son la media + S.D. de tres experimentos independientes, expresado como porcentaje de la

cantidad de tubulina en el lisado total.
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Figura 15: Distribucién subcelular de tubulina en eritrocitos humanos. Eritrocitos humanos fueron
fijados sobre portaobjetos y analizados por microscopia de inmunofluorescencia confocal usando el
anticuerpo DM1A para a-tubulina (verde, A) y el anticuerpo H-300 para la subunidad o de la NKA (rojo,
B). (C) Fusién. A’, B’ y C’: aumento de las 4reas indicadas en los rectangulos de A, B y C,

respectivamente.
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6.3. Distribucion alterada de tubulina en eritrocitos humanos de individuos

hipertensos

Para determinar si durante la hipertension se producen cambios en los eritrocitos a
nivel de tubulina, se estudio la presencia y distribucion de esta proteina en las tres
fracciones distinguibles operacionalmente de eritrocitos humanos de individuos
hipertensos. El estudio se realizé en 50 individuos con hipertension arterial esencial (H)
y se analizaron 20 individuos normotensos (N), los cuales fueron considerados
controles. La tabla 1 muestra los datos demograficos y hemodinamicos de los grupos N

y H.

Tabla 1. Datos demograficos y hemodinamicos de la poblacion en estudio

Parametros H(n=50) N»n=20) P
Edad (afios) 654+10.2 673193 -
Sexo, fem/masc 32/18 9/11 -

Peso (kg) 77+ 12 74 £ 11 NS
PA sist6lica (mmHg) 161 £22 127 £ 13 <0.05
PA diastolica (mmHg) 102+ 10 85+ 11 <0.05
Triglicéridos (mg/dl) 254+ 12 108 +£7 < 0.01
Diabetes (si/no) 0/50 0/20 -
Hipercolesterolemia (si/no) 4/46 0/20 -
Tratamiento antihipertensivo (si/no) 26/24 - -

Urea (mg/dl) 35+9 336 NS
Creatinina (mg/dl) 0.79+0.15 0.721£0.22 NS
Na' (mM) 140 £ 12 1439 NS
K* (mM) 51 4+£2 NS

H paciente hipertenso, N individuo normotenso, NS no significativo

La determinacion de tubulina en las diferentes fracciones subcelulares pone en
evidencia que, en forma semejante a los controles, esta proteina estuvo presente en
todos los compartimentos analizados de eritrocitos de individuos hipertensos. Por otro

lado la cuantificacion de tubulina en las diferentes fracciones muestra que la cantidad de

57



Resultados

tubulina total (sin distinguir compartimento) medida por western blot no difirié
significativamente entre los eritrocitos de ambos grupos (Fig. 16 A). Un resultado
similar fue encontrado cuando se cuantificaron los niveles de tubulina citosélica en
eritrocitos provenientes de individuos hipertensos y normotensos. En contraste, los
niveles de tubulina polimerizada que forma parte de la estructura sedimentable (Sed-
tub) fueron 65 % menores en eritrocitos de individuos hipertensos comparada con
eritrocitos de individuos normotensos. Esta disminucion del contenido de tubulina en la
fraccion Sed-tub de individuos hipertensos, se correlacion6é con un aumento del 200 %
de tubulina en la fraccion de membrana. Por lo tanto, los resultados sugieren que en
eritrocitos de individuos hipertensos se produciria una redistribucion de la tubulina
desde una estructura citoplasmatica como lo es la fracciéon Sed-tub hacia la membrana
celular. Estos resultados fueron confirmados por andlisis de microscopia de
inmunofluorescencia. La inmunofluorescencia indirecta de eritrocitos de individuos
normotensos muestra un delgado anillo fluorescente en la periferia de la célula el cual
corresponde a la fracciéon Sed-tub (Fig. 16 B, N y N'). En las mismas muestras
analizadas por microscopia confocal se observa la fraccion Sed-tub como un anillo de
puntos en individuos normotensos, porque esta estructura es un ramillete de
microtubulos que circunscribe la membrana cortical en el plano horizontal de la célula
(Cohen y col., 1990; Liao y col., 2000). Por lo tanto, los planos confocales muestran
solo algunos puntos de los microtubulos (Fig. 16 C; N y N%). En eritrocitos de
individuos hipertensos, la inmunofluorescencia indirecta muestra una fluorescencia
distribuida uniformemente (Fig. 16 B; H y H") y las imagenes confocales muestran
fluorescencia en la periferia y el centro de la célula (Fig. 16 C; H y H"), sugiriendo la

localizacion de tubulina en la membrana.
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A)

Total Membrana Citosolica Sed-tub Total Membrana Citosolica Sed-tub
H i ewmp wme o N| @l o= coms emn
UA | 415 | 316 26+7 14+ 4 UA | 465 1116 28+7 41+ 4

Figura 16: Distribucién de tubulina en eritrocitos de individuos hipertensos y normotensos. (A) Se
obtuvieron fracciones de tubulina total, de membrana, citosélica y fraccién Sed-tub a partir de 2 ml de
sangre humana bajo condiciones estabilizantes de microtibulos como se describe en materiales y
métodos. Alicuotas de cada fraccién (200 pg proteina) fueron usadas para determinar la cantidad de o-
tubulina por inmunoblot usando el anticuerpo DM1A. Las bandas de tubulina fueron cuantificadas usando
el programa Scion Image. Los valores son expresados como unidades arbitrarias (media £ S.D. de tres
experimentos independientes). Eritrocitos de individuos hipertensos (H) y normotensos (N) fueron fijados
sobre portaobjetos y analizados por microscopia de inmunofluorescencia indirecta (B) y confocal (C)
usando el anticuerpo DM1A. (H') y (N*): ampliacién del 4rea indicada por el rectangulo en (H) y (N),

respectivamente.
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6.4. Contenido de diferentes isotipos de tubulina y actividad NKA en membranas

de eritrocitos de individuos hipertensos y normotensos

El proximo objetivo fue determinar si ademas de la distribucion subcelular
ocurrian otros cambios a nivel de tubulina durante la hipertension, para ello la cantidad
de tubulina total y de sus diferentes isoespecies, tales como tubulina acetilada,
tirosinada y detirosinada, fue determinada en membrana de eritrocitos por western blot
usando anticuerpos especificos. En este caso la tubulina total se refiere a a-tubulina

medida con un anticuerpo (DM1A) que no discrimina entre los diferentes isotipos de la

proteina.
Tubulina de membrana (Mem-tub) NKA
Total Tir Glu Ac Actividad
) (nmoi Pi/ mg prot h)

86.1+74 6171192 174+18 608+36 421x32

N — 260 £ 15

441+01 228+ 31 41101 19.7+23 39416

Figura 17: Contenido de diferentes isotipos de tubulina y actividlad NKA en membrana de
eritrocitos de individuos hipertensos (H) y normotensos (N). A partir de 2 ml de sangre se extrajeron
membranas de eritrocitos humanos como se describe en materiales y métodos. Alicuotas (250 pg
proteina) fueron analizadas por SDS-PAGE y western blot para cuantificar los diferentes isotipos de
tubulina y los niveles de NK A, usando anticuerpos especificos. Las bandas fueron cuantificadas usando el
programa Scion Image, los valores debajo de las correspondientes bandas son mostrados como unidades
arbitrarias (UA) (media + S.D. de tres experimentos independientes). Una segunda alicuota de membrana
(50 pg proteina) fue usada para determinar la actividad NKA. Los valores de actividad enzimatica son
expresados como pmol Pi / (ml cel x h). Los valores mostrados son la media de tres experimentos
independientes. La diferencia entre los grupos H y N para cada isoespecie de tubulina y actividad NKA

fue estadisticamente significativa (P < 0.01).
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En forma semejante a lo observado para tubulina total (Fig. 16 A), los niveles de
todas las isoespecies analizadas fueron mayores en la membrana de eritrocitos de
individuos hipertensos comparada con las membranas de individuos normotensos. Sin
embargo, en la cuantificacion de las bandas se puede observar que el aumento en los
niveles de tubulina acetilada y detirosinada fue significativamente mayor que para
tubulina total (Fig. 17), este hecho refleja un enriquecimiento de estas isoespecies en la
membrana de eritrocitos de individuos hipertensos.

En las mismas muestras se midio la cantidad de NKA y se cuantifico su actividad.
Los analisis por western blot muestran que la cantidad de la enzima no fue
significativamente diferente entre las membranas de eritrocitos de individuos
hipertensos y normotensos, sin embargo, la actividad NKA fue 75 % menor en la

membrana de individuos hipertensos (Fig. 17).

6.5. Cuantificacion del complejo tubulina acetilada/NKA en membrana de

eritrocitos

Dado que resultados previos de nuestro laboratorio muestran que la tubulina
acetilada puede formar un complejo con la NKA en diferentes sistemas (Casale y col.,
2001; 2003; 2005), se propuso determinar si el desplazamiento de la tubulina desde la
fraccion “Sed-tub” a la membrana podria ser correlacionado con un aumento en la
formacion del complejo tubulina acetilada/NKA y con la inhibiciéon de la actividad
enzimatica. Para ello, se determiné la cantidad de complejo en membrana de eritrocitos
de individuos hipertensos y normotensos utilizando la técnica de inmunoprecipitacion
con un anticuerpo anti-tubulina acetilada (6-11B-1) unido a perlas de sefarosa. La
cantidad de NKA en el precipitado fue analizada por western blot usando un anticuerpo
especifico (M7-PB-E9). La cantidad de NKA inmunoprecipitada fue mayor en
eritrocitos de individuos hipertensos (Fig. 18 B, linea H) que en individuos normotensos
(Fig. 18 B, linea N), indicando que en membrana de eritrocitos de individuos
hipertensos hay mayor cantidad del complejo tubulina acetilada/NKA. La enzima no
precipit6 cuando las perlas de sefarosa se unieron a un anticuerpo irrelevante como lo es
el anticuerpo CI, especifico para fosfatidilinositol 3-quinasa (Fig. 18 B, linea Cl). El

andlisis por western blot de las fracciones no precipitadas muestra resultados
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consistentes con el anterior, ya que se puede observar un mayor contenido de NKA en
los sobrenadantes de individuos normotensos, lo cual demuestra que en estos individuos
la enzima no estd formando parte del complejo con tubulina acetilada (Fig. 18 C). El
porcentaje de NKA total asociada con tubulina acetilada en membrana de eritrocitos de
individuos hipertensos fue ~83 %, pero solo ~30 % para individuos normotensos.

La mayor cantidad del complejo tubulina acetilada/NKA en individuos
hipertensos fue confirmada por experimentos de co-localizacion. Las imagenes
obtenidas por microscopia confocal de las doble inmunofluorescencias muestran en
eritrocitos de individuos hipertensos un intenso color amarillo en la fraccion de
membrana indicando una significativa co-localizacion entre la NKA y la tubulina de
membrana de (Fig. 18 D, H y H’). En contraste, en los eritrocitos de los controles
normotensos la fraccion de membrana se observa enteramente tefiida de color rojo,
correspondiente a la coloracion de la NKA, indicando que no existe co-localizacion

entre la enzima y la tubulina que en esta condicion se observa en el citosol (Fig. 18 D, N

yN°).
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Figura 18: Complejo tubulina acetilada/NKA en membranas de eritrocitos de individuos
hipertensos (H) y normotensos (N). (A) Membranas de eritrocitos de individuos normotensos e
hipetensos fueron solubilizadas con 0.5 % Tritén X-100 y analizadas por inmunoblot con el anticuerpo
M7-PB-E9, especifico para NKA. (B) Las membranas solubilizadas en detergente fueron
inmunoprecipitadas con sefarosa unida al anticuerpo 6-11B-1, especifico para tubulina acetilada, o
anticuerpo Cl, especifico para fosfatidilinositol 3-quinasa como control. Los inmunoprecipitados fueron
analizados por immunoblot con M7-PB-E9. (C) Fraccién sobrenadante de la inmunoprecipitacién de B.
Igual cantidad de proteinas de membrana fue sembrada en todas las lineas. Las bandas de NKA fueron
cuantificadas usando el programa Scion Image. Los valores, correspondientes a la media + S.D. de tres
experimentos independientes son expresados como unidades arbitrarias y se muestran en los paneles
inferiores de A, B, y C. ND, no detectado. (D) Eritrocitos de individuos normotensos (N) e hipertensos
(H) fueron fijados sobre portaobjetos y sujetos a doble inmunofluorescencia usando anticuerpos
especificos para NKA (rojo) y para a-tubulina (verde). La co-localizacion se observa en amarillo. (N') y

(H"): aumento del 4rea indicada por el rectangulo en (N) y (H), respectivamente.
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6.6. Tubulina sedimentable y actividad NKA en eritrocitos

El menor contenido de tubulina en la fraccion Sed-tub de eritrocitos de individuos
hipertensos comparado con normotensos (Fig. 16) podria ser consecuencia de la
translocacion de tubulina desde la fraccion Sed-tub hacia la membrana. Ademas, puesto
que las membranas de eritrocitos de individuos hipertensos contienen mayor cantidad de
tubulina acetilada y detirosinada (Fig. 17 A) y que estos isotipos de tubulina son
considerados “marcadores” de estabilidad microtubular, se sugiere que la fraccion Sed-
tub de eritrocitos de individuos hipertensos es mas estable que en los individuos
normotensos. Para probar esta hipdtesis, se determino la sensibilidad de la fraccion Sed-
tub a la depolimerizacion por nocodazol (agente desensamblante de microtiibulos). Para
ello, se trataron muestras de sangre de individuos hipertensos y normotensos con
nocodazol durante diferentes periodos de tiempo, posteriormente la tubulina que
permanecié polimerizada en la fraccion Sed-tub fue cuantificada. Encontramos que la
fraccion Sed-tub de eritrocitos de individuos normotensos fue progresivamente
desensamblada, mientras que en los individuos hipertensos esta estructura permanecio
practicamente intacta (Fig. 19), estos resultados sugieren una mayor estabilidad de la
fraccion Sed-tub en individuos hipertensos, probablemente relacionada a los elevados
niveles de tubulina detirosinada y acetilada observados en las membranas de los
eritrocitos de los individuos hipertensos (Fig. 17).

Dado que la actividad NKA es menor en membranas de eritrocitos de individuos
hipertensos, habria una relacion inversa entre la estabilidad de la fraccion Sed-tub y la
actividad NKA. Para investigar si este resultado es una relacion causal, se realizaron dos
experimentos: 1) se indujo la estabilidad de la fraccion Sed-tub con taxol en eritrocitos
normotensos, para simular la situacion observada en eritrocitos hipertensos y 2) se
trataron eritrocitos hipertensos con nocodazol, para despegar la tubulina de membrana,
condicién similar a un eritrocito normotenso. En ambos casos se midi6 la actividad

NKAde membrana.
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Figura 19: Estabilidad de la fraccién Sed-tub en eritrocitos de individuos hipertensos. 2 ml de
sangre de individuos hipertensos (0) y normotensos (w) fueron incubados con nocodazol 0.05 mM
durante los tiempos indicados. Luego los eritrocitos fueron aislados por centrifugacién y la fraccion Sed-
tub fue obtenida bajo condiciones estabilizantes de microtibulos como se describe en materiales y
métodos. El contenido de a-tubulina de la fraccion Sed-tub fue analizada por inmunoblot con el
anticuerpo DM1A. El panel superior muestra las bandas de tubulina de un experimento representativo de
3 experimentos independientes. Las bandas fueron cuantificadas y los valores (unidades arbitrarias)
fueron graficados en funcion del tiempo de incubacioén con la droga y se muestran en el panel inferior.

Los datos son la media + S.D. de tres experimentos independientes.

Los resultados muestran que la estabilizacion de la fraccion Sed-tub de eritrocitos
normotensos por taxol estuvo acompaiiada por un aumento de los niveles de tubulina de
membrana, tal como se observa por microscopia de fluorescencia (Fig. 20 A). Este
aumento fue de 2.4 + 0.1 veces con respecto al control sin tratamiento (Fig. 20 C).
Cuando se analizaron los niveles de las isoespecies de tubulina acetilada y detirosinada
en la fraccion de membrana (Fig. 20 C) se observo un aumento atin mayor, 3.7 £ 0.2 y

5.4 + 0.1, respectivamente, sugiriendo nuevamente un enriquecimiento de estos isotipos
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de tubulina en la membrana. Finalmente, el tratamiento con taxol resulté en una
disminucion de un 60 % de la actividad NKA. Todos los valores obtenidos luego del
tratamiento con taxol de los eritrocitos de individuos normotensos fueron similares a los
observados en eritrocitos de individuos hipertensos.

En contraste, las imagenes de las inmunofluorescencias muestran que luego del
tratamiento de eritrocitos hipertensos con nocodazol la tubulina fue desplazada de la
membrana (Fig 20 A), en efecto, la cuantificacion de los diferentes isotipo de tubulina
por western blot, muestran cantidades de tubulina en la membrana significativamente
menores que los controles sin tratamiento y similares a los observados para eritrocitos
normotensos (Fig. 20 C). En concordancia, se observd un aumento del 110 % en la
actividad NKA (Fig. 20 B).

En conjunto los resultados mostrados en las figuras 19 y 20 sugieren que la
estabilidad de la fraccién Sed-tub de los eritrocitos estaria influenciando el contenido de

la tubulina de membrana y consecuentemente la actividad NKA.
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Figura 20: Efecto del taxol y nocodazol sobre el contenido de los diferentes isotipos de tubulina en
membrana y la actividad NKA de eritrocitos de individuos hipertenso y normotensos. Sangre de
individuos normotensos fue incubada en presencia (N7) o ausencia (N) de taxol 5 x 10° mM y sangre de
individuos hipertensos fue incubada en presencia (Hy) o ausencia (H) de nocodazol 0.05 mM, durante 2 h
a 37 °C. La sangre luego fue centrifugada a 100 x g por 10 min y los eritrocitos se resuspendieron en
suero libre de drogas y se incubaron durante 1 h a 37 °C. (A) Los eritrocitos fueron fijados sobre
portaobjetos y se analizé la distribucion de tubulina por inmunofluorescencia indirecta usando el
anticuerpo DM1A. (B) Se obtuvieron membranas de eritrocitos y se determind la actividad NKA como se
describe en materiales y métodos. Los datos son la media + S.D. de tres experimentos independientes y se
expresan como pmol Pi/(ml cel x h). (C) Se determinaron los niveles de a-tubulina, tubulina acetilada y
tubulina detirosinada en la membrana de los eritrocitos. Las bandas se cuantificaron y los valores,
expresados como unidades arbitrarias se muestran debajo de cada banda. Los datos corresponden a la

media + S.D. de tres experimentos independientes.
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6.7. Inhibicion de la actividad NKA por tubulina detirosinada

Previamente en nuestro laboratorio se ha demostrado que la acetilacion de la
tubulina es esencial para la interaccion de esta proteina con la NKA (Santander y col.,
2006), sin embargo no se conoce si otras modificaciones postraduccionales de tubulina
estan implicadas en la regulacion de la actividad de la enzima.

Debido a que en membranas de eritrocitos de individuos hipertensos no sélo la
tubulina acetilada esta aumentada sino que también la tubulina detirosinada presenta un
aumento en mayor proporcion con respecto a la tubulina total (Fig. 17), se planted
como hipdtesis que la tubulina detirosinada podria tener un papel importante en la
regulacion de la actividad NKA. Para evaluar esto, determinamos la actividad de la
enzima en membranas de cerebro de rata pre-tratadas con dos preparaciones diferentes
de tubulina, ambas preparaciones con similar contenido de tubulina total y acetilada
pero con diferente contenido de tubulina detirosinada, para lograr esto, una de las
preparaciones fue previamente tratada con carboxipeptidasa bovina, de esta manera se
increment6 en 5 veces el contenido de tubulina detirosinada (Fig. 21 A).

Como se muestra en la Fig. 21 B, la preparacion de tubulina con alto contenido de
tubulina detirosinada fue capaz de inhibir el 50 % de la actividad NKA con 50 pg de
tubulina/ml, mientras que para lograr el mismo porcentaje de inhibicion con la
preparacion de tubulina con bajo contenido de tubulina detirosinada fue necesario
utilizar 200 pg tubulina/ml. Estos resultados sugieren que aunque la acetilacion es
esencial para la interaccidn de la tubulina con la NKA, el estado de detirosinacion de la
tubulina tendria un papel importante en la regulacion de la actividad enzimatica. Por lo
tanto, alteraciones en el ciclo de tirosinacion/detirosinacion podrian provocar las

modificaciones observadas en la actividad NKA de individuos hipertensos.
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Figura 21: Inhibicién de NKA por tubulina detirosinada. (A) Cantidades idénticas de tubulina de
ambas preparaciones (tubulina total) se utilizaron para el analisis de los isotipos acetilado y detirosinado
por immunoblot. Las bandas de tubulina pertenecen a un experimento representativo de tres
experimentos independientes. (B) La actividad Na',K'-ATPasa fue medida por el método de oxidacion
del NADH. Antes de la adicion de ATP, el sistema fue preincubado a 37 °C por 25 min en presencia de
diferentes preparaciones de tubulina a las concentraciones indicadas en la figura. Se utilizaron dos
preparaciones de tubulina con diferente contenido del isotipo detirosinado, una preparacién con bajo
contenido del isotipo detirosinado, baja (=), obtenida a través de purificacion estandar de tubulina de
cerebro de rata y una preparacion con alto contenido del isotipo detirosinado, alta (o), la cual se obtuvo
por incubacion de la preparacion anterior durante 40 min a 37 °C con carboxipeptidasa bovina a una
concentracion final de 10 pg/ml. Los datos se expresan como % del control y corresponden a la media +

S.D. de tres experimentos independientes.
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6.8. Ciclo de tirosinacion/detirosinacion en eritrocitos de individuos hipertensos y

contenido de tubulina tirosina ligasa (TTL)

Debido a que las membranas de eritrocitos de pacientes hipertensos presentan un
alto contenido de tubulina detirosinada y que probablemente esta tubulina se origina por
una translocacion a la membrana de la tubulina que forma parte de la fraccion Sed-tub,
se propuso investigar la capacidad de tirosinacion/detirosinacion de la fraccion
citosolica de eritrocitos humanos de individuos hipertensos. Este analisis se llevé a cabo

también en cerebro de rata.

6.8.1 Eritrocitos humanos

Para los experimentos con eritrocitos humanos, se incubaron preparaciones de
tubulina purificada con la fraccion citosélica de eritrocitos de individuos hipertensos y
normotensos. A diferentes tiempos se extrajo una alicuota, la cual se utilizd para
cuantificar el contenido de tubulina tirosinada y detirosinada. Como se observa en la
figura 18 el extracto citosolico de los eritrocitos de individuos hipertensos tiene menor
capacidad de tirosinar tubulina comparado con el extracto citosolico de individuos
normotensos. De hecho, en la incubacion de tubulina con la fraccion citosédlica de
individuos hipertensos los niveles de tubulina detirosinada aumentaron mas de 12 veces,
mientras que en la incubacion con citoso! de individuos normotensos estos niveles no
fueron significativamente modificados (Fig. 22 A). Cuando se analizaron los niveles de
tubulina tirosinada, el segundo isotipo de tubulina implicado en el ciclo
tirosinacion/detirosinacion, no se observaron modificaciones significativas en los
niveles de este isotipo cuando la tubulina se incub6 con la fraccion citosdlica de
eritrocitos de individuos normotensos, pero los niveles de tubulina tirosinada
disminuyeron significativamente cuando la tubulina se incubé con extracto de
individuos hipertensos (Fig. 22 B), en concordancia con el aumento de tubulina

detirosinada observada en la figura 22 A.
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Figura 22: Capacidad de tirosinacion/detirosinacion de tubulina en fracciéon citosdlica de
eritrocitos humanos. Citosol de eritrocitos de individuos hipertensos (H, barras blancas) o normotensos
(N, barras negras) fue extraido e incubado con tubulina purificada de cerebro de rata (200 pg) a 37 °C
durante los tiempos indicados. A cada tiempo se extrajo una alicuota para determinar la cantidad de
tubulina detirosinada (A) y tirosinada (B) por inmunoblot usando anticuerpo policlonal anti Glu-tubulina
y 1 A2, respectivamente. Las bandas fueron cuantificadas usando el software Scion Image y los valores
son mostrados en el panel derecho de cada figura. Los datos son la media + S.D. de tres experimentos
independientes. Las bandas mostradas en el panel izquierdo corresponden a un experimento

representativo.

La menor capacidad de tirosinar tubulina observada en eritrocitos de individuos
hipertensos puede ser debido a una baja actividad TTL o a una alta actividad tubulina
tirosina carboxipeptidasa (TTCP); a su vez la baja actividad TTL puede deberse a una
disminucién en la cantidad de la enzima y/o a una disminucion en la actividad
enzimatica.

Para determinar si existen diferencias en la cantidad de TTL de eritrocitos de
individuos normotensos e hipertensos, se aislé la fraccion citosélica de los eritrocitos y
se analizé el contenido de TTL por inmunoblot. La figura 23 A muestra que los
eritrocitos humanos de individuos hipertensos contienen un 50 % menos de TTL
comparado con eritrocitos de individuos normales. Estos resultados fueron confirmados

por analisis de microscopia de inmunofluorescencia. Como se observa en la Fig. 23 C,
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los eritrocitos de individuos normotensos marcados con anticuerpo anti-TTL (Ab ID3)
poseen mayor marca fluorescente distribuida uniformemente por toda la célula,
mientras que en los eritrocitos de individuos hipertensos tratados de manera similar la
fluorescencia se observa solo en la periferia, proxima a la regién de membrana,

sugiriendo no solo un menor contenido de TTL en estas células sino ademds una

localizacion diferencial de esta enzima.
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Figura 23: Contenido de TTL en eritrocitos humanos hipertensos y cerebro de ratas SHR. (A)
Fraccioén citosdlica de eritrocitos de individuos hipertensos (H) o normotensos (N) y (B) fraccién
citosdlica de cerebro de ratas SHR o Wistar (control normotenso) fueron extraidas y una alicuota fue
usada para determinar el contenido de TTL por inmunoblot usando anticuerpo ID3. Las bandas mostradas
corresponden a un experimento representativo de tres. Las bandas fueron cuantificadas usando el software
Scion Image y los valores se muestran en el grafico del panel inferior. Los datos son la media £ S.D. de
tres experimentos independientes. (C) Eritrocitos de individuos hipertensos y normotensos fueron fijados
sobre portaobjetos y analizados por microscopia de inmunofluorescencia usando el anticuerpo ID3,

especifico para TTL.
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6.8.2. Cerebro de ratas SHR

Debido a que en eritrocitos humanos el contenido de tubulina en la estructura
citoplasmatica Sed-tub es muy bajo y la estructura del polimero es desconocida, los
siguientes experimentos se realizaron en cerebro de rata, un tejido con alto contenido de
tubulina. Para ello, previamente se analizo en este nuevo sistema el contenido de TTL y
los niveles de tubulina detirosinada de membrana en ratas SHR usadas como modelo
hipertenso y ratas Wistar consideradas controles normotensos. La figura 23 B muestra
que, en forma concordante a lo observado en eritrocitos humanos hipertensos, los
niveles de TTL en cerebro de rata son aproximadamente un 50 % menor en SHR
comparado con los niveles de ratas Wistar. Este hecho concuerda con el anélisis del
contenido de tubulina detirosinada en la membrana de cerebro. En la figura 24 se puede
observar que las membranas de ratas SHR contienen un 15 % mas de tubulina total en la
membrana en comparacion con cerebro de ratas Wistar. Por otro lado, la isoespecie
detirosinada es un 40 % mayor en membranas de cerebro de ratas SHR, lo que muestra
que el incremento de esta isoespecie fue significativamente mayor que el aumento de
tubulina total, reflejando una vez mas el enriquecimiento de tubulina detirosinada en la

membrana celular de individuos hipertensos.
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Figura 24: Contenido de tubulina en membranas de cerebro de ratas. (A) Se obtuvieron membranas
a partir de cerebros de ratas SHR y Wistar, como se describe en materiales y métodos. Alicuotas de 200
ug fueron usadas para determinar la cantidad de a-tubulina y tubulina detirosinada (glu-tubulina) por
inmunoblot usando anticuerpo DM1A y anti-glu respectivamente. (B) Las bandas fueron cuantificadas
usando el programa Scion Image. Los valores son expresados como unidades arbitrarias y corresponden a
la media £ S.D. de tres experimentos independientes. Con asteriscos se marcan los valores

significativamente diferentes entre si, * p= 0.01; ** p=0.005.
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6.9. Polimerizacion de tubulina de cerebro de rata SHR

En eritrocitos de individuos hipertensos la fraccion Sed-tub es mads resistente a la
depolimerizacion de tubulina frente a drogas como el nocodazol comparado con la Sed-
tub de individuos normotensos (Fig. 19). Si bien la fraccion Sed-tub no esta formada
por microtabulos tipicos, la estabilidad de la tubulina en esta macroestructura en
pacientes hipertensos, en forma semejante a lo observado para microtubulos, seria
correlativa con el aumento en los niveles de isoespecies de tubulina consideradas
marcadores de estabilidad microtubular, tubulina acetilada y detirosinada. Si bien no se
ha determinado el contenido de estas isoespecies en la fraccion Sed-tub, el aumento en
mayor proporcion de estas isoespecies en las membranas de los eritrocitos de individuos
hipertensos reflejarian el incremento de las mismas en la fraccion Sed-tub, debido a que
previamente postulamos que el origen de la tubulina de membrana de eritrocitos se
produciria por una translocacion de la tubulina que forma parte de la Sed-tub. Teniendo
en cuenta estos antecedentes y el hecho de que la tubulina detirosinada también esta
aumentada en membrana de cerebro de ratas SHR (Fig. 24), se sugiere que el
dinamismo de los microtibulos es un factor importante para la regulacion de la
actividad ATPasa en diferentes tipos de células y que en individuos hipertensos (tanto
humanos como ratas) este dinamismo estaria modificado.

Debido a que la estructura de la fraccion Sed-tub de eritrocitos es desconocida, se
estudio el dinamismo de los microtiibulos en cerebro de ratas SHR. Para esto, se extrajo
tubulina con MAPs de cerebro de ratas SHR y Wistar, y a partir de esta tubulina se
analizé la polimerizacion de microtubulos in vitro en presencia de GTP. Bajo estas
condiciones se determind que en ratas SHR se producen 7 veces mas microtubulos que
en ratas normotensas (Fig. 25 A y D). Por otra parte, el 70 % de los microtibulos
polimerizados de ratas SHR fue resistente al desensamblaje cuando se incubaron a 4 °C.

El ensayo de polimerizacion de microtibulos también se realizé con tubulina libre
de MAPs y con mezclas de tubulina y MAPs de diferentes origenes. Para ello
preparaciones de tubulina de cerebro de rata se cargaron en una columna cromatografica
de fosfocelulosa, la tubulina fue eluida y posteriormente la columna fue lavada con
CINa 0.5 M para eluir las proteinas de alto peso molecular (MAPs), se recolectaron
diferentes fracciones y se analizaron por electroforesis. Aquellas fracciones que
presentaron bandas de alto peso molecular (250-280 kDa) fueron utilizadas como

fuente de MAPs. Cuando las preparaciones de tubulina tanto de ratas hipertensas como
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de normotensas fueron desprovistas de sus MAPs la capacidad de polimerizacion de los
microtibulos se perdid, como puede observarse en las figuras 25 B y D en ambos casos
los valores de absorbancia disminuyen. Pero la capacidad de polimerizacion de
microtubulos fue restaurada cuando MAPs purificadas de ratas SHR o Wistar fueron
adicionadas a las preparaciones de tubulina, ya sea a la tubulina obtenida de la misma
cepa de rata o de la cepa contraria (Fig. 25 C y D). Aunque las MAPs de ambas cepas
de ratas fueron capaces de restaurar la capacidad de polimerizacion de la tubulina, la
mayor polimerizacién de microtibulos in vitro fue obtenida por combinacién de
tubulina de ratas SHR y MAPs del mismo origen. Esta combinacion, tubulina y MAPs
de SHR, produce 2 veces mas microtubulos en comparacion con las combinaciones de
tubulina de SHR y MAPs de ratas Wistar, tubulina de ratas Wistar y MAPs de SHR o
tubulina y MAPs de ratas Wistar (Fig. 25 C y D). Estos resultados sugirieren que tanto
la tubulina como las MAPs de los individuos hipertensos presentan caracteristicas
diferentes a las de individuos normotensos que le confieren mayor capacidad de

polimerizacién y menor dinamismo a los polimeros de tubulina.
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Figura 25:; Polimerizacion in vitro de tubulina de cerebro de ratas SHR y Wistar. El ensamblado de
los microtibulos fue medido en forma continua siguiendo el incremento de la absorbancia a 340 nm,
usando tubulina con MAPs (A) o sin MAPs (B) de cerebro de ratas SHR (cuadrados vacios) y Wistar
(cuadrados rellenos) como sustrato. (C) La polimerizacion de microtibulos fue estudiada con tubulina de
cerebro de rata sin MAPs end6genas purificada de ratas SHR (cuadrados) o Wistar (triangulos) y luego
suplementadas con MAPs de ratas SHR (simbolos abiertos) 0 MAPs de ratas Wistar (simbolos llenos).
Todas las determinaciones fueron iniciadas sin GTP a 37 °C, luego de 10 min. de incubacién se adiciond 1
mM GTP. A los 60 min. la temperatura se baj6 a 4 °C y la polimerizacion fue medida durante 40 min. més.
(D) Diferencia de absorbancia (A 340 nm) entre 0 y 60 min. de incubacién a 37 °C. THM: tubulina con
MAPs de ratas SHR, TNM: tubulina con MAPs de ratas Wistar, TH: tubulina purificada de ratas SHR,
TN: tubulina purificada de ratas Wistar, MH: fraccion de MAPs de ratas SHR, MN: fraccién de MAPs de

ratas Wistar. Los datos corresponden a la media + S.D. de tres experimentos independientes.
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6.10. Contenido de MAPs y estabilidad microtubular en ratas SHR

El estado de tirosinacion/detirosinacion de los microtubulos refleja el dinamismo
de estos polimeros, Gundersen y col. (1984) reportaron que los microtibulos dinamicos
principalmente se encuentran tirosinados, mientras que los microtubulos estables estan
principalmente detirosinados. Con respecto a esto, nuestros resultados muestran que 1)
en las membranas de eritrocitos de pacientes hipertensos estin aumentadas las
isoespecies marcadoras de estabilidad microtubular, tubulina acetilada y detirosinada,
probablemente debido a la translocacion de la tubulina desde la fraccion Sed-tub a la
membrana, 2) los microtibulos de cerebro de ratas SHR y la fraccion Sed-tub de
eritrocitos de individuos hipertensos son mas estables a la accion de diferentes agentes
depolimerizantes, tales como bajas temperaturas (4 °C) y nocodazol respectivamente y
3) in vitro la tubulina de cerebro de ratas SHR produce 7 veces mas microtiibulos. Estos
resultados podrian ser explicados por diferencias entre individuos hipertensos y
normotensos en la composicion y contenido de las proteinas responsables de promover
la polimerizacion y estabilidad de los microtubulos, tales como las MAPs, ya que como
se demostr6 en el punto anterior la capacidad de polimerizacion de la tubulina
purificada de ratas SHR o Wistar depende de la presencia de estas proteinas asociadas y
dicha capacidad es diferente segiin el origen de las MAPs. Sobre la base de estos
resultados se propuso analizar el contenido de diferentes MAPs en cerebro de
individuos hipertensos y normotensos.

Para el andlisis se utilizaron cerebros de ratas SHR y Wistar, a partir de los cuales
se extrajeron a través de homogenizacion y centrifugacion diferencial tubulina
sedimentable que forma parte de microtiibulos y homogenato que fueron sometidos a
electroforesis ¢ inmunoblot para cuantificar las diferentes MAPs.

Se analiz6 la presencia de MAP1 y MAP2 involucradas en la estabilizacion de los
microtubulos y LC3, la cadena liviana de MAP1 la cual regula la unién de la cadena
pesada a los microtibulos y el grado de tirosinacion de los mismos (Faller y col., 2009).
En correlacion con los experimentos de polimerizacion, a pesar de que todas las MAPs
analizadas estuvieron presentes en ambas cepas de ratas, encontramos diferencias en la
cantidad de las MAPs entre los dos grupos (Fig. 26).

Como se muestra en la figura 26, el contenido de MAP2AB fue 40 % menor en
microtiibulos y homogenato de ratas SHR comparado con los controles normotensos.

Mientras que la disminucion de MAP1B en cerebro de ratas SHR fue atin mayor, siendo
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un 83 % y un 72 % menor el contenido de esta proteina unida a microtubulos y en
homogenato, respectivamente, en comparacion con los controles Wistar. Por otro lado,
cuando se analizd el contenido de la cadena liviana de MAP1, LC3, curiosamente se
encontré6 que en ratas SHR hay un aumento del 50 % de esta proteina unida a
microtibulos a pesar de que en homogenato hay un 43 % menos que en ratas Wistar

(Fig.26 AyB

Tub sedimentable Homogenato
SHR Wistar SHR Wistar

MAP2AB

Tubulina

MAP1B 250

Tubulina & -ﬂﬂ"a&a_

LC3

Tubulina r—w”‘;g : - ﬂss
a4 L L P =i (N 4

B)
R SHR Wistar

Tub sed Homogenato Tub sed Homogenato
MAP2AB 0,14 £ 0.03 1,18 £ 0.29 0,35+0,1 2,83+0,85
MAP1B 0,10 £ 0,015 0,26 + 0,08 0,60+0,3 0,95 £ 0,28
LC3 3+1,05 0,82+0.28 2+07 1,47+05

R: relacién de los valores de MAPs sobre tubulina

Figura 26: Contenido de MAPs en cerebro de ratas SHR y Wistar. A partir de cerebro de ratas SHR y
Wistar se obtuvieron las fracciones de homogenato y tubulina sedimentable que forma microtibulos por
centrifugacion diferencial. (A) Alicuotas de cada fraccién fueron analizadas por SDS-PAGE e inmunoblot
para determinar el contenido de MAP2AB, MAPIB, LC3 y a-tubulina. (B) Las bandas fueron
cuantificadas usando el programa Scion Image y a partir de estos valores se calculd R, que es la relacion
de los valores correspondientes al contenido de MAPs sobre el contenido de a-tubulina en la fraccién

correspondiente. Los  valores mostrados corresponden a la media + S.D., n=6.
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6.11. Correlacion entre el contenido de tubulina de membrana y la deformabilidad
de los eritrocitos humanos

Los eritrocitos de individuos hipertensos se caracterizan por ser menos
deformables que los eritrocitos de individuos normotensos (Alet y col., 2001; Gobel y
col. 2001). Dado que hemos encontrado que en membranas de eritrocitos de individuos
hipertensos el contenido de tubulina es ~150 % mayor que en eritrocitos de individuos
normotensos, y que este aumento se debe a que la tubulina acetilada forma un complejo
con la NKA que resulta en la inhibicion enzimatica, es probable que el aumento de
tubulina en la membrana modifique propiedades reoldgicas del eritrocito, tales como la
deformabilidad, la cual podria afectar la resistencia al flujo impactando de este modo
sobre la presion arterial. Para probar esta hipdtesis, se midio la deformabilidad de los
eritrocitos usando el método de filtracion y se determind la resistencia al flujo (). Dado
que B es proporcional al flujo usado para deformar las células, la pendiente de la curva
nos permitié calcular y. Dicho parametro () es independiente del flujo usado para
deformar las células. El aumento de los volares de B y y indican una disminucién de la
deformabilidad celular.

Cuando se cuantifico la resistencia al flujo de eritrocitos de individuos
hipertensos, se obtuvieron valores de B 40 % mayores que los valores correspondientes
a eritrocitos de individuos normotensos, como consecuencia, los valores de y también
aumentaron observandose en este caso un incremento de aproximadamente un 50 %
(Fig. 27 A, Tabla 2). Estos resultados indican que los eritrocitos de pacientes
hipertensos son menos deformables que los de individuos normotensos.

Por otro lado, en la figura 27 B se observa que, como se demostré previamente,
aunque el contenido de tubulina total es el mismo tanto en individuos hipertensos como
normotensos, el contenido de tubulina en la fraccion de membrana es ~2 veces mayor
en individuos hipertensos (comparar con tabla 2). Este resultado fue confirmado por
inmunofluorescencia indirecta, en la figura 27 C se muestra que los eritrocitos de
individuos hipertensos tienen un patrén fluorescente distribuido uniformemente
indicando la localizacion de tubulina en membrana, mientras que en los eritrocitos de
individuos normotensos la fluorescencia se observa como un delgado anillo periférico

correspondiente a la fraccion Sed-tub.
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En conjunto, los resultados mostrados en la figura 27 ponen en evidencia una
correlacion entre el aumento de la tubulina de membrana y la disminuciéon de la

deformabilidad de los eritrocitos.

A) B)
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80- ®H y: 14721 Membrana Total Membrana Total
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Figura 27: Correlacién entre el contenido de tubulina de membrana y la deformabilidad de los
eritrocitos humanos. (A) Eritrocitos de 1 ml de sangre de individuos normotensos (N) e hipertensos (H)
fueron usados para determinar la resistencia al flujo § a través de un poro de filtro como se describe en
materiales y métodos. Los valores de deformabilidad expresados en el inserto como ¥ fueron calculados
de la pendiente de la curva. Los valores de B y W son la media + S.D. de tres experimentos
independientes. (B) Fracciones de homogenato y membrana fueron obtenidas de 2 ml de sangre humana.
Una alicuota de cada fraccion fue usada para determinar la cantidad de a-tubulina por inmunblot usando
DMI1A. Las bandas de tubulina fueron cuantificadas usando el programa Scion Image. Los valores
correspondientes a la media + S.D. de tres experimentos por triplicado son expresados como unidades
arbitrarias. (C) La tubulina de eritrocitos de H y N fue analizada por inmunofluorescencia indirecta

usando el anticuerpo DM1A.
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Tabla 2: Contenido de tubulina de membrana, actividad Na*,K'-ATPasa y deformabilidad

celular de eritrocitos humanes y de ratas

Humano? Ratab

N H Wistar SHR
-Tx + Tx -Noc¢ + Noc -Tx +Tx -Noc +Noc¢

Yy 100 166+21 151+22 84%25 100 253+31 196120 11627

MTub 100 240+10 320+£40 150+20 100 220+34 260+£65 95%14

NKA 100 37%15 44+22 87+31 ND ND ND ND

*Los valores de deformabilidad (V) y el contenido de tubulina de membrana (MTub) fueron tomados de
las Fig. 27 y 29, los valores de actividad NKA fueron tomados de la Fig. 19 y expresados como % de los
valores de N sin tratamiento (-Tx).

®Los valores de deformabilidad (‘¥) y el contenido de tubulina de membrana (MTub) fueron tomados de
las Fig. 28 y 30 y expresados como % de los valores de ratas Wistar sin tratamiento (-Tx).

Tx y Noc: Tratamiento con taxol y nocodazol, respectivamente. — y +: ausencia o presencia de

tratamiento, respectivamente. ND: no determinado.

6.12. Analisis de la deformabilidad celular de eritrocitos de ratas SHR

Debido a que el desarrollo de la hipertension en ratas SHR comienza a las 3
semanas de vida y se establece completamente entre las semanas 7 y 8 (Chabanel y col.,
1987) se consideré importante investigar si durante el desarrollo de la hipertension
ocurren cambios en el contenido de tubulina de membrana y en la deformabilidad de los
eritrocitos. Para ello, se obtuvieron muestras de sangre de ratas SHR y Wistar durante el
periodo comprendido entre las semanas 4 y 8, las cuales se utilizaron para el analisis de
los parametros mencionados anteriormante.

La figura 28 A muestra el contenido de tubulina en eritrocitos de ratas SHR y
Wistar a lo largo del tiempo, como se puede observar en la figura a los 33 dias de edad
(4 semanas) no se encuentran diferencias significativas en la distribucién de tubulina ni
en su contenido, ya que la cuantificacion de la fluorescencia muestra valores similares
entre las dos cepas de ratas (Fig. 28 B). El contenido de tubulina en ila membrana no se
modificé en forma significativa en las ratas Wistar en todo el periodo medido, sin

embargo, en la cepa SHR el contenido de tubulina comenzo6 a aumentar en la membrana
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Por otro lado, el analisis de deformabilidad al dia 42 de edad muestra que,
similar a lo observado en humanos, los eritrocitos de ratas SHR son menos deformables
que los eritrocitos de ratas normotensas. De hecho, los valores de B para los eritrocitos
de SHR fueron 45 % mayores que los correspondientes a ratas Wistar, dando como
resultado valores de y un 96 % mayor (Fig. 28 C, Tabla 2). En conjunto estos resultados
indican una correlacidon entre el aumento de la tubulina de membrana de eritrocitos,
disminucion de la deformabilidad celular y el desarrollo de la hipertension en ratas

SHR.

6.13. Efecto del taxol y del nocodazol sobre el contenido de tubulina de membrana

y la deformabilidad de los eritrocitos

6.13.1. Eritrocitos humanos

Dado que el tratamiento de los eritrocitos humanos in vifro con nocodazol
induce disociacion de la tubulina de la membrana y el tratamiento con taxol aumento del
contenido de tubulina en la membrana (Fig. 20), se propuso determinar si los cambios
en el contenido de tubulina de membrana inducidos por estas drogas tienen algin efecto
sobre la deformabilidad de los eritrocitos. Para esto, eritrocitos de individuos
hipertensos y normotensos fueron tratados con nocodazol y taxol, respectivamente, y
luego se determind la deformabilidad celular.

Cuando los eritrocitos de individuos hipertensos fueron tratados con nocodazol,
la deformabilidad aumenté un 80 %, llegando a ser este valor similar al de los
eritrocitos de individuos normotensos, considerados controles (Tabla 2 y Fig. 29 A,
comparar Hnoc con N). Para corroborar los cambios en el contenido de tubulina a nivel
de membrana, eritrocitos de individuos hipertensos tratados o no con nocodazol fueron
sometidos a inmunofluorescencia, utilizando el anticuerpo DM1A para cuantificar a-
tubulina, como controles se utilizaron eritrocitos de individuos normotensos. Las
medidas de intensidad de fluorescencia de los eritrocitos tratados con nocodazol (Fig.
29 B, panel H) confirman que el contenido de tubulina de membrana disminuyé
significativamente después del tratamiento con la droga. La intensidad y distribucion de

la fluorescencia observada en los eritrocitos hipertensos después del tratamiento con
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nocodazol no fue significativamente diferente a los controles normotensos (Fig. 29 B,
panel N).

Por otro lado, en los eritrocitos de individuos normotensos tratados con taxol se
observé un patron similar al de los eritrocitos de individuos hipertensos, es decir que el
tratamiento con la droga provoco una disminucion de la deformabilidad celular de
aproximadamente un 66 % (Tabla 2 y Fig. 29 A, comparar N con Ntx) y, tal como se
demostré previamente, el taxol produjo un incremento en el contenido de tubulina de
membrana de un 140 % (Tabla 2 y Fig. 29 B, panel N). Estos resultados indican que, al
menos in vitro, modificaciones en el contenido de tubulina de membrana de eritrocitos

humanos se correlacionan con alteraciones en la deformabilidad de estas células.
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Figura 29: Efecto del taxol y del nocodazol sobre la deformabilidad y el contenido de tubulina de

membrana de eritrocitos humanos. 2 ml de sangre de individuos hipertensos (H) fueron incubados a 37
°C durante 2 h en ausencia o presencia de 0,02 mM nocodazo! (noc). El mismo volumen de sangre de
individuos normotensos fue incubado a 37 °C durante 2 h en ausencia a presencia 5 x 10”° mM taxol (tx).
(A) Eritrocitos de 1 ml de sangre tratada o no con la droga respectiva fueron usados para determinar la
resistencia al flujo §§ y la deformabilidad fue calculada y expresada en el inserto como . Los valores de
y ¥ son la media + S.D. de tres experimentos independientes. (B) Eritrocitos de H y N tratados o no con
nocodazol y taxol, rspectivamente fueron analizados por inmunofluorescencia indirecta usando el

anticuerpo DM1A.
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6.13.2. Eritrocitos de ratas

Para probar el efecto in vivo del nocodazol y del taxol sobre la deformabilidad
de los eritrocitos, ratas Wistar fueron inyectadas intraperitonealmente con taxol y ratas
SHR fueron inyectadas con nocodazol, a diferentes tiempos luego de la administracion
de la droga respectiva se determind el contenido de tubulina de membrana y la
deformabilidad de los eritrocitos (Fig. 30).

La figura 30 A muestra que a los 14 dias post-inyeccion el tratamiento de las
ratas SHR con nocodazol provocé un aumento significativo en la deformabilidad de los
eritrocitos. En efecto, los valores de y en estas células fueron 70 % menores que los
valores obtenidos en ratas SHR sin tratamiento (Tabla 2 y Fig. 30 A, panel SHR). Bajo
las mismas condiciones se observé una disminuciéon del 170 % en el contenido de
tubulina de membrana de los eritrocitos (Tabla 2 y Fig. 30 B, panel SHR). Los valores
de deformabilidad de los eritrocitos y el contenido de tubulina de membrana de ratas
SHR tratadas con nocodazol durante 14 dias fueron similares a los valores observados
en ratas Wistar sin tratamiento (Tabla 2 y Fig. 30 A y B). El efecto del nocodazol no fue
observado al dia 20 post-tratamiento, a este tiempo los valores de y y el contenido de
tubulina de membrana retornaron a los valores basales observados al dia O (Fig. 30 A y
B, paneles SHR).

Por otro lado, la inyeccién de ratas Wistar con taxol, provocé un efecto rapido
sobre la deformabilidad de los eritrocitos y el contenido de tubulina de membrana. La
administracion intraperitoneal de la droga a ratas Wistar provoco a las 3 horas post-
inyeccion una disminucion significativa de la deformabilidad de los eritrocitos, lo que
se observa como un aumento de un 153 % en los valores de y (Tabla 2 y Fig. 30 A,
panel Wistar). Ademas, a este tiempo, el taxol indujo un aumento del contenido de
tubulina de membrana de un 120 % (Tabla 2 y Fig. 30 B, panel Wistar). Sin embargo,
estos cambios fueron transitorios ya que las medidas realizadas a los 6, 14 y 20 dias
(Fig. 30 A y B, paneles Wistar) no mostraron cambios significativos con respecto al
control sin tratamiento, indicando que el taxol fue eliminado o metabolizado

rapidamente.
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Figura 30: Efecto in vivo del tratamiento con nocodazol y taxol sobre la deformabilidad y el

contenido de tubulina de membrana de eritrocitos de ratas. Ratas SHR fueron inyectadas
intraperitonealmente con nocodazol (SHR + noc) y ratas Wistar fueron inyectadas con taxol (Wistar + tx)
como se describe en materiales y métodos. A los tiempos indicados, (A) 1 ml de sangre fue extraida para
medir la resistencia al flujo B y calcular la deformabilidad, la cual se expresa en el inserto como ¥. Los
valores de B y ¥ son la media + S.D. de tres experimentos independientes. (B) Se determiné el contenido

de a-tubulina en eritrocitos por inmunofluorescencia indirecta usando el anticuerpo DM1A .
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6.14. Cambios in vivo del contenido de tubulina de membrana afecta la presion

arterial en ratas.

Los resultados mostrados previamente indican que, en concordancia a lo
observado in vitro para eritrocitos humanos, en experimentos in vivo realizados con
ratas, el cambio de los niveles de tubulina de membrana de eritrocitos modifican la
deformabilidad de estas células. De acuerdo con esto, se observo que cuando los niveles
de tubulina de la membrana disminuyen en los eritrocitos de ratas SHR aumenta la
deformabilidad y por el contrario, si aumenta la tubulina de la membrana en ratas
Wistar entonces disminuye la deformabilidad. Por lo tanto, el contenido de tubulina en
la membrana estaria modificando parametros reoldgicos en eritrocitos tanto in vitro
como in vivo, tales modificaciones hemorreologicas podrian ser una posible causa de las
manifestaciones clinicas de la hipertension.

Debido a esto, se investigd in vivo si las modificaciones observadas en el
contenido de tubulina de membrana de eritrocitos y la deformabilidad de dichas células,
provocado por efecto del taxol y nocodazol, generan cambios en la presion arterial de
ratas SHR y Wistar.

Para ello, ratas normotensas Wistar fueron tratadas con taxol con el propdsito de
aumentar los niveles de tubulina en la membrana y posteriormente se les midio la
presion arterial sistolica (PAS) a diferentes tiempos luego de iniciado el tratamiento
mediante el uso de dos métodos diferentes, el método directo y el indirecto “tail-cuff”.
Los dias que se eligieron para realizar las mediciones fueron aquellos en los que
anteriormente se demostrd que ocurren cambios en el contenido de tubulina de
membrana del eritrocito y en la deformabilidad celular. Como controles se utilizaron
ratas Wistar sin tratamiento y ratas de la misma cepa inyectadas sélo con el vehiculo de

disolucion del taxol.

Método directo

En la figura 31 se observan los valores de presion arterial de los tres grupos antes
y después del tratamiento. Los valores obtenidos a través del método directo antes de la
administracion de la droga fueron similares para los tres grupos, midiéndose valores de
60 + 5.6 mmHg para el grupo control, 59 + 5.5 mmHg para el grupo vehiculo y 64 + 4

mmHg para el grupo taxol. Los valores basales de presion arterial de ratas Wistar fueron
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menores a los esperados, posiblemente debido a que se usaron ratas hembras jovenes de
menos de 8 semanas de edad. La figura 31 muestra también que el taxol fue de efecto
rapido, ya que cuando ratas Wistar fueron inyectadas con taxol la presion arterial
aument6 hasta 81.6 + 7.5 luego de 3 horas de iniciado el tratamiento, lo cual constituye
un incremento del 28 % con respecto a su nivel basal, dicho valor es significativamente
diferente cuando se compara con la presion arterial de ratas Wistar que no recibieron

tratamiento o con ratas Wistar que recibieron solo el vehiculo de la droga (p < 0,05).
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Figura 31: Efecto del taxol sobre la presién arterial sistélica (PAS) de ratas Wistar. A ratas Wistar
hembras de 6 semanas de edad controles (0) y Wistar inyectadas intraperitonealmente con taxol 0,02 mM
(m) o vehiculo de inyeccion (m), se les determiné la PAS a diferentes tiempos post-inyeccion a través del
método de medicion directo. * Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos taxol y control

o taxol y vehiculo p<0.05. Los valores corresponden al promedio + S.D, n=5.

Meétodo indirecto
De acuerdo con los resultados obtenidos por el método directo, la figura 32

muestra un comportamiento similar de los valores de presion arterial cuando el
experimento se realiz6 con ratas Wistar macho de mas de 8 semanas de edad inyectadas

con taxol y se us6é el método directo “tail-cuff” para medir la presion. Antes de la
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administracion de la droga los valores para los tres grupos fueron 111 + 5.65 mmHg
para el grupo control, 124.5 + 2.1 mmHg para el grupo vehiculo y 110.6 £ 16.7 mmHg
para los animales inyectados con taxol. Nuevamente se observa el efecto rapido de la
droga, ya que la presion arterial de ratas inyectadas con taxol aument6 a 135.6 + 3.5
luego de 3 horas, lo que constituye un aumento del 23 % con respecto a su nivel basal,
este valor fue similar al observado con el método anterior y fue significativamente
diferente al valor de presion arterial obtenido en ratas Wistar que no recibieron

tratamiento o ratas Wistar que recibieron solo el vehiculo.
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Figura 32: Efecto del taxol sobre la presion arterial sistélica (PAS) de ratas Wistar. A ratas Wistar
machos de 8 semanas de edad controles (0) y Wistar inyectadas intraperitonealmente con taxol 0,02 mM
(m) o vehiculo de inyeccion (m), se les determiné la PAS a diferentes tiempos post-inyeccion a través del
método de medicion indirecto “tail-cuff”’. *Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

taxol y control o taxol y vehiculo p<0.05. Los valores corresponden al promedio + S.D, n=5.

En conjunto los resultados mostrados en las figuras 31 y 32 reflejan que, el efecto
del taxol fue rapido y transitorio, ya que no se observaron cambios significativos a los 6
y 14 dias luego del tratamiento. La presion arterial en este intervalo de tiempo retorné a
sus valores basales, ya que no hay diferencias significativas entre los valores de ratas

Wistar tratadas, no tratadas y las que recibieron vehiculo. Estos resultados, aumento de
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la presion arterial de ratas Wistar a las 3 horas post-tratamiento, se correlacionan con el
aumento del contenido de tubulina en la membrana de los eritrocitos y la reducida

deformabilidad de estas células.

Por otro lado, se hicieron mediciones de presion arterial en ratas SHR tratadas con
nocodazol (+ nocodazol) con el proposito de disminuir los niveles de tubulina de
membrana en los eritrocitos, como controles se utilizaron animales sin tratamiento
(control) y animales a los cuales solo se les administré el vehiculo de dilucién del
nocodazol (+ vehiculo), los resultados obtenidos en este experimento se muestran en la
figura 33. En este caso la medicion de la presion arterial se llevo a cabo por el método
indirecto tail-cuff, debido a que cuando las mediciones se realizaron mediante el método
directo las ratas tratadas con nocodazol murieron durante la cirugia, probablemente a

causa de un efecto combinado del nocodazol y la anestesia.
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Figura 33: Efecto del nocodazol sobre PAS de ratas SHR. A ratas SHR machos de 8 semanas de edad
controles (0) y SHR inyectadas intraperitonealmente con nocodazol 0,2 mM (m) o con vehiculo de
inyeccion (m), se les determind la PAS a diferentes tiempos post-inyeccién a través del método de
medicién indirecto “tail cuff”. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control y
nocodazol son sefialadas con * p<0.05 y aquellas entre los grupos vehiculo y nocodazol son sefialadas

con T cuando p<0.05 o 1+ cuando p<0.01. Los valores corresponden al promedio + S.D, n=5.
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Los valores de presion arterial antes de la administracion de los tratamientos no
fueron significativamente diferentes entre los tres grupos, los valores medidos fueron
227 + 0 mmHg para el grupo control, 233.3 + 29.9 mmHg para el grupo vehiculo y
217.0 £ 11.7 mmHg para el grupo nocodazol. Tampoco se observaron cambios
significativos en los valores de presion arterial a las 3 horas post-inyeccion cuando se
compararon ratas de la misma cepa tratadas con nocodazol con aquellas que no
recibieron tratamiento o que fueron inyectadas con el vehiculo de dicha droga. Sin
embargo, a los 6 dias de iniciado el tratamiento, la presion arterial de las ratas tratadas
con nocodazol disminuy6 a un valor de 175.6 + 10.0 mmHg. Dado que las medidas de
presion arterial en los animales del grupo control y tratamiento no sufrieron cambios
significativos con respecto a los valores basales, el tratamiento con nocodazol provoco
una disminucion de un 21 % con respecto al grupo control y de un 23 % con respecto al
grupo vehiculo (p < 0,05).

El analisis a los 14 y 20 dias muestra que la disminucion de los valores de presion
arterial inducida por nocodazol se mantiene, mostrando que la droga tuvo un efecto
perdurable en el tiempo (Fig. 33). Los valores de presion de las ratas SHR tratadas con
nocodazol retornaron a sus valores basales a los 30 dias post-tratamiento. Estos
resultados indicarian que la disminucién del contenido de tubulina en la membrana de
los eritrocitos de ratas SHR que lleva a un aumento de la deformabilidad celular, se

correlaciona con una disminucion en los valores de presion arterial.

Sobre la base de los resultados expuestos se propone que modificaciones de los
niveles de tubulina en la membrana de eritrocitos estarian implicados en las alteraciones
de la deformabilidad de las células y en los valores de presion arterial observados luego
del tratamiento, ya que cuando disminuyen los niveles de tubulina de membrana de los
eritrocitos de ratas SHR, aumenta la deformabilidad de dichas células y disminuye la
presion arterial. Por el contrario, si aumenta la tubulina de la membrana de eritrocitos en
las ratas Wistar entonces disminuye la deformabilidad y aumenta la presion arterial.
Estos resultados en conjunto con los expuestos anteriormente, en donde demostramos
que durante el desarrollo de la hipertension arterial en ratas SHR (3-8 semanas de vida)
la tubulina migra a la membrana del eritrocito, estarian indicando una posible
participacion de la tubulina de membrana del eritrocito en el desarrollo de la

hipertension arterial.
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« El ciclo de detirosinacion/tirosinacion esta alterado en individuos

hipertensos debido a que la segunda enzima involucrada en dicho ciclo,

TTL, tiene baja expresion y menor capacidad de tirosinar tubulina.

En eritrocitos de individuos hipertensos la Sed-tub es mas estable que en
individuos normotensos, dado que esta estructura es mas resistente al
desensamblaje inducido por frio y nocodazol. La mayor estabilidad de la
Sed-tub es consistente con el aumento de tubulina acetilada y detirosinada en
membrana producto de la translocacion de la tubulina desde esta estructura a
la membrana a través de la formacion de un complejo con la NKA,
enriqueciendo de esta manera a las membranas con una alta cantidad de

tubulina y causando la inhibicion de la enzima.

L.a mayor capacidad de polimerizacion y menor dinamismo de los polimeros
de tubulina en individuos hipertensos se debe a que la tubulina y las MAPs
presentan caracteristicas diferentes a las de individuos normotensos. De
hecho, no solo se modifica la proporcion de los diferentes isotipos de
tubulina sino que ademas en individuos hipertensos el nivel de las diferentes
MAPs, tales como LC3, MAP1 y MAP2, esta alterado.

Modificaciones del contenido de tubulina de membrana de los eritrocitos es
capaz de alterar la deformabilidad de estas células. De hecho en individuos
hipertensos el aumento de tubulina de membrana es responsable de la menor
deformabilidad de los eritrocitos. Posiblemente estas alteraciones en la
deformabilidad afectan el flujo de sangre y contribuyen al desarrollo de la

hipertension.
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Tubulina y NKA en eritrocitos humanos

La NKA presente en la membrana de todas las células eucariotas (Lee y col.,
2007), es la enzima involucrada en la expulsion del Na* fuera de la célula (Skou, 1957).
En condiciones basales, a las concentraciones intracelulares predominantes de iones Na*
y K*, la enzima realiza un trabajo sub-méaximo. Cuando la concentracion intracelular de
Na' aumenta, la bomba es capaz de trabajar mas rapidamente para expulsar el exceso
Na’. Sin embargo, la NKA también esta bajo el control de una gran cantidad de
mecanismos regulatorios que forman parte de un area compleja y fisiologicamente
importante, cubriendo una amplia gama de mecanismos que regulan la enzima
incluyendo la dopamina, noradrenalina, proteina quinasa A, proteina quinasa C y
elementos del citoesqueleto asociados a la membrana (Kaplan, 2002).

En nuestro laboratorio previamente se demostré la presencia de un nuevo
mecanismo para la regulacion de la actividad NKA, los resultados obtenidos tanto en
células neurales como no-neurales demuestran que la tubulina es capaz de formar un
complejo con la NKA, y como consecuencia se produce la inhibicion de la actividad
enzimatica; la actividad luego puede ser restaurada cuando se disocia el complejo
(Casale y col., 2001; 2003; 2005; Arce y col., 2008). Un requisito para que la tubulina
interaccione con la enzima es que la tubulina esté acetilada (Santander y col., 2006), una
modificacion post-traduccional que ocurre en el residuo Lys 40 de la a-tubulina.
Durante la formacion del complejo la tubulina interacciona con el dominio 5 (CDS5) de
la subunidad a de la NKA (Zampar y col., 2009).

En eritrocitos de humanos con hipertension arterial esencial y eritrocitos de ratas
espontaneamente hipertensas Lyon (LSH) y Okamoto (SHR) se han observado
alteraciones en el transporte de iones Na* y K™ (De Mendonca y col., 1980), por lo tanto
estas alteraciones, se consideran un marcador bioquimico caracteristico de la
hipertension arterial esencial (Meyer y col., 1981). De este modo, la NKA ha sido
involucrada en el mecanismo molecular que subyace a esta patologia (Garay y col.,
1980; Kim y col., 2008).

Estudios previos de microscopia electronica de eritrocitos humanos realizados por
van Deurs y Behnke (1973), muestran que estas células no tienen microtibulos. Sobre la
base de estos resultados muchos autores niegan la presencia de tubulina en eritrocitos
humanos (Bennett, 1985; Cohen y col., 1990; Liao y col., 2000). Sin embargo, estudios

de protedmica recientes realizados por Pasini y col. (2006) y Goodman y col. (2007)
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demuestran que en los eritrocitos humanos estan presente diferentes isoformas de
tubulina como lo son la tubulina a3, a6 y Bl. De acuerdo con estos hallazgos en el
presente trabajo, usando técnicas de centrifugacion diferencial, inmunoprecipitacion,
inmunoblot e inmunofluorescencia, se demuestra no s6lo que los eritrocitos humanos
poseen tubulina sino que ademds ésta puede presentar diferentes modificaciones post-
traduccionales, tales como acetilacion, tirosinacion y detirosinacion. Se demostrod
también que en eritrocitos la tubulina se halla distribuida en tres fracciones subcelulares
diferentes: membrana, citosol y una fraccion sedimentable a 100 000 x g. Esta altima
fraccion es similar a la banda marginal de microtibulos, una estructura encontrada en
eritrocitos nucleados de vertebrados no mamiferos y otros tipos de células sanguineas,
la cual posee caracteristicas estructurales importantes (Cohen y col., 1982). A pesar de
que en los eritrocitos humanos la tubulina de la fraccion sedimentable esta en forma
polimerizada y que en presencia de drogas que alteran la estabilidad microtubular
(nocodazol y taxol) se comporta de manera similar a los microtibulos, no conocemos la
estructura exacta de este polimero por tal motivo nos referimos a ella como tubulina
sedimentable o “Sed-tub”. La presencia de tubulina en diferentes fracciones
subcelulares de eritrocitos humanos nos permiten especular sobre un posible mecanismo
de regulacion de la actividad NKA en estas células por tubulina (y/o Sed-tub). De hecho
demostramos que en membranas de eritrocitos humanos la tubulina se asocia a la NKA
de membrana.

La cuantificacion de tubulina en las diferentes fracciones muestra que aunque el
contenido total de tubulina es el mismo en eritrocitos de individuos hipertensos y
normotensos, la distribucion de esta proteina entre las diferentes fracciones subcelulares
es diferente. De este modo, los eritrocitos de individuos hipertensos presentan un
aumento en la cantidad de tubulina de membrana y una disminucion en los niveles de
tubulina de la fraccion Sed-tub en comparacion con los individuos normotensos. Sobre
la base de estos resultados postulamos que en eritrocitos de individuos hipertensos
ocurriria una translocacion de la tubulina desde la fraccion Sed-tub a la membrana
celular.

El mecanismo por el cual ocurre la translocacion es desconocido, sin embrago
podria deberse a diversos factores. Una posibilidad es que haya algiin componente del
plasma que sea capaz de inducir la transiocacién de la tubulina o que dicho proceso se

genere durante la maduracion de los progenitores nucleados a eritrocitos maduros. Otra
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posibilidad podria ser que alteraciones en la dinamica y estabilidad de los microtibulos
sean responsables de esta translocacion.

Apoyando esta itima hipdtesis, nuestros resultados muestran que la fraccion Sed-
tub de eritrocitos de individuos hipertensos es altamente estable al desensamblaje
inducido por nocodazol y por frio. Ademas en estas células la tubulina acetilada y la
tubulina detirosinada, ambas isoespecies marcadores de estabilidad microtubular
(Westermann y Weber, 2003), aumentan en mayor proporciéon que la tubulina total en
las membranas de estas células. Por lo tanto existiria en eritrocitos de individuos
hipertensos una macroestructura (Sed-tub) de tubulina mas estable que en individuos
normotensos, ya que los microtiibulos estables son mejores sustratos para las enzimas
responsables de la acetilacion (Sasse y Gull, 1988, Westermann y Weber, 2003). Por
otro lado, dado que la tubulina acetilada es indispensable para interaccionar y formar un
complejo con la NKA (Santander y col., 2006), el aumento de esta isoespecie de
tubulina en microtubulos estables podria promover la interaccion de la Sed-tub con las
membranas a través la formacion de un complejo con la NKA, enriqueciendo de ésta
manera a las membranas con una alta cantidad de tubulina y causando la inhibicion de
la enzima. Esta idea es consistente con las observaciones de que el tratamiento de la
fraccion Sed-tub de eritrocitos normotensos con taxol provoca estabilizacion de esta
estructura, incrementando el nivel de tubulina acetilada, detirosinada y tubulina total en
la fraccion de membrana y disminuyendo la actividad NKA, siendo estos resultados
similares a los valores observados en eritrocitos de individuos hipertensos, en donde se
observa que la tubulina forma mayor cantidad de complejo tubulina acetilada/NKA y
como consecuencia la actividad enzimética esta inhibida siendo un 75 % que en los
controles normotensos. Estos resultados nos permiten ademas especular que
alteraciones del sistema molecular que gobierna la dinamica de la fraccion Sed-tub en

los eritrocitos podria ser una causa de hipertension.

Estabilidad de los polimeros de tubulina. TTL, detirosinacion y MAPs

Se ha determinado en eritrocitos nucleados que la estabilidad y dinamismo de la
banda marginal de microtibulos se debe no solo a las proteinas MAPs, sino que también

se debe considerar a los isotipos de tubulina que constituyen esta estructura (Trinczek y
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col., 1993). De esta manera, los cambios en el contenido de los diferentes isotipos de
tubulina en eritrocitos de individuos hipertensos en comparacion con los eritrocitos de
individuos normotensos, estarian contribuyendo al incremento en la estabilidad de la
fraccion Sed-tub. Probablemente alteraciones en la dindmica y estabilidad de los
microtubulos pueden provocar grandes cambios en el funcionamiento celular dado que
modificaciones en estos parametros han sido involucrados en diversas patologias tales
como el cancer (Peris y col.,, 2006). Otra funcién atribuida a las diferentes
modificaciones post-traduccionales de la tubulina es que funcionan como marcadores
temporo-espaciales de los microtubulos indicando los sitios de unién de diferentes
proteinas que regulan una variedad de eventos celulares, tales como diferentes MAPs,
motores moleculares y proteinas de trafico hacia el extremo positivo (Ikegami y Setou,
2010). Dentro de estas modificaciones el ciclo de tirosinacion/detirosinacion de la
tubulina es uno de los mas estudiados.

Debido a que el ARNm para la a-tubulina codifica para una tirosina en el extremo
C-terminal de la proteina, la capacidad de tirosinacion de una célula depende del
equilibrio entre dos enzimas, la TTCP (Argaraiia y col., 1978) que remueve ese residuo
de aminoacido produciendo glu-tubulina, ya que expone un acido glutdmico C-terminal
y la TTL que restaura la tirosina C-terminal para producir nuevamente tir-tubulina
(Barra y col., 1973). El equilibrio entre las dos isoespecies involucradas en este ciclo es
esencial para el normal desarrollo de las células, ya que se ha demostrado que
anormalidades en el ciclo de tirosinacién de tubulina estan involucradas en la progresion
de tumores (Peris y col., 2006).

El aumento de la estabilidad de la fraccion Sed-tub, seria también un factor
determinante del aumento en el contenido de tubulina detirosinada en los eritrocitos, ya
que la estabilizacion de los microtibulos aumenta la detirosinacion de tubulina
(Webster y col., 1987), dicha estabilidad esta regulada por factores tales como proteinas
MAPs y otras proteinas de union, como CLIP-170, EB1 y Cap-Gly (Peris y col., 2006;
Zhang y col., 2009; Whipple y col., 2010). No obstante, ademas de considerarse un
marcador de estabilidad de microtabulos, la tubulina detirosinada impide la unién de
factores desestabilizantes promoviendo asi la estabilidad de los microtibulos (Peris y
col., 2009), con lo cual no podemos descartar que el aumento de tubulina detirosinada
en los eritrocitos de individuos hipertensos sea una causa y no una consecuencia de la

mayor estabilidad de la fraccion Sed-tub.
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Whipple y col. (2010), demostraron que durante la transicion del epitelio a
mesenquima, proceso asociado con la invasion de tumores, hay una baja actividad TTL
aumentando asi el nivel de tubulina detirosinada; esto mejora la reinsercion de las
células tumorales circulates en el endotelio vascular durante la metéstasis. Poniendo de
manifiesto que el aumento de esta modificacion postraduccional se asocia a diversas
patologias.

En el presente trabajo se demostré una posible nueva funcién de la tubulina
detirosinada en la regulacion de la NKA, ya que el incremento de esta isoespecie de
tubulina en la membrana potencia el efecto inhibidor de la tubulina acetilada sobre la
actividad NKA, sugiriendo que el estado de tirosinacion/detirosinacion de la tubulina
tiene un papel importante en la regulacion de la actividad de la enzima en la
hipertension arterial esencial. De acuerdo con esto, nosotros encontramos en extractos
citosdlicos de eritrocitos de pacientes hipertensos y cerebro de ratas SHR diferentes
componentes que hacen posible un aumento en la detirosinacion de tubulina. Estos son:

1- La capacidad de tirosinar tubulina en extractos citosélicos de eritrocitos de
pacientes hipertensos es 12 veces menor que la observada en los controles
normotensos.

2- En la fraccion citosolica de eritrocitos de individuos hipertensos y cerebro de

ratas SHR hay una disminucion en el contenido de la enzima TTL.

3- La tubulina de cerebro de ratas hipertensas muestra un dinamismo diferente ya

que forma mayor cantidad de microtibulos.

4- Los eritrocitos de pacientes hipertensos poseen una macroestructura altamente

estable a agentes desensamblantes como el nocodazol y bajas temperaturas, lo que

facilitaria la accion de la tubulina carboxipeptidasa provocando un aumento del
contenido de tubulina detirosinada (Wheland y Weber, 1987; Webster y col.,

1987).

Se ha determinado también que la tirosinacion de a-tubulina en microtibulos
neuronales puede ser regulada por MAP1B, ya que la interaccion entre MAPIB y TTL
facilita la tirosinaciéon de la o-tubulina principalmente en tubulina no polimerizada
(Utreras y col., 2008). Por otro lado, se ha propuesto que MAP1B puede prevenir la
detirosinaciéon de tubulina sobre microtibulos ensamblados (Goold y col., 1999). De
acuerdo con esto, el aumento de tubulina detirosinada y la disminucion en la cantidad de

enzima TTL en eritrocitos humanos de individuos hipertensos y cerebro de ratas SHR
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demostrados en el presente trabajo podrian estar relacionados a cambios en el contenido
de diferentes MAPs.

Se ha demostrado que las MAPs juegan un papel importante en regular la
estabilidad de los microtibulos en los axones y las dendritas, en la determinacién de la
forma neuronal y en la regulacion del equilibrio entre rigidez y la plasticidad de los
procesos neuronales (Faller y col., 2009). Cuando se analiz6 el contenido de MAPs, en
cerebros de ratas SHR se observé una marcada disminucion del contenido de MAP1B
tanto en homogenato total como unida a microtubulos. En relacion con las diferencias
encontradas en el contenido de MAP1B en individuos hipertensos también se observé
una marcada disminucién en el contenido de MAP2AB y un incremento en los niveles
de LC3 unida a microtubulos. Mann y Hammarback (1994) inicialmente establecieron
que la funcion primaria de la proteina LC3, la cadena liviana de MAP1B, es regular la
union de las cadenas pesadas MAPIA y MAPIB a los microtibulos. Estudios
posteriores demostraron que LC3 es capaz de estabilizar microtibulos y suprimir la
dinamicidad de los mismos directamente, ya que favorece los eventos de crecimiento
sobre los de acortamiento. Es interesante destacar que el efecto de LC3 sobre la
dinamica de los microtibulos es independiente de su asociacion con moléculas de
cadena pesada (Mei y col., 2000). A pesar de que la LC3 fue descubierta como una
MAP neuronal, esta cadena liviana también se expresa en tejidos no neuronales, por esta
razon su efecto sobre la dinamica de los microtubulos puede ser relevante en otros
tejidos (Kabeya y col., 2000). No obstante, el efecto de LC3 en presencia de moléculas
de cadena pesada también es importante (Togel y col., 1998; Mei y col., 2000; Noiges y
col., 2002). De acuerdo con esto, los resultados obtenidos en el presente trabajo en ratas
SHR sugieren que posiblemente en individuos hipertensos el aumento de LC3 unida a
microtibulos esta regulada de una manera diferente que en individuos normotensos y
por lo tanto, disminuye la cantidad de MAPIB unida a microtibulos. Ademas, el
aumento de la detirosinacion de tubulina, la mayor capacidad de polimerizacion y la
estabilidad de los microtibulos, efectos observados en individuos hipertensos también
pueden ser atribuidos al marcado aumento de LC3, tal como se observd en
experimentos in vitro realizados por Faller y col. (2009). Debido a que las MAPs estan
descriptas como proteinas estabilizantes de microtubulos y dado que en el presente
trabajo encontramos mayor contenido de LC3 pero contrariamente menor cantidad de
MAPIA y MAP2AB, queda por establecer cual es el verdadero efecto de estas proteinas

sobre la estabilidad de los polimeros de tubulina en la hipertension. Lo que si queda
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definido es que dichas proteinas no estan en iguales cantidades en individuos
hipertensos comparando con individuos normotensos.

En ratas SHR se observa una mayor capacidad para formar microtibulos.
Posiblemente esto se debe a una combinacion entre las caracteristicas de la tubulina y
las MAPs asociadas, ya que tubulina purificada de ratas SHR recupera su capacidad de
ensamblaje in vitro solo en presencia de MAPs del mismo origen, mientras que en ratas
normotensas la tubulina purificada tiene menor capacidad de formar microtibulos
independientemente del origen de las MAPs utilizadas.

En conjunto estos resultados sugieren que el aumento en el contenido de LC3
unida a los microtubulos podria inducir una disminucién en los niveles de MAPI1B,
estos cambios serian los responsables del diferente dinamismo de los microtubulos y la
mayor estabilidad de los mismos. Ademas estas alteraciones en el contenido de las
MAPs y el dinamismo microtubular junto con la menor capacidad de tirosinacién y baja
expresion de TTL en individuos hipertensos contribuirian al aumento de los niveles de
tubulina detirosinada en la membrana. Estos resultados estdn de acuerdo con los
hallazgos de Utreras y col. (2008) quienes establecieron que la MAPIB regula la
tirosinacion de a-tubulina. En conclusion, los resultados mostrados apoyan la hipdtesis
planteada de que las alteraciones del sistema molecular que gobiernan la dindmica de la

Sed-tub de tubulina en los eritrocitos tendrian un papel importante en la hipertension.

Desordenes hemorreologicos en la hipertension: participacion de la tubulina de

membrana en la deformabilidad del eritrocito

Los eritrocitos son las unicas células de mamiferos en las cuales la membrana
plasmaética es su unico componente estructural, siendo responsable del transporte y las
diferentes caracteristicas mecanicas. Una importante caracteristica de los eritrocitos es
su capacidad para deformarse durante repetidos pasajes a través de estrechos capilares
de la microvasculatura. La membrana celular muestra un comportamiento Gnico ya que
es altamente elastica, responde rapidamente al estrés aplicado por fluidos en la
circulacion y es muy resistente en términos estructurales (Mohandas y Gallagher, 2008).
Estudios durante mas de tres décadas en eritrocitos de individuos sanos y de pacientes

con desordenes hereditarios han dilucidado procesos moleculares subyacentes al
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funcionamiento normal y aberrante de la membrana celular de estas células (Monadas y
col., 1983; Monadas y Chasis, 1993; Monadas y Evans, 1994; Discher, 2000; Delaunay,
2007). Los eritrocitos son tanto por sus propiedades mecanicas como por su abundancia
los principales determinantes del comportamiento reoldgico de la sangre. La
deformabilidad de los eritrocitos es un importante concepto en hemorreologia y tiene
una participacion clave en el deterioro de la microcirculacion en la hipertension (Levy y
col., 2008).

En eritrocitos de ratas SHR se ha encontrado una marcada y sostenida disminucion
de la deformabilidad que hasta la actualidad no ha podido ser explicada por cambios en
el volumen corpuscular medio o en la concentracion corpuscular media de hemoglobina,
y se considera que puede ser causada por anormalidades en la membrana del eritrocito
(Aragon-Birlouez y col., 1984; Chabanel y col., 1987; Ariyoshi y col., 2010). En
adicion, otros investigadores han atribuido la disminucion de la deformabilidad
eritrocitaria en humanos con hipertension arterial, a alteraciones en la composicion
lipidica de las membranas y a modificaciones de la actividad NKA o del transporte
Na'/K" (Levenson y Simon, 2000). De acuerdo con esto, en este trabajo se demuestra
que modificaciones en el contenido de tubulina de membrana de los eritrocitos induce
alteraciones en la deformabilidad de estas células. Como se mencioné anteriormente,
este aumento de tubulina en la membrana de los eritrocitos se debe probablemente a una
translocacion de esta proteina desde la fraccion Sed-tub a la membrana, donde forma el
complejo con la NKA, que resulta en la inhibicién de la actividad de la enzima. De
hecho, cuando se indujo la estabilizacién de la fraccion Sed-tub en eritrocitos de
individuos normotensos por tratamiento de las células con taxol, aumentaron los niveles
de tubulina acetilada, detirosinada y tubulina total en la fraccion de membrana y
disminuyo la actividad NKA y la deformabilidad de los eritrocitos, los valores
obtenidos en estos parametros luego del tratamiento fueron similares a los observados
en los eritrocitos de individuos hipertensos en condiciones basales. Por otro lado, el
tratamiento con nocodazol de eritrocitos de individuos hipertensos produce disminucién
de la tubulina de membrana y aumento de la deformabilidad de estas células, siendo este
comportamiento similar al observado en eritrocitos de individuos normotensos.

Estos resultados fueron concordantes con datos obtenidos en experimentos in vivo
en ratas SHR y Wistar, que demuestran que en ratas Wistar la administracion
intraperitoneal de taxol provocé aumento de tubulina en la membrana del eritrocito

junto con una disminucion de la deformabilidad de estas células hasta valores similares
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a los observados en ratas SHR. Por otro lado, cuando las SHR fueron tratadas con
nocodazol la disminucion del contenido de tubulina en la membrana de los eritrocitos se
correlacioné con un aumento en la deformabilidad de las células.

En conclusion, la modificacion del contenido de tubulina de membrana de los
eritrocitos seria capaz de alterar la deformabilidad de estas células. Esto es confirmado
por las siguientes observaciones:

1- Eritrocitos de individuos hipertensos y SHR poseen un mayor contenido de

tubulina en la membrana y baja deformabilidad con respecto a sus controles

normotensos.

2- In vitro el aumento de los niveles de tubulina en la membrana de eritrocitos

humanos provoca disminucion de la deformabilidad celular y viceversa, la

disminucién del contenido de tubulina de membrana induce aumento de la
deformabilidad de los eritrocitos.

3- El aumento in vivo de la tubulina de membrana en ratas Wistar por efecto del

taxol causa disminucion de la deformabilidad eritrocitaria y la disociacioén de la

tubulina de membrana por nocodazol en SHR provoca un aumento de la
deformabilidad de los eritrocitos.

4- La hipertension arterial se asocia con una disminucion en la deformabilidad de

los eritrocitos (Ariyoshi y col., 2010) y el desarrollo de la enfermedad en SHR a

los 42 dias coincide con un significativo aumento de la tubulina de membrana de

los eritrocitos y una disminucion en la deformabilidad.

En ratas SHR el desarrollo de la hipertension se inicia a las 3 semanas de vida y se
establece totalmente entre las semanas 7 y 8 semanas. Durante el periodo pre-
hipertensivo la deformabilidad de los eritrocitos disminuye gradualmente (Chabanel y
col., 1987; Ariyoshi y col., 2010), aqui se demuestra que durante este periodo también
ocurre una migracion gradual de la tubulina a la membrana alcanzando un aumento
maximo a las 7 semanas, esto apoya la hipotesis de que la tubulina podria ser el
componente responsable de alteraciones en la deformabilidad que sufren los eritrocitos.
De acuerdo con esto, observamos que modificaciones en el contenido de tubulina de
membrana de eritrocitos de ratas se correlacionan con cambios en los valores de presion
arterial sistolica. De hecho, cuando ratas Wistar fueron inyectadas con taxol, se observo
que los valores de presion arterial sistolica aumentaron significativamente y este

aumento fue correlativo con el incremento del contenido de tubulina en la membrana y
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la menor deformabilidad de los eritrocitos observado anteriormente. Los parametros
mencionados sufren alteraciones a las 3 horas post-inyeccion y luego se reestablecen los
valores normales. Por otro lado, en ratas SHR inyectadas con nocodazol la presion
arterial sistélica disminuy6 a los 6 dias post-inyeccion y esta disminucién se mantuvo
hasta los 30 dias, tiempo en el cual la PA retorné a sus valores basales. Estos resultados
concuerdan parcialmente con la disminucion del contenido de tubulina de membrana y
la menor deformabilidad de estas células provocadas por nocodazol, ya que previamente
el efecto de la droga sobre ambos parametros fue visible solo a los 14 dias post-
inyeccion. Tales observaciones no s6lo concuerdan con los resultados descritos por
Chabanel y col. (1987) y Ariyoshi y col. (2010) que demuestran que la marcada
disminucion de la deformabilidad de los eritrocitos en ratas SHR contribuye al
desarrollo y mantenimiento de la hipertension, sino que ademas aportaria evidencias
para el esclarecimiento de las causas, hasta ahora desconocidas, que producen las
modificaciones de la deformabilidad eritrocitaria.

A pesar de que no se sabe si la deformabilidad de los eritrocitos afecta
directamente la presion arterial, esta claro que cambios en la estabilidad de los
microtabulos si afectan la presion. Ya que in vivo, el nocodazol fue capaz de disminuir
la presion arterial, y el efecto opuesto fue generado por el taxol. El efecto de estas
drogas se correlaciona inversamente con la deformabilidad de los eritrocitos. Esto nos
permite especular que la deformabilidad de los eritrocitos estaria involucrada en la
determinacion de la presion arterial, aunque, dados los miltiples efectos de estas drogas
sobre un amplio espectro de tipos celulares, no podemos descartar otros efectos del
nocodazol y taxol sobre otros tejidos. Un hecho que nos hace suponer que existirian
multiples efectos de las drogas administradas es que la correlacion encontrada entre
deformabilidad, contenido de tubulina de membrana y disminucion de la presion arterial
sistolica en ratas SHR tratadas con nocodazol, se observd solo a los 14 dias post-
inyeccion, después de este periodo la deformabilidad y la tubulina de membrana de los
eritrocitos de ratas SHR vuelven a los valores normales, mientras que la presion arterial

sistélica permanece baja hasta el dia 20 post-inyeccion.
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En conjunto, los resultados descritos en el presente trabajo de tesis nos permiten
plantear un posible mecanismo de regulacion de la NKA por tubulina acetilada y
detirosinada en eritrocitos hipertensos (Fig. 34), en dicho mecanismo sugerimos que en
individuos hipertensos la mayor estabilidad de la fraccion Sed-tub, producto de la
alteracion en el contenido de las diferentes MAPs, tales como LC3, MAPIB y
MAP2AB, conlleva cambios en el contenido de las diferentes isoespecies de tubulina
que forman parte de esta estructura, principalmente las isoespecies detirosinada y
acetilada, lo que promueve la translocacion de la tubulina a la membrana y la formacion
de un complejo con la NKA inhibiendo de esta manera la actividad de la enzima. Estos
cambios reducen la deformabilidad de las células y estas alteraciones reologicas
influenciarian el flujo de la sangre lo que podria llevar a la oclusion de microvasos.
Como consecuencia, estas alteraciones hemorreoldgicas podrian ser una posible causa

del aumento de la presion arterial.
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A)

B)

Figura 34: Representacién esquemdtica del mecanismo de regulacion de la actividad NKA por
tubulina en eritrocitos de individuos normotensos e hipertensos. (A) En eritrocitos de individuos
normotensos la tubulina se encuentra principalmente en la fraccion Sed-tub. Consecuentemente no hay
formacion de complejo y se observa alta actividad NKA. (B) En eritrocitos de individuos hipertensos el
aumento de tubulina acetilada y detirosinada promueven la translocacién a la membrana, hay formacion
de complejo y se inhibe la actividad NKA. Transporte de Na* (circulos amarillos) y K* (circulos verdes) a
través de la NKA. Estructura “Sed-tub” formada por tubulina detirosinada (Glu, circulos lavanda),
acetilada (Ace, circulos amarillo claro) y tirosinada (Tir, circulos celestes). Proteinas de unién a

(octagonos marrones).
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