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Resumen

Las células supresoras de origen mieloide (MDSC) constituyen una
poblacion heterogénea de células la cual tiene la capacidad de inhibir la
actividad de los linfocitos T en contextos de inflamacion, infeccion y
microambiente tumoral. Uno de los mecanismos por el cual las MDSC
ejercen su actividad inmunosupresora es a través de la produccién de
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno por el complejo enziméatico
NADPH oxidasa 2. Se ha demostrado que, para que este complejo pueda
producir especies reactivas de manera sostenida, debe existir una
retroalimentacion positiva entre la actividad de la enzimay la del canal H,1.
La relacion entre la enzima NOX2 y H,1 ha sido demostrada para células
del sistema inmune con actividad proinflamatoria, la cual sustenta la
formacion de radical superéxido (O2) durante la fagocitosis, pero no para
células con actividad antiinflamatoria como MSDC.

El canal Hy1 es una proteina de membrana que posee propiedades
biofisicas Unicas. Las corrientes de este canal son sensibles tanto al voltaje
como al gradiente de pH que se establece a través de la membrana. H,1
conduce H*de manera selectiva y su conductancia unitaria se ha estimado
dentro del orden de los fS. Ademas, las corrientes del canal H,<1 son
fuertemente inhibidas por Zn*? y derivados de GBI. Estas propiedades
biofisicas lo convierten en la entidad molecular clave para mantener de
manera sostenida la funcién del complejo NOX2.

A través de este trabajo, se reporta la expresion funcional del canal H,1,
mediante técnicas de inmunodeteccion y su caracterizacion biofisica de las
corrientes usando de la técnica de patch-clamp. Ademas, con la técnica de
citometria de flujo, se demostré que el canal Hy1 se expresa en MDSC de
ratén, se encuentra acoplado funcionalmente a la actividad del complejo
enzimatico NOX2 y que dicha interaccion se encuentra involucrada en la
actividad inmunosupresora de estas células. Este estudio, ofrece
evidencias para considerar al canal Hy1 como nuevo e interesante blanco

de estudio en terapias contra el cancer.



Introduccion

El sistema inmunolégico protege al organismo de elementos extrafios, los cuales son
potencialmente peligrosos, pudiendo estos ser sustancias quimicas, bacterias, virus
0 parasitos. El reconocimiento de estructuras moleculares o péptidos derivados de
estos elementos, por parte de las células del sistema inmunoldgico es clave para
gatillar la respuesta de defensa (Baniyash, 2004).

Los linfocitos T o células T, juegan un papel fundamental en los procesos inflamatorios
involucrados en la eliminacion de patdgenos. Estas células son activadas tras la
presentacion de péptidos derivados de antigenos por parte de las APCs, llamadas asi
por sus siglas en inglés “Antigen-Presenting Cells” (Guermonprez et al., 2002). A
pesar de su importante papel durante la eliminacion de patégenos por parte del
sistema inmune, la actividad sin control de los linfocitos durante los procesos
inflamatorios resulta ser perjudicial para los tejidos afectados, por lo cual, el sistema
inmunoldgico precisa de varios sistemas de control para evitar los dafios derivados
de una respuesta inflamatoria de grandes proporciones (Sakaguchi et al., 2008).
Uno de los mecanismos que posee el sistema inmunoldgico para controlar la
respuesta de las células T, es la produccion de células supresoras de origen mieloide,
abreviadas MDSC por su sigla en inglés “Mieloid-Derived Suppressor Cells”, y estas
constituyen un grupo heterogéneo de células caracterizadas por tener una alta
capacidad inmunosupresora (Cuenca et al., 2011; Gabrilovich et al., 2012). En el
ratén, las células MDSC son identificadas través de la co-expresion de los marcadores
CD11by Gr-1 en la superficie de la membrana celular (Peranzoni et al., 2010). Estas
células tienen su participacion durante las respuestas inflamatorias regulando la
actividad de los linfocitos T, evitando el dafio a los tejidos afectados durante la
inflamacion producto de una sobre actividad de los linfocitos T frente a antigenos
(Cuenca et al., 2011).

A pesar de esto, el rol fisiolégico de las MDSC se ha descrito principalmente en
contextos de cancer, ya que las células tumorales, han desarrollado estrategias para
defenderse del sistema inmunolégico del hospedero a través del reclutamiento de
células inmunosupresoras gracias a la liberacién de “factores derivados de tumor”,
como VEGF (Vascular Endothelial Grown Factor), GM-CSF (Granulocyte



Macrophage Colony-Stimulating factor), IL-10 (Interleukin-10), IL-6 (Interleukin-6)
(Rabinovich et al., 2007; Montero et al., 2012), entre otros. Dicho de otro modo, las
células tumorales reclutan un batallon de células supresoras para protegerse del

ataque de las células Ty asi, poder crecer y proliferar de manera 6ptima.

Las MDSC poseen varios mecanismos para inhibir la respuesta de los linfocitos T, los
cuales pueden operar ya sea de manera individual o en conjunto (Serafini, 2013).
Estas estrategias inmunosupresoras recurren a cuatro mecanismos diferentes: 1) la
deplecion de aminoacidos esenciales para la activacion de linfocitos T, tales como la
arginina y la cisteina; 2) la generacién de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno;
3) el dafio en la viabilidad y trafico de los linfocitos T; y 4) proliferacion de células T
reguladoras (Gabrilovich et al., 2012a). Se ha reportado que el principal mecanismo
de inmunosupresion asociado a microambiente tumoral mediado por MDSC
corresponde a la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (Lu &
Gabrilovich, 2012).

El mecanismo detras de la inmunosupresion mediada por estos radicales libres,
consiste en la modificacion directa del receptor de célula T o TCR (del inglés, “T Cell
Receptor”). Para que la célula T pueda ser activada, es necesaria la presentacion de
un péptido derivado de antigeno por parte de una APC. El TCR, es un receptor
transmembrana capaz de unirse al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del
inglés “Major Histocompatibility Complex”) expresado en las membranas de las APC,
el cual porta un péptido antigénico. La interaccién directa entre ambas estructuras
desencadena la activacion y maduracion del linfocito T (Smith-garvin et al., 2009). La
modificacion del TCR como resultado de la inmunosupresion, impide dicha interaccion
y el reconocimiento del péptido derivado de antigeno lo que tiene como consecuencia,
la inhibicién de la activacion del linfocito T (ver Figura 1) (Nagaraj et al., 2007).

El TCR esté constituido por multiples subunidades. Este posee subunidades variantes
(oo y B) e invariantes (CD3y, CD3¢, CD306 y la cadena (). Las cadenas a y B son las
responsables del reconocimiento de péptidos derivados de antigenos los cuales se
presentan en la superficie de las APC a través del MHC (Baniyash, 2004). Las

subunidades invariantes CD3y-CD3¢ y CD36-CD3g, forman un complejo denominado

CD3, el cual constituye un heterodimero. La cadena invariante  (zeta) que constituye



un homodimero, en conjunto con el complejo CD3y las subunidades oy 3 se acoplan
para formar un receptor de célula T funcional (Figura 1), capaz de reconocer
antigenos y en consecuencia desencadenar la sefializaciéon intracelular para la
activacion de los linfocitos T (Baniyash, 2004).

Las especies reactivas empleadas por las MDSC para la modificacion del TCR son el
peroxinitrito (ONOQO") y el perdxido de hidrégeno (H20-). EIl ONOO" tiene la capacidad
de maodificar las proteinas a través de la nitracion de diferentes aminoacidos como
cisteina, metionina y triptéfano, sin embargo, su principal efecto ocurre sobre la
tirosina (Alvarez & Radi, 2003). El producto de la nitracién de la tirosina por el
peroxinitrito es la nitrotirosina (NT), la cual altera diferentes interacciones moleculares
como puentes de hidrégeno, fuerzas de van der Waals y redes electrostaticas que
son determinantes para la estabilidad estructural y funcién de las proteinas (Quint et
al., 2006; Alvarez & Radi, 2003; Nagaraj et al., 2007). El receptor de célula T, posee
en su estructura varios residuos de tirosina los cuales al ser nitrados se altera
drasticamente la capacidad del receptor para acoplarse al MHC (Nagaraj et al., 2007).
Por otro lado, se ha reportado que la accidon inmunosupresora asociada al H;Ox,
produce una disminucion en la expresion de la cadena ( (zeta) del complejo CD3, el
cual tiene un rol fundamental en la estabilizacién del TCR a la membrana de los
linfocitos T, ya que la interaccion entre TCR y el complejo CD3 es imperativa para una

expresion funcional de este receptor (Figura 1) (Schmielau & Finn, 2001).

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés “Reactive Oxygen
Species”) y nitrégeno (RNS, del inglés “Reactive nitrogen species”) por parte de las
MDSC esta dirigida principalmente por el complejo enzimatico NADPH oxidasa 2
(NOX2) (Corzo et al., 2009; Kusmartsev & Gabrilovich, 2006; Nagaraj et al., 2007).
Este complejo es capaz de producir radical superéxido (O2) (Figura 1), el cual es el
precursor principal para la formacion de ROS y RNS (Gabrilovich & Nagaraj, 2009;
Nagaraj et al., 2007).

Uno de los componentes de este complejo enzimatico, la subunidad gp91, tiene la
capacidad de transportar electrones a través de la membrana para reducir el oxigeno
molecular (O2) y convertirlo en O;". El radical superéxido producido reacciona de

manera espontanea con moléculas como el 6xido nitrico (NO) o el agua (H20),



produciendo las especies reactivas ONOO" y H,0;, respectivamente (Serafini, 2013).
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Figura 1. Mecanismo de inmunosupresion mediado por radicales libres. En el esquema se
representa la produccion de radicales libres por las MDSC, la presentacion de antigenos por parte
de una APC y el complejo TCR en la membrana del linfocito T en un escenario de
inmunosupresion. El TCR es un complejo con multiples subunidades algunas variables (o y B) y
otras invariables (complejo CD3 y cadena (). Las cadenas o y B son responsables del
reconocimiento de antigenos que son presentados por el MHC de las APC. El complejo CD3 forma
un heterodimero entre CD3y-CD3¢ y CD36-CD3¢. La cadena ¢ por otro lado forma un homodimero.
El acoplamiento entre las subunidades del TCR es estrictamente necesaria para formar un
receptor funcional, el cual es requerido para la activacion del linfocito T. En el esquema
representativo se muestra la inmunosupresion ejercida por MDSC mediante ROS Y RNS. Por un
lado, el peroxinitrito (ONOQO") modifica a través de nitracion de tirosinas el complejo TCR, mientras
que el perdxido de hidrégeno (H202) disminuye la expresion de la cadena ¢ del complejo TCR. Al
modificar la estructura del receptor, pierde su capacidad para reconocer los péptidos derivados de
antigenos lo que impide la activacion de la célula T.



La formacién de radicales libres por parte del complejo NOX, es una estrategia
ampliamente utilizada por las células del sistema inmunol6gico, no solo para mediar
la inmunosupresion de linfocitos T, sino que también para la eliminacion de
patdégenos, principalmente durante la fagocitosis, en donde se aprovecha la alta
capacidad bactericida que poseen estos oxidantes (Savina et al., 2006).

El proceso de produccién de radical superédxido dirigido por la enzima NADPH oxidasa
comienza con su ensamblaje funcional en la membrana de la célula (Morgan et al.,
2005). Luego de su ensamblaje, el complejo enzimético reduce extracelularmente el
O. y se genera Oy, gracias al transporte de e a través de la membrana mediante la
subunidad transmembrana gp91, los cuales son tomados a partir de la reaccién de
oxidacion de la coenzima NADPH (Kusmartsev & Gabrilovich, 2006).

La oxidacién del NADPH, produce NADP* + H* + 20", por lo que cada ciclo de la
actividad enzimatica provoca la acidificacion del citosol (Henderson et al., 1988). Se
ha reportado que la actividad 6ptima de este complejo enziméatico es cercano a pH; 7
(Babior et al., 1973; Henderson et al., 1988), y a pH; 5.5, la actividad enzimatica de la
NOX2 es inhibida de manera irreversible (Morgan et al., 2005). Por otro lado, la
acumulacion de H* en conjunto con el movimiento de electrones de un lado a otro de
la membrana, produce una diferencia de potencial eléctrico local alrededor de la
enzima. La actividad de esta enzima es independiente de potencial eléctrico entre
intervalos de -100 mV hasta 0 mV, sin embargo, si este rango de potencial es
superado, la actividad del complejo enzimatico comienza a disminuir hasta
desaparecer a voltajes cercanos a +190 mV (DeCoursey et al., 2003).
Consideraciones teéricas sugieren la actividad enzimatica sin un mecanismo
compensatorio de potencial de membrana, generarian una despolarizacién cercana
a los +200 mV (DeCoursey et al., 2003). Esto causaria un cese absoluto de la
actividad formadora de O, de la NOX2.

Para que este sistema sea funcional y pueda operar de manera sostenida, se vuelve
necesaria la presencia de una entidad molecular capaz de mantener tanto el potencial
de membrana (Em) como del pH citosolico a niveles que permitan el adecuado

funcionamiento de la enzima.

Estd ampliamente reportado que, en las células del sistema inmunolégico con

actividad proinflamatoria, tales como eosindfilos, macrofagos y células dendriticas



gue existe un acoplamiento funcional entre la actividad del complejo NOX2 y del canal
de protones sensible a voltaje, Hy1 (Figura 2). Se establece una retroalimentacion
positiva entre ambas estructuras en la cual la disminucion del pH interno de la célula
activa el canal H,1 (DeCoursey et al., 2003; Henderson et al., 1988; Ramsey et al.,
2009; Szteyn et al., 2012). Esto ha sido comprobado en ratones H,1”, en donde se
observé que la produccion de Oy inducida por PMA en granulocitos disminuye en un
75% (Ramsey et al., 2009). Por otro lado, en estos tipos celulares se ha reportado a
través de estudios realizados con la técnica de parche perforado un efecto llamado
“enhanced gating mode”, el cual es un fenébmeno que ocurre tras la estimulacién con
forbol 12-miristato-13-acetato (PMA). La adiccion de PMA al lado extracelular de las
células promueve un desplazamiento de las curvas de activacién de las corrientes del
canal H,1 hacia voltajes negativos y las cinéticas de activacion (tacivacisn) S€ vuelven

mas rapidas (Banfi et al., 1999; DeCoursey et al., 2000; DeCoursey et al., 2001)

Como se explicara a continuacion, el canal H,1 posee caracteristicas que permiten
esta relacion de retroalimentacion positiva, donde su actividad mantiene el pH
citoplasmatico y el potencial de membrana en niveles 6ptimos para el funcionamiento

prolongado de la enzima.
Free radicals
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Figura 2. Acoplamiento funcional entre NOX2 y Hvl durante la produccion de especies
reactivas en células del sistema inmunoldégico con actividad proinflamatoria. En el
esquema se representa el acoplamiento funcional entre la actividad de la enzima NADPH oxidasa
2 y el canal de protones sensible a voltaje, Hy1. La produccion de radical superéxido es sustrato
para la posterior formacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS). El
complejo enzimatico a partir de la reaccion de oxidacion de la coenzima NADPH obtiene dos
electrones. Uno de los productos de esta reaccion son dos protones, los cuales con cada ciclo
enzimatico durante la produccion sostenida de ROS aeneran una rapida acidificacion del citosol.



El canal H,1 es una proteina integral de membrana compuesta por 5 segmentos,
cuatro de los cuales son transmembrana (S1-S4) y uno de ellos intracelular (SO)
(Okamura et al., 2015; Ramsey et al., 2006; Sasaki et al., 2006). Posee N- y C-
terminales intracelulares (Figura 3). El estado oligomérico nativo de esta proteina
corresponde a un homodimero, permitido por una asociacién de tipo coiled-coil entre

los C-terminales de cada mondmero (Koch et al., 2008; Tombola et al., 2008).
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Figura 3. Estructura del canal Hy1. (A) Secuencia de aminoacidos del canal Hv1 de ratén Mus
musculus (mHv1). Los segmentos transmembrana del canal (S1-S4) se muestran en azul. La
region coiled-coil se muestra en marron (Okamura et al., 2015). (B) Estructura del monémero de
Hvl conformado por cuatro segmentos transmembrana (S1-S4), con N- y C-terminales
intracelulares. (C) Arquitectura del canal Hv1l en su conformacion dimérica, permitida por una
interaccion coiled-coil entre los C-terminales de cada subunidad.

Dentro de esta estructura, el sensor de voltaje esta constituido por 3 residuos de
arginina (R, aminoacido de carga positiva a pH fisiol6gico), las cuales se encuentran
ubicado en la alfa hélice S4 (Gonzalez, et al., 2010; Gonzalez, et al., 2013). Esta
particular arquitectura le confiere propiedades biofisicas Unicas que lo diferencian de
otros canales de iones sensibles a voltaje las cuales pueden ser identificadas
electrofisiologicamente.

Las corrientes que conduce esta proteina se caracterizan por ser altamente selectivas



a protones (Pu:/Pna+ > 10°) (DeCoursey, 2013). Se ha sugerido que el filtro de
selectividad del canal corresponde a un residuo de aspartato (D, aminoacido con
carga negativa a pH fisioldgico) localizado en el segmento S1 (Boris Musset et al.,
2012). Una de las propiedades biofisicas mas peculiares de este canal, es que las
corrientes de protones (ln+) que permean por el canal son moduladas fuertemente por
el gradiente de pH (ApH = pH, — pH;) que se establece a través de la membrana (T.
E. DeCoursey, 2013). Se ha reportado en varios sistemas celulares empleados para
el estudio de este canal, que las curvas de activacion por voltaje se desplazan hacia
voltajes mas positivos lo que indica que la energia necesaria para abrir el canal

aumenta, conforme aumenta el ApH (DeCoursey & Cherny, 1996).

La conductancia unitaria de Hy1 ha sido estudiada a diferentes ApH a través de
mediciones de ruido estacionario, siendo estimada dentro del orden de los
femtosiemens (fS) (Cherny et al., 2003).

Otra de las caracteristicas de este canal es su farmacologia. A la fecha, el ion Zinc
(Zn*?), 2-guanidiniobenzoimidazol (2-GBI) y 5-cloro-2-guanidiniobenzoimidazol
(CIGBI) (ambas moléculas derivadas de guanidinio) son los inhibidores mas potentes
conocidos del canal Hy1 (Hong et al., 2014; Hong et al., 2013; Musset et al., 2010; Qiu
et al., 2016). Por un lado, el metal divalente es un modulador alostérico que, cuando
es agregado de manera extracelular a concentraciones micromolares (UM), disminuye
la rapidez de apertura del canal y desplaza la curva de activacion hacia voltajes mas
positivos, indicando que su unién a la proteina estabiliza un estado no conductor
(DeCoursey & Cherny, 2007; Qiu et al., 2016; Thomas & Meech, 1982). Se ha
observado que a su vez, la inhibicién por Zn*? es dependiente del ApH, ya que la
disminucién de la corriente en presencia del divalente se vuelve mas drastica a
medida que se aumenta la diferencia de pH extracelular con respecto al intracelular
(Cherny & DeCoursey, 1999).

A diferencia del Zn*?, los derivados de guanidinio inhiben de manera intracelular a
concentraciones UM y se ha propuesto que en la configuracién abierta del canal su
sitio de unién se ubica entre la via de permeacién y el citoplasma (Hong et al., 2013).
Estos compuestos inhiben las corrientes de H,1 sin desplazar las curvas de activacion

por voltaje (Tombola et al., 2008) y su efecto disminuye cuando el pH extracelular se
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vuelve mas acido (Hong et al., 2013). A pesar de que tanto el 2-GBI como el CIGBI
inhiben el canal desde el lado intracelular, sélo el segundo derivado de guanidinio es
capaz de cruzar la membrana lipidica de las células, por lo que esta molécula es la
Unica que permite estudios en la técnica de patch-clamp en la configuracion de whole-
cell (Hong et al., 2014, 2013).

Con respecto a la estudios relacionados al acoplamiento funcional entre H,1 y NOX2
en células del sistema inmunoldgico, PMA es el farmaco mas utilizado para estimular
la catalisis de radical superoxido con la subsecuente produccién de ROS a través de
este complejo enzimético (DeCoursey & Ligeti, 2005). El éster de forbol al agregarse
extracelularmente, cruza sin problemas la membrana celular y se une fuertemente a
la proteina quinasa C (PKC) (Castagnag & Yoshimi, 1982; Niedel et al., 1983), lo que
induce su activacion y lo que deriva a la fosforilacion tanto de proteinas
citoplasméticas como de membrana (dentro de las cuales se encuentran las
subunidades del complejo NOX2), favoreciendo su ensamblaje y, como resultado,
aumenta la produccion de radicales libres. Consistente con esto se ha observado que,
en basdfilos y neutréfilos de pacientes con la enfermedad granulomatosa crénica,
caracterizada por células del sistema inmunolégico carentes de la subunidad gp91,
una disminucion en el fendmeno de “enhanced gating mode” sobre las corrientes de
Hy1 (Musset et al., 2009). M&s aun, las corrientes de protones en sistemas
heterélogos de expresion transfectadas con el gen Hvenl, que no expresan NOX2,
presentan una respuesta menor tras la estimulacion con PMA comparada con
aquellas células de cultivo primario del sistema inmunolégico (Musset et al., 2008).
Si bien, esto sugiere que la interaccién funcional pueda ser reforzada por una
fosforilacion tanto del complejo enzimatico como del canal Hy1 (Boris Musset,
Capasso, et al., 2010), pero esto no basta para poder explicar el fenbmeno del
“enhanced gating mode”, reforzando la idea de su acoplamiento funcional a través de
una retroalimentacion positiva entre ambas.

Los antecedentes experimentales publicados demuestran la existencia de una
relacion funcional en células del sistema inmunolégico con actividad proinflamatoria.
Sin embargo, no hay evidencia sobre la expresion funcional del canal de protones H,1
en las MDSC, las cuales poseen actividad antinflamatoria. Evaluar la expresion y el

rol fisiolégico de esta proteina podria ser clave para entender y modular el proceso
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de inmunosupresién inducida por tumores en pacientes con cancer, ampliando las
perspectivas terapéuticas ante dicha enfermedad.

En este trabajo, se realiz6 una serie de experimentos que demuestran la expresion
funcional del canal de protones H,1 en MDSC de ratén (Mus musculus), en donde
ademas se evalud su interaccion funcional con el complejo enzimatico NADPH
oxidasa 2, y las implicancias que dicha interaccion tienen sobre la actividad

inmunosupresora de las MDSC.
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Hipotesis
“Las Células Supresoras de Origen Mieloide de ratdén expresan un canal de

protones sensible a voltaje, Hy1, que se encuentra acoplado funcionalmente a la

actividad enzimatica de la NADPH oxidasa 2”
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Objetivo General

Determinar la presencia del canal de protones H,1 y evaluar su acoplamiento

funcional con la enzima NADPH oxidasa 2 en MDSC.

Objetivos Especificos

1. Evaluar la expresion de Hy1 en MDSC a través de SDS-PAGE Western blot y

citometria de flujo.
2. Caracterizar las propiedades biofisicas del canal de protones que se expresa
en MDSC a través de la técnica de patch-clamp en la configuracion de whole-

cell.

3. Determinar el acoplamiento funcional entre NOX2 y H,1 tras la estimulacion

con PMA en presencia y ausencia del inhibidor especifico de H,1, CIGBI.
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Materiales y métodos

1. Cultivo primario de MDSC a partir de precursores de médula 6sea de ratén

Como fuente de médula 6sea de fémures y tibias, para aislar Células Supresoras de
Origen Mieloide, se utiliz6 ratones C57BL/6 sanos de ~60 dias de edad, del Bioterio
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso (Valparaiso, Chile)
(Fernandez et al., 2014). Los animales fueron sacrificados siguiendo los protocolos
de uso ético de animales de la Universidad de Valparaiso, por dislocacién cervical,
posteriormente se sometieron a un abundante bafio de etanol 70% y luego, se le realizd
a una diseccién de fémur y tibia. La cirugia se llevo a cabo en una campana de flujo
laminar Thermo Forma® Clase Il tipo A/B3 (GMI), a temperatura ambiente (21°C), la
cual se irradié con luz ultravioleta durante 20 minutos para luego proceder con el
protocolo de obtencién de las células. Se utilizé tijeras y pinzas autoclavadas para la
extraccion de las piernas del ratén. Los huesos fémur y tibia, se limpiaron con etanol
al 70% y se colocaron en medio RPMI GlutaMAX + Antibiéticos 100X (Estreptomicina
y penicilina) y B-mercaptoetanol 55 mM. Los huesos se cortaron cuidadosamente a
cada extremo con la tijera estéril. Se perfundi6 la médula con medio RPMI GlutaMAX
empleando una jeringa estéril. Las células de la médula ésea se pasaron a un tubo
de 15 mL y se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos. Luego, se eliminé el
sobrenadante y se agrego 3 mL de buffer de lisis ACK (Gibco), el cual se dejo actuar
durante 3 minutos. Luego, se neutralizd la reaccién agregando 7 mL de medio RPMI
GlutaMAXy se centrifugd a 400 g durante 5 minutos. Se elimind el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 5 mL de medio RPMI, se filtr6 la suspension celular con
un cell strainer de 40 um (Falcon®) estéril y se contaron en una cdmara Newbauer.
Las células se sembraron a una concentracion de 250.000 células/mL en placas de
cultivo de 100 mm. La siembra se realiz6 en RPMI GlutaMAX + Antibioticos 100X
(Estreptomicina y penicilina) y f-mercaptoetanol 55 mM suplementado con suero fetal
de bovino 10% en presencia de 40 ng/mL de factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor). Se incubaron las células a 37°C y 5% CO; durante 96 horas (4 dias). Al cuarto
dia, se cambié el medio de cultivo por RPMI GlutaMAX con Antibidticos 100X
(Estreptomicina y penicilina) y B-mercaptoetanol 55 mM, suplementado con suero
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fetal de bovino 10% sin factor. A partir de estas preparaciones se realizaron
experimentos de SDS-Page Western blot, electrofisiologia y citometria de flujo.
2. Obtencioén proteinas totales a partir de precursores mieloides y MDSC de

raton para SDS-Page Western blot

El SDS-PAGE Western blot es una técnica que permite identificar y cuantificar a
través de anticuerpos especificos una proteina en particular en condiciones
denaturantes (Blancher & Jones, 2001.; Mahmood & Yang, 2012). A partir de una
preparacion de células o tejido, se realiza una obtencion de proteinas totales las
cuales son separadas por una electroforesis en gel de poliacrilamida (Mahmood &
Yang, 2012).

A. Protocolo de lisis y obtencién de proteinas totales
A partir de los cultivos primarios de precursores mieloides aislados de médula ésea
de ratén, se realiz6 una obtencidn de proteinas totales para evaluar la expresion del
canal H,1 en células supresoras de origen mieloide con la técnica SDS-Page Western
blot. Para esto, se realiz6 una obtencion de muestras a las 96 horas de diferenciacion
(Fernandez et al., 2014). Para evitar la degradacion de las proteinas durante el
protocolo de obtencion, las placas Petri con las células cultivadas, fueron colocadas
en hielo (~4°C) inmediatamente después de ser retiradas de la incubadora. Se
recolectaron las células y se procedié con el protocolo de lisis con una solucién en
una proporcion de concentraciones 1:1:100, de 0.5 M EDTA (Thermo Fisher
Scientific®) + Halt™ Protease Inhibitor (Thermo Fisher Scientific®) + Pierce™ RIPA
Buffer (Thermo Fisher Scientific®), respectivamente. La cantidad de buffer de lisis
usado dependi6 de la cantidad de muestras que se prepararon para hacer obtencion

(ver anexos, tabla 1).

Las muestras se incubaron durante 5 minutos con la solucion de lisis y posteriormente
las células de la placa fueron despegadas con un Cell Scraper. A continuiacion, las
muestras se centrifugaron a 14.000 g durante 15 minutos, a 4°C. Al finalizar el tiempo
de centrifugacion, se recolect6 el sobrenadante el cual posee las proteinas totales de
las células. Las muestras se diluyeron en buffer de carga (LB, Loading buffer).

Ademas, se les agrego ditiotreitol (DTT) como agente reductor.
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El volumen de buffer de carga que se agregé a la muestra se calcul6 de la siguiente

forma:

Volumenestra X 0.9
3

El volumen de DTT que se agreg0 a la muestra se calculd de la siguiente forma:

Volumen; g =

Volumen . estrq X 0.1
3

Volumenprr =

Las muestras luego de la adicion de LB y DTT fueron almacenadas a -20°C, para

luego ser cuantificadas por el método del acido bicinconinico.

B) Cuantificacién de proteinas totales de MDSC por el método de &cido

bicinconinico

El método del acido bicinconinico (BCA), es un método ampliamente usado para
detectar y cuantificar las proteinas totales de una muestra a partir de la reaccion de
Biuret (ver Anexos) la cual genera un producto de color purpura y exhibe una fuerte
absorbancia a 562 nm. La cantidad de este producto es proporcional a la cantidad de
proteina presente en la muestra (Smith et al., 1985). La concentracion de las proteinas
se determina construyendo una curva de calibracion con una proteina de
concentracion conocida, comiunmente albumina de suero bovino (BSA, del inglés

Bovine serum albumin).

Para cuantificar muestras de proteinas totales obtenidas a partir de los cultivos de
precursores mieloides y MDSC, se utilizé el kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo
Fisher Scientific®) cuya formulacion estd basada en el método del &cido
bicinconinico.

Para la cuantificacién de las muestras se us6 un lector de microplaca Appliskan
(Thermo Fisher Scientific ®) con el cual se midi6 la absorbancia de las muestras a
562 nm y se determind la concentracion de proteinas totales de cada muestra con

base en la curva de calibracion que se preparara con BSA.
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Luego de obtener el valor de absorbancia de las muestras, se usoé la ecuacion de la
curva de calibracién con BSA para obtener los ug de proteina.

El limite de deteccidn se calculé de la siguiente manera:

3 x desviacion estandart de la absorbancia a 0 ug BSA

Limite de deteccion = - - —
Pendiente de la curva de calibracion

El limite de cuantificacion se calcul6 como se detalla a continuacion:

10 x desviacion estandart de la absorbancia a 0 ug BSA

Limite de cuantificacion = - - —
f Pendiente de la curva de calibracion

Los valores bajo el limite de deteccién corresponden a ruido instrumental y se asumid
una nula presencia de proteina. Todos aquellos valores entre el limite de detecciony
el limite de cuantificacion se consideraron como poca presencia de proteina y no son
cuantificables. Aquellos valores sobre el limite de cuantificacion se consideraron para
la cuantificacion.

C) Procedimiento de electroforesis de proteinas totales en gel de

poliacrilamida

Se realiz6 la separacion de las proteinas totales a través de una electroforesis en gel
de poliacrilamida al 12%. La raz6n para usar este porcentaje es que, el canal de
protones H,1 murino tiene un peso molecular de ~60kDa en su forma dimérica, sin
embargo, al ser este un Western blot en condiciones denaturantes, se espera
encontrar la proteina en estado monomérico, donde cada monémero pesa ~30 kDa.
Este porcentaje de poliacrilamida permite la visualizacién de proteinas que se
encuentren en un rango de pesos moleculares entre 10 a 200 kDa.

El gel separador (running gel) se preparé de acuerdo con la Tabla 2 (ver Anexos).
Luego se adicion6 tetrametiletiiendiamina (TEMED), se cargd el sandwich*

inmediatamente evitando la formacion de burbujas.

*Sandwich: Céatodo (+) — papel filtro — gel — membrana — papel filtro — anodo (-).
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Se adicion6 una delgada capa de isopropanol sobre el gel para favorecer la
polimerizacion del gel. Una vez que polimerizé, se quité cuidadosamente la pelicula
de isopropanol usando una jeringa. Se preparoé el gel concentrador (stacking gel) de
acuerdo con la Tabla 3 (ver Anexos) y se carg6 al sdndwich inmediatamente evitando
la formacion de burbujas. Una vez listo, se introdujo cuidadosamente la peineta
evitando la formacion de burbujas y se esperd a que la polimerizacion del gel se

completo.

Se retiro la peineta y se lavé los pocillos con buffer de corrida. Se ensamblé la unidad
de electroforesis. Se adicion6 buffer de corrida tanto en la cAmara inferior, para evitar
la formacién de burbujas en el fondo del gel, como en la cAmara superior. Una vez
preparada la unidad de electroforesis se hirvieron las muestras por 5 minutos. Las
muestras se agitaron en vortex y se cargaron en los pocillos del gel con una jeringa
Hamilton, sin sobrepasar el limite del pocillo. Los pocillos sin muestra se cargaron con
buffer de carga 1X, para evitar que las proteinas migraran de forma dispareja a lo
largo del gel.

Una vez cargadas las muestras, estas se separaron en el gel a un voltaje constante
de +70 mV hasta que alcanzaron el gel separador. Luego se increment6 el voltaje a
+120 mV.

Una vez que las muestras migraron se procedid a realizar la transferencia a las

membranas de difluoruro de polivinilideno.

D) Procedimiento de Western blot y transferencia

Se retir6 y separd los vidrios de la unidad de electroforesis, se elimind el gel
concentrador. Luego de esto, se sumergio el gel separador con buffer de transferencia
durante 15 minutos. Se activaron las membranas de difluoruro de polivinilideno
(PVDF) en metanol durante 2 minutos y luego en buffer de transferencia durante 5
minutos. Una vez listos, el sandwich se mont6 segun las indicaciones del fabricante.
El sandwich se introdujo en el tanque de transferencia y se llendé de buffer de
transferencia hasta cubrirlo por completo. La transferencia de muestras se realizo
durante ~2 horas a 350 mA. Una vez terminada la transferencia, el sdndwich se

desmontd y la membrana se colocé inmediatamente en H,O destilada. La membrana
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se lavo dos veces con H2O destilada y se tifid con Rojo Ponceau durante 5 minutos
para verificar la transferencia. Para continuar con el protocolo de inmunodeteccion,

se removi6 por completo el Rojo Ponceau lavando la membrana con H20 destilada.

E) Protocolo de Inmunodeteccion

Con el objetivo de reducir los lugares de unién no especifica del anticuerpo a la
membrana, se bloqued la membrana usando una solucién constituida por Tampaon tris
salino+Tween 20 (TBS-T) + 5% Leche descremada durante 1 hora. Luego, se lavo 5
veces con H,0 para eliminar los restos de solucién de bloqueo. Se procedié a incubar
el anticuerpo primario para el canal Hy1 (HVCN1 (K-11): sc-136712, Santa Cruz
Biotechnology®) en una dilucién 1:50 en TBS-T/3% BSA durante toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente, se procedio a realizar 5 lavados con H,O. Luego, se lavl 5 veces con
TBS-T durante 10 minutos agitando vigorosamente. Finalmente, se lavé la membrana
2 veces con Hx0O.

Se procedié a incubar el anticuerpo secundario, donkey anti-rabbit IgG (H+L) /HRP
(sc-2359, Santa Cruz Biotechnology®), en TBS-T 3% BSA durante 1 hora a
temperatura ambiente. Terminada la incubacién del anticuerpo, se realiz6 5 lavados
con H;0, luego 5 lavados con TBS-T de 10 minutos de duracion y finalmente 2
lavados con TBS (sin Tween 20) y se procedié a revelar usando la técnica de

enhanced chemiluminescence.

F) Anélisis de datos
Para averiguar cual es el peso molecular que corresponde a la banda proteica
observada la membrana de PVDF, se construyé una curva de calibracién que
relaciona el logaritmo del peso molecular (MW) y el factor Ry, log (MW) vs Ry. El Rf
es la relacion entre la distancia (d) de migracion de la banda proteica y la longitud de
la corrida total (), o sea la distancia desde el borde superior del gel hasta el frente de
la corrida.

En otras palabras:
R = —
U
Con estos valores se obtuvo la ecuacion lineal:
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log(MW) = mR; + b
Donde m es la pendiente de la rectay b es el intercepto en el ejey.
Luego se calculo el Ry de la proteina incognita y se extrapola en la curva el log (MW)

y aplicando el antilogaritmo se obtuvo el PM de la proteina incognita (Hy1).

2) Electrofisiologia

A. Técnica de patch-clamp.
Se utilizo la técnica de patch-clamp (Neher & Sakmann, 1992) para registrar las
corrientes macroscépicas producidas por el canal de protones en MDSC, en las
configuraciones de whole-cell, (traducido como célula completa) y perforated-patch
(traducido como parche-perforado) (DeCoursey et. al., 2000). El electrodo de
referencia de Ag/AgCl se conect6 a la solucién de bafio a través de un puente de 1%
Agar hecho en una solucion 3 M de KCl y este se llevé a tierra. El contacto eléctrico
con la solucién de la pipeta se realizé a través de un electrodo de Ag/AgCl. Antes de
formar los sellos, se compensoé la diferencia de potencial entre los dos electrodos
mediante el amplificador operacional AxoPatch 200B (Axon Instruments) usando el
comando pipette offset. Una vez que se logré la configuracién cell-attached se
compenso las capacitivas. Todos los ensayos se realizaron a temperatura ambiente
(22°C) controlada con un equipo de aire acondicionado. Las micropipetas de registro
se fabricaron con un estirador programable, modelo P-97 (Sutter Instruments, Co.)
usando capilares de borosilicato (World Precision Instruments, Inc.) y pulidas en una

microforja (Microforge MF-830, Narishige, Co.) obteniendo pipetas de ~3 um con

resistencias en el rango de 1 a 5 MQ.

B. Adquisicion de Registros
La camara de registros fabricada con una plancha de acrilico transparente, se monté
sobre una mesa anti-vibratoria, en un microscopio 6ptico invertido CK40 (Olympus).
El movimiento de la pipeta se control6 con un micromanipulador eléctrico PSC-6000
(Burleigh). Para la fijacion de voltaje se utilizé el amplificador AxoPatch 200B (Axon
Instruments) y las sefiales analogas se digitalizaron con una Digidata 1440 y

adquiridas mediante el programa de generacién de pulsos de voltaje Clampex 10.7.
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La sefal se filtro a ¥ de la frecuencia de muestreo, de acuerdo con la teoria del

muestreo de Nyquist.

C. Técnica de patch-clamp en la configuracion célula completa (whole-cell)
para caracterizar las propiedades biofisicas de las corrientes del canal
de protones de MDSC.

La conductancia unitaria del canal de protones es extremadamente baja, la cual fue
estimada dentro del orden de los fS (Cherny et al., 2003). Esto ha impedido en gran
medida a los electrofisiblogos para realizar registros de corrientes de Hy1 con la
técnica de patch-clamp en las configuraciones de cell-attached o inside-out cuando
se trata de sistemas celulares (DeCoursey, 2013). La solucion es realizar registros
empleando la configuracion de whole-cell, la cual permite registrar la corriente que
pasa a través de todos los canales de iones contenidos en la membrana de la célula
(Neher & Sakmann, 1992). Esta nos provee de varias ventajas experimentales con
respecto a otras configuraciones del patch-clamp debido a que, luego de conseguir el
sello eléctrico (21 G Q) entre la pipeta de registro y la membrana células, se aplica
una succién suficiente para romper el area de la membrana abarcada por la punta de
la pipeta y de esta manera, se consigue el acceso eléctrico al interior de la célula
(Lippiat, 2009). Esta modalidad permite modificar la composicién intracelular del
sistema de estudio (Linley, 2013). Mediante esta estrategia experimental se evalu6
algunas de las propiedades biofisicas caracteristicas de las corrientes de protones
como: la dependencia tanto al potencial eléctrico como al ApH que se establece a

través de las membranas, la selectividad a protones y su farmacologia.

I.  Soluciones de registro
Las soluciones utilizadas fueron optimizadas para el registro de las corrientes de H™,
evitando la presencia de especies idnicas que causaran artefactos en los resultados.
La composicién de las soluciones ajustadas a pH 5.5 y pH 6.5 fue la siguiente: 100
mM del tampdn acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES), 30 mM hidréxido de
tetraetilamonio (TEAOH), 2 mM cloruro de magnesio (MgCl), 1 mM &cido etilenglicol-
bis (b-aminoetilico)- N, N, N’, N”- tetraacético (EGTA) y 160 mM N-metil-D-glucamina

(NMDG) — acido metanosulfénico (MeSOs). Para la soluciones ajustadas a pH 7.5 la
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composicion fue: 100 mM del tampén éacido 4 - (2 - hidroxietil)- 1 -
piperazinetanosulfénico (HEPES), 30 mM hidréxido de tetraetilamonio (TEAOH), 2
mM cloruro de magnesio (MgCl,), 1 mM acido etilenglicol-bis (b-aminoetilico)- N, N,
N, N”- tetraacético (EGTA) y 160 mM N-metil-D-glucamina (NMDG) — &cido
metanosulfénico (MeSOs). La osmolaridad de todas las soluciones se ajusté a 300

mOsm con glucosa.

II.  Andlisis de las corrientes macroscoépicas: Relacion G/Gméx vs Voltaje.
Se utilizé un protocolo de pulsos escalado de tiempo variado, desde -90 mV hasta
+130 mV en incrementos de 20 mV, con una duracién adecuada para que cada
registro alcance el estado estacionario. Los valores G/Gmax se graficaron en funcién

del potencial. Esta relacion se ajusté a una funcién de Boltzmann de la forma:

G 1
Z8FVm—Vo35) (Ecuacioén 1)
1+e RT

Gmax

donde z6 es la fraccién de cargas aparentes que se mueven en el campo, F es la
constante de Faraday, Vi es el potencial de membrana, Vs es el voltaje al cual el
canal tiene una probabilidad de apertura igual a 0.5, R es la constante de los gases y
T es la temperatura. Gmax, z8 Y Vos son pardmetros libres que se usan para ajustar la

funcion.

lll.  Andlisis de las corrientes macroscoépicas: Selectividad i6nica del canal
Hv1 usando rampas de potencial al término de los pulsos de prueba.

Se obtuvo registros para el analisis de potencial de reversion a partir de un protocolo
de pulsos de voltaje de duracién variable en un intervalo, desde -90 mV hasta +130
mV en incrementos de 10 mV, con una duracion adecuada para evitar la depleciéon
de protones (De-la-Rosa et. al., 2016). Al término de los pulsos de prueba el potencial
se lleva a +130 mV desde donde se aplica una rampa de potencial hasta los -140 mV.
La duracion de la rampa de potencial depende de las condiciones experimentales y
fundamentalmente se modifica para que la probabilidad de apertura (P,) no sea cero.
El voltaje al cual se cruzan los trazos de corriente inducidos por las diferentes rampas

corresponde al potencial de reversion experimental, E;.
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La demostracién de este fendmeno se explica a partir de la Ley de Ohm, la cual dice
que la corriente (l) es igual al producto de la conductancia (G) y la diferencia de

potencial (V-Er) que hay a través de la membrana:

I=g (V . Er) (Ecuacion 2)

Para una corriente macroscopica de un canal (en este caso en particular, un canal
selectivo a HY), | es igual a la suma del producto de las conductancias y de las

diferencias de voltaje mas la corriente capacitiva (Ic):
dv _
I =gy+(V—=Ey+) + Gieak V — Epear) + CE (Ecuacion 3)

. A av .
Para todos los trazos de corriente, los términos gieqrx(V — Erear) Y C—-son iguales.

Por lo tanto, el Unico término que varia corresponde a g,+(V — Ex+). Cuando el
potencial aplicado V (voltaje de la rampa) toma el mismo valor que Ens, el valor del
término g,+(V — Ey+) se hace cero. Esto resulta en:

I = Gleak (V — Eleak) + CE (Ecuacion 4)
Por lo tanto, todas las corrientes inducidas por las rampas pasaran por el mismo punto
cuando V=Eu: aunque con diferentes pendientes. Gonzélez y colaboradores en 2010
observaron este fendmeno utilizando un protocolo de pulsos que denominaron

protocolo de pulsos de rampa rapida (Gonzalez et al., 2010).

Para obtener de manera certera el punto al cual se entrecruzaron los trazos de
corrientes, se calculé la varianza de los trazos de corrientes producidos por la rampa
de voltaje para cada uno de los prepulsos dados. El punto de menor varianza
correspondié al potencial al cual se entrecruzaron los trazos de corrientes. Los

resultados se compararon con los valores predichos por la ecuacién de Nernst:

RT [H'],

Enernst = ﬁln Tig) (Ecuacién 5)
l

Donde R es la constante de los gases, T es la temperatura, z corresponde a las cargas
elementales del ion, F es la constante de Faraday, [H']o es la concentracion

extracelular de protones y [H*]ies la concentracién intracelular de protones.
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La concentracion de protones se calcul6 a partir de la definicién de pH:
pH = —logiof#H 1] (Ecuacion 6)

D. Técnica de patch-clamp en la configuracion perforated-patch para

registrar actividad del canal de protones de MDSC.

La estrategia experimental consistié en registrar corrientes de protones del canal H,1
(Ih+) en MDSC, utilizando PMA como activador complejo enzimatico NOX2. Asi,
evaluar si el aumento en la actividad de la enzima provoca cambios en las Iu+ que
pasan a través de H,1. Para esto se utiliz6 la técnica de patch-clamp (Neher &
Sakmann, 1992), en la configuracién de parche perforado (DeCoursey et al., 2000;
Lippiat, 2009). Para estos experimentos no se utilizé la configuracion de célula
completa, debido a que como se menciond anteriormente, durante el procedimiento
se debe romper un area de membrana. Esta ruptura provoca la entrada de la solucién
de pipeta al citoplasma de la célula y en consecuencia, se diluye el contenido
intracelular (Lippiat, 2009). Esto es problematico para los estudios que involucran la
actividad de NOX2, debido a que el complejo enzimatico requiere la presencia de
elementos como coenzima NADPH, ATP, entre otras para su funcionamiento. La
configuracion de parche perforado tiene la ventaja por sobre la técnica de célula
completa, ya que permite acceso eléctrico al interior de la célula usando antibiéticos
formadores de poro en la solucién de la pipeta como, por ejemplo, Anfotericina B
(Linley, 2013). Estos poros poseen un radio de ~0.8 nm, los cuales tienen un tamafo
adecuado para que solo pasen iones o sustancias con un peso molecular >200 g/mol
(De Kruijff et al., 1974; Linley, 2013). De esta manera, se evita la dilucion de los
componentes intracelulares.

Para los experimentos de patch-clamp en la configuracién de parche perforado se
agreg6 0.75 mg/mL de Anfotericina B reconstituida en DMSO a la solucion de registro
de la pipeta.

l. Soluciones de Registro
La solucion de registros que se usada en la pipeta fue: 0.75 mg/mL de Anfotericina B,

25 mM (NH4)2SO4, 5 mM HEPES, 30 mM TEAOH, 2 mM MgClz, 1 mM EGTA y 128
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mM MeSOs3, ajustada a pH 7.5. La solucion de registro empleada para el bafo fue: 25
mM (NH4).SO4, 5 mM HEPES, 30 mM TEAOH, 2 mM MgCl,, 1 mM EGTA y 128 mM
NMDG-MeSQs, ajustadas a pH 7.5 (Decoursey et al., 2000).

Las células fueron incubadas durante 10 minutos con 100 nM de forbol-12-miristato-
13-acetato (PMA), como activador del complejo NADPH oxidasa.

La osmolaridad de todas las soluciones se ajusté a 300 mOsm con glucosa.

Para evaluar las |4+ sensibles a voltaje en presencia de PMA, se aplicé un protocolo
de pulsos escalado de duracién variable, en el intervalo desde -90 mV hasta +130 mV
en incrementos de 20 mV. La duracion del pulso de voltaje se fijo de acuerdo al curso
temporal de la corriente para que este alcance un estado estacionario.

Asi, se evalu6 si la curva de activacién para los registros de corriente obtenidos en
presencia del activador de NOX2 sufre un desplazamiento en el eje de las abscisas

con respecto a la curva de activacion control.

3) Caracterizacion de fenotipo de células MDSC por citometria de flujo
Se recolectaron las células cultivadas desde una placa Petri de 100 mm, usando una
solucién 2 mM PBS/EDTA y se pasaron a un tubo de 15 mL. Se realizé 3 lavados en
1 mL de PBS 1X. Para los lavados, las células se centrifugaron a 400g durante 5
minutos. Las células se resuspendieron y se procedid a realizar un bloqueo durante
5 minutos a temperatura ambiente con una solucion de 500 uL de PBS 1X + 3 pL de
Fc Blocking Reagent (BD Biosciences®). Luego se agregaron los anticuerpos
primarios diluidos en PBS 1X (ver Anexos, Tabla 4) y se incubaron durante 30 minutos
a 4°C protegido de la luz. Una vez terminada la incubacién se realizaron 3 lavados
con PBS 1 X seguidos de centrifugaciones a 400 g durante 5 minutos. Luego, se
agrego 5 pL de anticuerpo anti-rabbit (Ver anexos, Tabla 4) y se incubé durante 30
minutos a 4°C protegido de la luz. Al finalizar la incubacion, se lavo 2 veces con PBS
1X.

4) Lecturas por citometria de flujo de produccion de ROS en MDSC
Las MDSC producen altos niveles de ROS, donde la principal especie corresponde al
H.0, compuesto involucrado en la inmunosupresion (ver Introduccion). La sonda
H2DCFDA es un precursor permeable y no fluorescente de DCF el cual se usa para

medir H,O, (Walker & Armstrong, 2010). Las esterasas intracelulares cortan la
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molécula H2DCFDA de manera especifica en los enlaces éster, dando como
resultado un producto relativamente polar e impermeable, HDCFDA. Esta molécula
se acumula intracelularmente y es oxidada por la actividad de peroxidasas en
presencia de H.O,. La sonda puede ser oxidada por peroxinitrito pero en menor
medida (Walker & Armstrong, 2010). Su oxidacion genera un producto altamente
fluorescente, el DCFDA, el cual emite en longitudes de onda cercana a los 530 nm
cuando es estimulado con luz laser de ~490 nm. Esta intensidad de fluorescencia
puede ser registrada a través de citometria de flujo. El principio de esta estrategia
experimental es que la intensidad de la fluorescencia registrada es proporcional a la
concentracion de H,O; presente en la muestra (Bass et al., 1983).

Se ha reportado previamente en la literatura que la actividad de la enzima para
realizar su funcién productora de especies reactivas de manera sostenida debe estar
funcionalmente acoplada a la actividad de un canal H,1. Por esta razén, se utiliz6é una
sonda DCFDA para medir la produccion de especies reactivas por las MDSC tras la
estimulaciéon con forbol 12-miristato-13 acetato (PMA), el cual es un conocido
activador del complejo NOX (Brandes et al., 2014). En este experimento se evalud
MDSC estimuladas con PMA en presencia y ausencia del inhibidor del canal H,1,
CIGBI.

Para esto, se recolecto las células cultivadas desde la placa Petri de 100 mm, usando
una solucién 2 mM PBS/EDTA y se pasaron a un tubo de 15 mL. Se realiz6 3 lavados
en 1 mL de PBS 1X. Para los lavados, las células se centrifugaron a 400g durante 5
minutos.

Luego, se realiz6 una incubacion de la sonda 2.5 uM H2DCFDA durante 10 minutos
a 4°C, posterior a la incubacion de los anticuerpos (seccién 3, Materiales y métodos).
Para la estimulacién de la produccion de ROS, las MDSC se estimularon durante 20
minutos con 100 nM PMA.

Cada una de estas incubaciones depende de las condiciones experimentales a
evaluar (ver Resultados). Luego de tener las incubaciones listas, se leyeron las
muestras en el citbmetro de flujo Accuri C6 (CD Bioscience) en presencia o ausencia
del inhibidor especifico de H,1, CIGBI.
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5) Ensayos de Proliferaciéon de linfocitos T

A. Purificacion de Linfocitos T
Los linfocitos T fueron aislados de bazos de ratones de ~60 dias de la cepa C57BL/6.
Los 6rganos fueron macerados y tratados con buffer de lisis ACK. Los esplenocitos
fueron marcados con la sonda CFSE (CFSE Dye Kit, Invitrogen) durante 10 minutos
a temperatura ambiente, siguiendo las instrucciones del fabricante.

B. Ensayos de proliferacion de linfocitos T y co-cultivos con MDSC
Las MDSC obtenidas como previamente se describio, fueron tratadas con 200 uM
CIGBI durante 2 horas. Los linfocitos T (LT), para su proliferacion, fueron estimulados
usando 2 pg/mL de Concanavalina A (ConA), donde se co-cultivaron junto a las
MDSC previamente tratadas con el inhibidor de H,1 en una proporcién MDSC.LT de
1:20 en placas de 96 pocillos. Se agregé 6x10° LT por pocillo, marcados con la sonda
éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE) en duplicado. Los grupos control
incluyeron controles positivos de LT estimulados con ConA sin MDSC y, un control de
LT sin estimular. La proliferacién de LT (o la falta de ella) fue determinada por la
dilucion de la sonda CFSE (emision en 525 nm) entre los LT hijos a través de
citometria de flujo a las 96 h de cultivo, donde la intensidad de la fluorescencia se

registré usando el filtro FL1.

A. Anélisis de Datos
Para cada experimento se tomé una cantidad minima de 50.000 eventos. Los datos
fueron analizados utilizando el programa FlowJo X. Para comparar los datos
obtenidos y determinar el nivel de significancia estadistica, se utilizé la prueba no

paramétrica Kruskal-Wallis, con un valor p > 0.05.

28



Resultados y Discusiones

Para evaluar si las células supresoras de origen mieloide de ratén expresan el canal
Hv1, se utiliz6 dos aproximaciones experimentales distintas. Por un lado, un SDS-
PAGE Western blot (figura 3) y una citometria de flujo (figura 4).

En la figura 3 se muestra la inmunodeteccion para H,1 realizada en precursores
mieloides (MP, del inglés myeloid precusors) (0 horas de diferenciacion) y MDSC (96
horas de diferenciacién). Los resultados muestran la presencia de una banda cerca
de ~30 kDa en la banda de proteinas totales obtenidas de MDSC, mientras que en

los precursores mieloides es practicamente imperceptible.

| Ladder | | mosc | | wmp |

] 4=m ~30 kDa

Figura 3. SDS-PAGE Western blot a precursores mieloides (MP) y células supresoras de
origen mieloide (MDSC) de ratdn. Se observa la aparicion de una banda de ~30 kDa que indica
la presencia del canal H/1 monomérico en las MDSC, mientras que en los precursores mieloides
la expresion es muy baja.

Se sabe que el canal Hy1 es una proteina homodimérica con un peso molecular de
~64 kDa, donde cada una de sus subunidades posee la mitad de su peso molecular
(Koch et al., 2008; Ramsey et al., 2006; Sasaki et al., 2006). Considerando que este
corresponde a un experimento de Western-blot en condiciones denaturantes, la

presencia de una banda en el carril de las MDSC revela la presencia de monémeros

29



de proteina (~32 kDa). Por otro lado, este resultado que la expresiéon de esta proteina

es considerablemente mayor o practicamente nula en los MP.

En la figura 4 se muestran los resultados obtenidos mediante la técnica de citometria
de flujo. Estos experimentos se llevaron a cabo a distintos tiempos del proceso de
diferenciacion de los precursores mieloides hacia MDSC, en presencia del factor GM-
CSF (ver Materiales y métodos).

Para poder interpretar los gréficos de estos resultados, se debe tener en cuenta que
estos muestran la intensidad de fluorescencia (IF) asociada a la presencia de los
marcadores evaluados, la cual es registrada por el equipo. Cada punto corresponde
a la lectura de una célula. Los resultados son presentados de manera cronolégica (de
arriba hacia abajo) durante el protocolo de diferenciacion. Asi, en la columna A, se
muestra como cambia la proporcién de MDSC con respecto a la poblacion total de los
cultivos en funcion del tiempo.

Para discriminar si estas células corresponden a MDSC, se hizo una caracterizacion
de fenotipo, evaluando la presencia de los marcadores CD11b (eje de las abscisas) y
Gr-1 (eje de las ordenadas).

Por otro lado, en la columna B, se observa como cambia la IF asociada a la expresion
de la proteina H,1, en la subpoblacién de MDSC de la columna A. Es importante
destacar que, en la columna B, los graficos se encuentran divididos por una linea
vertical negra, la cual separa la poblacién celular en dos. Esta separacién corta el eje
de las abscisas en 103, valor en el cual se ubica el pico de IF en la condicion de 24
hr. De esta manera esta division nos sirve como punto de referencia para comparar
la condicion inicial con respecto a aquellas tomadas posteriormente. Otra
consideracion importante que surge de este Ultimo detalle es que, los nameros
observados a cada lado de la divisiébn en los graficos de la columna B indican el

porcentaje de células presentes en cada porcion que surge de esta division.

Entonces, los resultados presentados en la figura 4 muestran que durante el tiempo
de diferenciacién en presencia de GM-CSF, la poblacién positiva para los marcadores
Gr-1 y CD11b aumenta paulatinamente, obteniendo al final de este protocolo una
poblacion de 74.1 % de MDSC con respecto al total de células de la preparacion
(panel de las 96 horas, figura 4. A). De esta poblacion Gr-1*/CD11b*, el 84.2 % posee
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una alta intensidad de fluorescencia asociada a la expresion de H,1 (panel de las 96
horas, figura 4. B).

Un punto importante para destacar es que, para los experimentos de citometria de
flujo, las MDSC en las que se usa el protocolo de marcaje con anticuerpos
fluorescentes, no se permeabilizaron (ver Materiales y Métodos). Por lo tanto, la
fluorescencia registrada por el citbmetro corresponde a anticuerpos que se
encuentran acoplados a proteinas de la membrana citoplasmatica.

Estos ensayos de citometria explican por qué en los resultados obtenidos con
Western-blot, observamos una nula presencia de banda en el carril de los PM (0 hr
de diferenciacién). Asi, con estos resultados en conjunto (figura 3 y 4), se puede
concluir que las MDSC expresan el canal de protones sensible a voltaje, H,1, en sus

membranas.

H.1 es una proteina cuya expresion, propiedades biofisicas y funcion se ha estudiado
ampliamente en células del sistema inmunoldgico con actividad proinflamatoria (ver
Introduccién). Las MDSC, por el contrario, son células del sistema inmunolégico con
actividad antiinflamatoria. Por ellos, surge la pregunta de si este H,1 que se expresa
en la membrana de las MDSC de ratdn, posee las mismas caracteristicas de aquel

gue se expresa en células proinflamatorias del sistema inmunolégico de raton.

Para conocer las caracteristicas funcionales del canal H,1 que se expresa en las
MDSC, se realiz6 experimentos de patch-clamp en la configuracion de whole-cell. En
la figura 5 se puede observar una fotografia tomada en el microscopio 6ptico donde

se muestran las MDSC de raton durante un experimento electrofisioldgico.
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Figura 4. (A) Citometria de flujo realizada en distintos tiempos de diferenciacién de las
MDSC. La intensidad de fluorescencia tanto para CD11b (eje de las abscisas) como para Gr-1
(eje de las ordenadas) aumenta en funcién del tiempo, llegando a un 74.1% de MDSC. (B)
Expresidn de la proteina Hy1 en MDSC. En la figura se observa en el eje de las abscisas la
intensidad de fluorescencia para el marcador anti-Hy1, mientras que en el eje Y se observa la
dispersion frontal de la luz del laser del citémetro, la cual indica complejidad morfolégica (uno de
los criterios usados para caracterizar MDSC). Se observa el aumento en la intensidad de
fluorescencia de Hvl en funcién del tiempo, obteniendo un 84.2% de la poblacién positiva para

Hv1.

(B)

24 Hours

FSC-H:FSC-H

Q10
505

48 Hours

108 7

FSC-H = FSC-H

Qe
96

Q10
T0.4

72 Hours

FEC-H - FSC-H

ato
744

96 Hours

100

a0m T

FSC-H: FSC-H

Q9

{158

Q10
4.2

32



""/ -5 . . %@mﬁ
o X - =
2
. g
: Pipeta
MDSCs )
10 pm

Figura 5. Micrografia de un experimento electrofisiolégico realizado en MDSC de
ratdn. En la fotografia se observan células MDSC de ratén a las 96 horas de diferenciacion,
antes de realizar un experimento electrofisiolégico usando la técnica de patch-clamp en la
configuracion de whole-cell. Se observa como la pipeta de registros toca la membrana
celular para realizar un sello eléctrico (= 1.0 GQ). Se hace notar aqui que las MDSC tienen
un didmetro de no méas de ~8 um.

Para estos experimentos, se usé soluciones de registro optimizadas para medir lu+
(Ver Materiales y Métodos) y un protocolo de pulsos cuadrado de 3 segundos de
duracion, desde los -120 mV hasta +140 mV en saltos de 10 mV. Asi, se obtuvo
registros de corrientes macroscopicas, donde se observa que, en aquellos trazos de
corrientes producidos por voltajes mas despolarizantes, hay una disminucion de la
amplitud de la corriente dependiente del tiempo (figura 6). Existe una gran cantidad
de reportes en la literatura que explican este fendmeno, el cual es conocido como
deplecion de protones, y se observa como una disminucion de la corriente a voltajes
mas despolarizantes. Este es un fendémeno propio de las I+ (De-la-Rosa et al., 2016;
Tu et al., 2018). La reduccidn de la corriente ocurre por una diminucién de los H* en
la cercania de los canales (De-la-Rosa et al., 2016).

Los H* se encuentran en concentraciones muy bajas (107 M), con respecto a otras
especies idnicas que se encuentran en concentraciones milimolares como el Na*y el
K*. Luego de la apertura de los canales, ocurre una disminucién de H* en la vecindad
intracelular de los canales, la cual no puede ser restituida de manera eficiente por la

difusién de los iones desde la solucion amortiguadora (buffer) empleado para los
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registros (DeCoursey & Cherny, 1996). Esto, produce una baja en la fuerza
electromotriz del ion y en consecuencia, se observa la disminucion en la amplitud de

la corriente macroscopica (DeCoursey & Cherny, 1996).

+140 mV

A10 mV

-120 mVv

Figura 6. Corrientes de H* sensibles a voltaje en MDSC. Registro representativo de
corrientes de H* de MDSC usando la técnica de patch-clamp en la configuracién de whole-
cell. Las condiciones de pH establecidas fueron pHi 5.5 y pHo 7.5, estableciendo un ApH
2. Se utilizé un protocolo de pulsos cuadrado de 3 segundos de duracion desde -120 mV
hasta +140 mV en saltos de 10 mV. A voltajes >40 mV se observa que la intensidad de la
corriente pasa por un maximo y luego decae en el tiempo.

Este fendbmeno impide un analisis correcto de las corrientes, por lo tanto, con el
objetivo de evitar este fendmeno, se trabajé con un protocolo de pulsos optimizado
para minimizar la deplecion (figura 7). Este protocolo se caracterizé por tener una
duracion variable, esto quiere decir que, a medida que los pulsos de voltaje se hacen
mas despolarizantes, su duracién se disminuye. De esta manera podemos minimizar

la deplecién de protones.
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Figura 7. Protocolo de pulsos de voltaje optimizado para minimizar el fendmeno de
ladeplecion de H*. El protocolo de pulsos utilizado para evaluar las I1+ en MDSC va desde
-90 mV hasta +130 mV en saltos de 20 mV con una duracion variable. A medida que se
incrementa el valor de los pulsos de voltaje, se acorta su duracion.

Con este protocolo, se evalué la dependencia del ApH de las corrientes, una
propiedad biofisica que caracteriza las In+ de Hy1 (ver Introduccion). Para esto, se
establecio ApH =0, 1y 2, ajustando los pH de las soluciones tanto intracelular como
extracelular. Se evalué las curvas de activacion en funcién del voltaje para cada
condicion de ApH. En la figura 8 se observan registros representativos de Iy
obtenidas para cada una de las condiciones. En la figura 9, se observan las curvas
de activacion por voltaje y las constantes de tiempo (t) obtenidas para cada una de
los ApH evaluados.

Los datos de conductancia en funcion del voltaje ajustan a una funcién de Boltzmann
(ver Materiales y Métodos). A partir del ajuste se obtuvo el pardmetro Vos, el cual es
el potencial al cual la probabilidad de apertura (P,) de los canales es 0.5. Se observa
que las curvas de activacion de la figura 9. A se desplazan hacia voltajes mas
negativos a medida que se aumenta el ApH. Esto indica que la proporcién de canales
abiertos en funcion del potencial aumenta mientras mayor es el ApH. Los valores de
Vos promedio para cada condicion obtenidas con el ajuste a la ecuacion de
Boltzmann, fueron: 5.62+4 mValApH2,71.08+1.7mValApH1y87.76 +6.0mV a
ApH 0.

Por otro lado, las t disminuyen (figura 9. B), lo cual es un indicio de que la o las
transiciones entre cambios conformacionales involucrados en la apertura del canal se
vuelven mas rapidos. Estos datos indican fuertemente que las I+ registradas en
MDSC son moduladas por el ApH que se establece a través de la membrana, lo cual

es una caracteristica conocida del canal Hy1. Estos resultados ademas son similares
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a los reportados para células dendriticas de ratén (Szteyn et al., 2012), donde se
observan desplazamientos en las curvas de activacion en funcion del voltaje (Vos no
es reportado por este autor). Ademas, los tac:de Hyl en células de mamiferos se han
datado en el orden de los segundos (DeCoursey & Cherny, 1996). Esto coincide con
los resultados obtenidos para los registros en MDSC. Segun nuestros registros a ApH
2 se tiene 1ot entre los 1 a 0.2 seg entre 10 mV a 130 mV, mientras que para aquellos
a ApH 0 y 1, los tact van desde 6 a 1 seg entre 50 mV a 130 mV (figura 9. B). Esta
informacion corresponde con las cinéticas de activacion extremadamente lentas que
se han descrito para H,1 en mamiferos (DeCoursey & Cherny, 1993, 1996). Conforme
a las constantes de tiempo calculadas, para un estado oligomérico de dimero de H,1
en sistemas heterdlogos de expresion, se sugiere gue el canal de protones sensible
a voltaje observado en Células Supresoras de Origen Mieloide, se encuentra en una

conformacion dimérica (Koch et al., 2008, Gonzalez et al, 2010).

150 pA ‘

ApH 2 (pH,,:=7.5/pH;;, = 5.5)

- 200 ms
T
ApH 1 (pHoul, :6-5/PHm - 55)
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'/ﬁ

if
i

I

Figura 8. Registros de Iu+ de MDSC a diferentes ApH. Las corrientes fueron registradas a
diferentes condiciones de ApH, pHi= 5.5 como solucion de pipetay pHo= 5.5 (amarillo), 6.5 (verde)
y 7.5 (azul) como soluciones de bafio. Las corrientes fueron obtenidas a través de un protocolo
de pulsos optimizado para evitar la deplecién de protones, el cual escalé desde el -90 mV a +130
mV en saltos de 20 mV. Note que los protocolos de pulsos se hicieron mas extensos en el tiempo

a ApH mas bajos.
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Figura 9. Las corrientes de MDSC son dependientes de voltaje y de ApH. (A) se muestran
las curvas de activacion en funcion del voltaje (G-V) a ApH = 2, 1 y 0. Los datos ajustaron a una
ecuacion de Boltzmann (lineas continuas). (B) Los valores de 1 se obtuvieron ajustando los trazos
de corriente a una exponencial simple. Note que la variable dependiente esta graficada en escala
logaritmica. La simbologia establecida para los graficos fue ApH 2 (e; +SD., n=6), ApH 1 (=; £SD., n=3) y
ApH =0 (+;£SD., n=3).

Siun canal de iones es selectivo a una especie en particular, los valores del potencial
de equilibrio del ion deben cumplir con los valores predichos por la ecuacion de Nernst
para esa especie i6nica. Una de las caracteristicas del canal H,1 es su gran
selectividad a H*, por lo tanto, se evalud el potencial de reversion de las Iu+ de MDSC
a diferentes condiciones de ApH (-0.5, 0 y 0.5) para estimar de manera indirecta su
selectividad. Para esto se aplicd un protocolo de pulsos con rampa (figura 10), la
demostracion de esta estrategia experimental se explica en detalle en la seccién

Materiales y Métodos.

El protocolo de voltaje de pulsos con rampa va desde -90 mV hasta +130 mV en
pulsos de duracion variable en incrementos de 10 mV. Luego, cada pulso es llevado
a los +130 mV y posteriormente descienden en una rampa de potencial hasta los -
140 mV. EIl tiempo de la rampa vari6 segun las condiciones experimentales (ver
Materiales y métodos). El voltaje en el cual ocurre el entrecruzamiento de las
corrientes corresponde al E, experimental. Para obtener el valor de entrecruzamiento
de los trazos de corriente, se calculé la varianza entre los trazos de corrientes
producidos por la rampa de potencial. El punto de menor varianza calculada indic6 el

entrecruzamiento para cada registro (figura 11).
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Figura 10. Estimacion del E, a través de un protocolo de pulsos de potencial con rampa.
(A) Registro y protocolo de pulsos representativo usado para estimar el Er de las I+ de MDSC.
El protocolo utilizado escald con pulsos de duracion variada, desde -90 mV hasta +130 mV en
incrementos de 10 mV. Luego, todos los pulsos terminaron en una rampa de potencial desde
+130 mV hasta -140 mV. (B) Se muestra un acercamiento de los trazos de corrientes y la rampa
de voltaje, sefialando el potencial al cual ocurre el entrecruzamiento E= 0 mV a ApH = 0.

38



0.04- \
\
0.03 \
A
> ] \ Tiempo de entrecruzamiento
(8]
§0.02— \ :
i< \ .
> 1 1
0.01] \ |
N\ |
. N 1 3
\\\‘ 1 ’-//"
0.00_ T T T T — lnﬂ" : T T
2635 2720 2805 2890 2975 3060 3145
Time (ms)

Figura 11. Varianza de los trazos de corrientes producidos por la rampa de potencial. El
punto al cual ocurre el entrecruzamiento de las In+ se estimd a partir del célculo de la varianza a
partir de 2000 is6cronas. El valor minimo de varianza correspondié al tiempo de
entrecruzamiento. En la figura se muestra de manera representativa el analisis realizado para
cada uno de los registros.
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Figura 12. Registros representativos tomados a distintos valores de ApH para estimar la
selectividad a través de En+. Los registros fueron obtenidos a ApH = -0.5, 0 y 0.5; para estimar
la selectividad de las corrientes a través de mediciones del potencial de reversion.
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Los valores obtenidos de E; se muestran en la figura 13, los cuales ajustaron a una
linea recta, cuya pendiente tiene un valor de -50 mV por unidad de pH. La linea
discontinua corresponde al valor de potencial de reversion predicho por la ecuacién
de Nernst, el cual corresponde a -58 mV por unidad de pH para un canal selectivo a
H* a 22°C.
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Figura 13. Estimacién del E; de las Is+ de MDSC. En la figura se muestra la relacion entre el E;
y el ApH. Los valores experimentales se ajustaron a una regresion lineal que predijo un valor de
-50 mV por unidad de pH. La linea discontinua corresponde al valor estimado por la ecuacion de
Nernst, el cual es -58 mV por unidad de pH.

Este resultado sugiere que estas corrientes son selectivas a H* y que, la diferencia
que estos valores tienen con respecto al valor teérico, predicho por la ecuacion de
Nernst, puede deberse a que en este sistema se expresen de manera nativa otro tipo
de proteinas de membrana que puedan conducir particulas cargadas, tales como
conexinas o canales de cloruro, los cuales puedan generar otro tipo de conductancias
adicionales y alterar este resultado. Esto se puede fundamentar a través de la
ecuaciéon de Millman (Millman, 1940), también llamada Chord Conductance Equation,
la cual dice que el potencial de membrana (Em) es el promedio del potencial de
equilibrio de cada ion contribuyente :

_ 2(g: X E)

Em
IGtotal
La cual, para nuestros resultados, podria escribirse de la forma:

g+ X EHJr + Jleak X Eleak
YGtotal

E, =
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Donde las conductancias producidas por otro tipo de ion o iones contribuyentes han
sido denominadas como leak.

Otra posibilidad es que los datos presenten una ligera deplecion de protones,
fenbmeno que cambia el gradiente electroquimico de los H* y en consecuencia

cambia en potencial de reversion.

La farmacologia para el canal H,1 es bien conocida, donde Zn*? y los derivados del
guanidinio son los inhibidores mas efectivos (Hong et al., 2014). El ion divalente posee
dos sitios de unién, ambos extracelulares, mientras que los derivados del guanidinio
se unen en el vestibulo intracelular de la proteina.

Es importante destacar que, los farmacos derivados del guanidinio, en su mayoria
son compuestos que no atraviesan la membrana celular y por esta razén, no es
posible realizar ensayos de inhibicién con la técnica de patch-clamp la configuracion
de whole-cell. Afortunadamente, dentro de esta familia de farmacos se encuentra el
5-cloro-2-guanidinobezoimidazol (CIGBI), el cual si pasa a través de la membrana e
inhibe las Iu+ en concentraciones uM.

Para evaluar la farmacologia de H* de MDSC, se registré un pulso de corriente antes
y después de perfundir las células con los bloqueadores Zn*? y CIGBI. En la figura 14,
se puede observar que las corrientes son fuertemente inhibidas luego de aplicar 10

uM de ZnCl, y 100 uM de CIGBI, respectivamente.

(A) » & (B) PH 7;&

Control 100 pA

200 ms

500 pA

200 ms

100 pM 5-Cl-2-GBI
10 uM ZnCl, =

+130 mV +130 mV

i |

-90 mv -90 mv

Figura 14. Las corrientes de protones son inhibidas por ZnCl,y CIGBI. (A) Registros de
corriente generado por una despolarizacion de -90 a +130 mV en presencia de un ApH = 2, antes
(Control) y después (trazo rojo) de 4 minutos de perfusién con 10 uM ZnCl2 en la solucién de
bafio. (B) Corresponde a otra célula en las mismas condiciones de ApH, antes (Control) y

después (trazo azul) de 1 minuto de perfusién con 100 uM de CIGBI.
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Esta caracterizacion electrofisiolégica en conjunto con los resultados de SDS-PAGE
Western-blot y citometria de flujo, permiten concluir que este sistema celular expresa
de manera funcional un canal de protones sensible a voltaje, mH,1, cuyas corrientes

poseen caracteristicas similares a las reportadas en la literatura (DeCoursey, 2013).

Entre los mecanismos de inmunosupresion que se han descrito para las Células
Supresoras de Origen Mieloide, se encuentra la produccién de altos niveles de
especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno (Gabrilovich et al., 2012), donde el
productor primario de O~ (precursor de ROS y RNS) en MDSC es la enzima NOX2
(Lu & Gabrilovich, 2012). La expresion funcional del canal de protones Hy1 en las
MDSC podria estar relacionada a actividad enziméatica de este complejo para permitir
la produccién de especies reactivas durante los mecanismos de inmunosupresion (ver
Introduccion).

Para evaluar el acoplamiento funcional entre NOX2 y H,1 en MDSC se evaluo la
actividad del complejo enzimatico (reflejado en la tasa de produccion de ROS) en
presencia y ausencia del inhibidor especifico de H,1, CIGBI. EIl PMA es uno de los
estimuladores de produccién de ROS via NOX mas utilizados en la literatura, el cual
también ha sido usado en células del sistema inmunoldgico de ratén para evaluar
acoplamiento funcional entre H,1 y NOX2 (Brandes et al., 2014; DeCoursey et al.,
1996; Morgan et al., 2005; Szteyn et al., 2012). Esta molécula se une fuertemente a
la proteina quinasa C (PKC) gatillando su activacion (Brandes et al., 2014). Esta
gquinasa una vez activada, fosforila sitios clave en distintas subunidades del complejo
NOX2 lo cual induce su ensamblaje funcional en la membrana y, en consecuencia,
comienza la produccién de ROS.

La primera aproximacién experimental, consisti6 en realizar experimentos
electrofisioldgicos utilizando la técnica de patch-clamp en la configuracién de parche
perforado para registrar las corrientes de H,1 tras la estimulaciéon con forbol 12-
miristato-13-acetato (PMA). La idea de este planteamiento experimental tiene por
objetivo observar desplazamientos en las curvas de activacion del canal H\1, tras la

aplicacion del activador.
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En la figura 15 se observa un registro representativo de una corriente de protones en
MDSC, la cual se obtuvo usando una concentracion de 0.75 mg/mL de anfotericina B
en la solucion de la pipeta en condiciones de ApH = 0, con pHin= pHou= 7.0. En la
figura 1 de la seccién de anexos, ademas, se muestra el curso temporal de la
perforacion de un experimento tipico para poder obtener la configuracion de parche

perforado (ver Anexos).

PH 7.0 0.75 mg/mL Anfotericina B
ApH=0 en la pipeta 200 pA

pH 7.0
\HHHHHZ

Figura 15. Registros de corriente representativos obtenidos con la técnica de patch-clamp
en la configuracion de parche perforado en MDSC. Las corrientes fueron registradas a ApH=
0, usando 0.75 mg/mL de Anfotericina B en la solucién de la pipeta. Las corrientes fueron
obtenidas a través de un protocolo de pulsos optimizado para evitar la deplecion de protones, el
cual escal6 desde el -90 mV a +130 mV en saltos de 20 mV.

Al estimular las células con 10 nM PMA durante 10 a 20 minutos con PMA, no se
observa diferencias con respecto a la curva de activacion control (figura 16). Sin
embargo, si se aumenta la concentracion del éster de forbol los sellos se vuelven
inestables impidiendo realizar registros de corriente en la configuracion de parche
perforado. Frente a estos resultados surgen dos posibles explicaciones. Por un lado,
es posible que, en este sistema celular H,1 y NOX2 no se encuentren acoplados
funcionalmente. La otra opcion es que simplemente la técnica de path-clamp en la
configuracién de parche perforado no sea la técnica adecuada para medir
acoplamiento funcional en este tipo celular.

Por esta razon, se recurrio a la técnica de citometria de flujo como alternativa

experimental para evaluar si existe acoplamiento funcional en MDSC.

Se realizé entonces mediciones de produccion de ROS intracelular en presencia de
los inhibidores de Hy1, Zn*?y CIGBI. Las MDSC fueron tratadas con 1 mM ZnCly 200
UM CIGBI y los resultados obtenidos se contrastaron con lo obtenido en la condicién

control vehiculo, PBS 1X y DMSO, respectivamente.
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Figura 16. Curvas de activacion del canal Hvl en MDSC usando la configuracion de parche
perforado a ApH 0. Curvas de activacion obtenidas en células MDSC sin estimular (e circulos
negros, control) y en células MDSC incubadas entre 10 a 20 minutos con 10 nM PMA (A
triAngulos rosados). La diferencia entre los Vosno es estadisticamente significativa.

Para evaluar la produccion de ROS en esta poblacién celular, se utilizé la sonda
fluorescente, DCF. La IF de esta sonda se relaciona de manera lineal con la
produccion de ROS. Asi, se evaluo el cambio de la IF de DCF en MDSC en presencia
y ausencia de 1 mM ZnCly 200 uM CIGBI.

En la figura 17, se presentan resultados representativos donde se puede observar el
cambio de la IF de DCF en funcion del tiempo, para cada uno de los tratamientos
antes mencionados. El experimento comenzé con la adicion de 100 nM PMA a las
MDSC en suspension y se registro la IF durante 10 minutos. Cada uno de los puntos
que compone la curva IF en funcién del tiempo corresponde a un evento (célula) que
es registrado por el citdmetro de flujo.

Asi, a partir de estos datos se realiz6 dos analisis para evaluar la actividad enzimatica
asociada a la produccion de ROS: (1) se estim0 la cinética enzimética a partir de la
pendiente inicial del curso temporal de produccion de ROS y (2) se comparé la
intensidad de fluorescencia media (IFM) obtenida en la parte final de la curva para

cada una de las condiciones experimentales.
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Figura 17. Curso temporal de la produccién de ROS en MDSC en presencia de inhibidores
de H,1 y estimacion de la cinética enzimética. En la figura se observa un experimento
representativo para cada condicién, donde se evalué la produccién de ROS, luego de la
estimulacion con 100 nM PMA, a través de la medicién de la intensidad de fluorescencia DFC.
Cada gréfico corresponde al curso temporal de la intensidad de fluorescencia, donde la linea roja
corresponde al ajuste de la pendiente inicial que indica la cinética enziméatica asociada a dicha
produccién. (A) Corresponde MDSC incubadas con DMSO (control vehiculo CIGBI), cuya
pendiente tiene un valor de m=992.19 s*. (B) corresponde al experimento de MDSC incubadas
con 100 uM CIGBI (m= 410.41 s?). (C) Corresponde al experimento de MDSC incubadas con
PBS 1X (control vehiculo de ZnCl) cuya pendiente inicial tiene un valor de m=1113.87 sy (D)
corresponde al experimento de MDSC incubadas con 1 mM ZnCl, con una pendiente asociada
de 1010.02 s

Entonces, se muestra como aumenta la produccion de ROS tras la estimulacion de
PMA en las MDSC y como esta produccion es modulada por cada uno de los
tratamientos. Los resultados obtenidos para tres experimentos independientes
(MDSC obtenidas de diferentes animales) son resumidos en los graficos de la figura
18. Aqui, podemos observar que la cinética es fuertemente modulada por el
tratamiento con el inhibidor especifico de Hy1 y en menor magnitud por Zn*2. Para
comparar cada resultado obtenido con su respectivo control, se utilizé la prueba
estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis con un valor p < 0.05. En ambos
tratamientos se observa una disminucién estadisticamente significativa, donde la
diferencia menos acentuada del tratamiento con el ZnCl se puede deber a que es una

molécula poco especifica.
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Figura 18. Actividad enzimaticarelacionada ala produccion de ROS en MDSC en presencia
y ausenciade inhibidores de Hy1. En el gréfico se observa los resultados obtenidos del analisis
de la pendiente inicial para estimar la cinética enzimatica asociada a la producciéon de ROS para
tres experimentos independientes entre si (MDSC obtenidas de tres animales distintos) el
tratamiento de 1 mM ZnCly 200 uM CIGBI Los asteriscos indican diferencias significativas p<0.05
entre cada condicién y sus respectivos controles, de acuerdo con la prueba estadistica no
paramétrica Kruskal-Wallis.

Por otro lado, en la figura 19 se sefiala donde se recolectaron los datos para realizar
los andlisis de la IFM. En la figura 20 se encuentran resumidos los resultados
obtenidos para los tres experimentos independientes entre si.

Estos resultados nos permiten concluir que al usar moléculas que inhiben las Iu: la
produccion de ROS en MDSC se ve disminuida significativamente. Las MDSC son
una poblacion celular que produce grandes cantidades de ROS via NOX2. Asi, estos
resultados sugieren que la actividad del canal de protones H,1 se encuentra acoplada
funcionalmente a NOX2 en MDSC.
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Figura 19. Anédlisis de IFM de la sonda DCF en MDSC para cada uno de los tratamientos.
En el gréfico se sefiala de donde fueron colectados los datos de intensidad de fluorescencia para

comparar asi la intensidad IFM entre las condiciones y sus respectivos controles.
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Figura 20. IFM de la sonda DCF asociada a la produccion de ROS en MDSC en presenciay
ausencia de inhibidores de Hy1. En el grafico se observa los resultados obtenidos del andlisis
de la intensidad de fluorescencia media de la sonda reportera de ROS, DCF, para tres
experimentos independientes entre si con uno de los tratamientos. Los asteriscos indican

diferencias significativas p<0.05, de acuerdo con la prueba estadistica no paramétrica Kruskal-
Wallis.
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Uno de los mecanismos por el cual las MDSC ejercen su inmunosupresion es a través
de la produccién de ROS (ver Introduccion). Los ensayos de proliferaciéon de linfocitos
T co-cultivados con MDSC son ensayos rutinarios para caracterizar la actividad
inmunosupresora de estas uUltimas (Bronte et al., 2016; Millrud, et al., 2016; Raber et
al., 2014). Por lo tanto, para evaluar si la disminucion de ROS producida por el
tratamiento con los inhibidores de H,1, también afecta la capacidad inmunosupresora
de MDSC, se realizé ensayos de proliferacion de linfocitos T (LT) co-cultivandolos con
MDSC con y sin el pretratamiento con el inhibidor especifico CIGBI.

Para estos ensayos se realizaron co-cultivos de MDSC (con y sin tratamiento de
CIGBI) y LT en una proporciéon 1:20 (MDSC:LT). La mitosis de los linfocitos T se
estimulé con 2 uM del mitégeno Concanavalina A. La figura 21 resume en un gréfico
de barras, los resultados obtenidos para los experimentos de proliferacion de linfocitos

T co-cultivados con MDSC con y sin tratamiento de CIGBI.
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Figura 21. Ensayos de proliferacion de LT co-cultivadas con MDSC pretratadas con CIGBI.
Ensayos de proliferacion de linfocitos T co-cultivados en una proporcién de 1:20 (MDSC:LT) en
presencia (rosado) y ausencia (control vehiculo, amarillo) del inhibidor especifico de Hyv1, CIGBI.
En la figura se observa que el porcentaje de proliferacion de LT es restaurado en aquellos co-
cultivos con MDSC tratadas con CIGBI, lo que indica que en estas células se afecto6 su capacidad
inmunosupresora. Las barras representan la media + SEM de tres experimentos independientes
entre si (n=3), donde *p < 0.05 de acuerdo con la prueba estadistica no paramétrica Kruskal-

Wallis.
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Para estos experimentos, evaluamos la proliferacion de los LT en distintos grupos
experimentales. Se preparé dos grupos controlde LT: (1) LT en ausencia de estimulos
(ConA/MDSC, barra negra), y (2) presencia del mitdgeno sin MDSC (ConA*/MDSC-
, barra blanca). Por otro lado, se preparé otros dos grupos experimentales donde se
co-cultivo MDSC y LT en una proporcion 1:20 (MDSC.LT). En el primer grupo de co-
cultivo, se evalué la proliferacion de los LT co-cultivados con MDSC pretratadas con
el control vehiculo (ConA*/MDSC*/DMSO, barra amarilla) y en el segundo grupo, se
evalué la proliferacién de los LT co-cultivados con MDSC pretratadas con 200 pM
CIGBI (ConA*/MDSC'/CIGBI, barra rosada).

Para el grupo control de LT ConA" (barra negra), se tiene un porcentaje de
proliferacion bajo como es de esperar para un grupo de células en ausencia de agente
mitégeno. Por otro lado, para el segundo grupo control (barra blanca), el porcentaje
de proliferacion incrementa casi en un 60% cuando los LT se cultivan en presencia
de mitégeno.

Para los grupos experimentales de proliferacion con MDSC tratadas con el control
vehiculo (barra amarilla) y con el inhibidor CIGBI (barra rosada), podemos observar
que el porcentaje de proliferacién de células T para los co-cultivos con MDSC tratadas
con el vehiculo no afecta la inmunosupresion, lo que se refleja en un bajo porcentaje
de proliferaciéon de LT. Sin embargo, si observamos el porcentaje de proliferacion de
LT en aquellos ensayos con MDSC tratadas con el inhibidor de Hy1 (barra rosada),
podemos notar que la inmunosupresién es abolida, encontrandonos con que la

proliferacion es restaurada al nivel del segundo control (barra blanca).

En conjunto, los resultados de este trabajo sugieren que el canal Hy1 se encuentra
acoplado a la actividad del complejo enzimatico NOX2 y que ademas dicho
acoplamiento funcional, podria ocupar un rol protagénico en los mecanismos de
inmunosupresion modulados por ROS usados por esta célula antiinflamatoria del

sistema inmunoldgico.
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Conclusion

Este estudio corresponde a la primera evidencia sobre la expresién del canal Hy1 en
las células supresoras de origen mieloide que, a su vez, resulta un hallazgo
interesante ya que su presencia habia sido estudiada y caracterizada en células del
sistema inmunoldgico con actividad proinflamatoria (DeCoursey, 2010; DeCoursey
et al., 2003; Morgan et al., 2009; Musset et al., 2008; Szteyn et al., 2012), y no en
una célula del sistema inmunolégico con actividad antinflamatoria, como MDSC. Este
canal parece tener un papel importante en la produccién de especies reactivas de
oxigeno a través del complejo enzimatico NOX2, el cual esta involucrado en los
mecanismos de supresion que MDSC ejerce en otras células del sistema
inmunologico. Este reporte se llevd a cabo a través de distintas aproximaciones

experimentales tales como Western blot, citometria de flujo y electrofisiologia.

El H\1 que las MDSC expresan en su membrana tiene las caracteristicas tipicas de
un canal Hy1, el cual a su vez se evidencio a través de una lectura en la produccion
de ROS usando citometria de flujo que se encuentra acoplado funcionalmente al
complejo NOX2 para sustentar la produccién de especies reactivas involucradas en
los mecanismos de supresion de linfocitos T.

A través de metodologias en cultivo celular, tal como el co-cultivo de LT y MDSC, se
evidencio que este acoplamiento funcional entre ambas entidades moleculares es

importante para la funcién inmunosupresora de estas células antiinflamatorias.

Este hallazgo podria ser importante para ampliar las perspectivas terapéuticas contra
el cancer, donde las Células Supresoras de Origen Mieloide juegan un rol importante
en laiinhibicion de los linfocitos T, en el microambiente tumoral. Disefiar un bloqueador
especifico para Hy1 podria ser una estrategia interesante y eficiente para coartar la

maquinaria enzimatica de NADPH oxidasa que comanda la inmunosupresion.
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Anexos

Tabla 1. Volumen de Buffer de lisis estimado para cada tipo de placa de cultivo.

Volumen Buffer | Tipo de placa Volumen de medio de Area de la placa (cm?)
de Lisis (uL) cultivo de la placa (mL)
300 35 mm 2 9
350 60 mm 3 28.2
500 100 mm 10 78.5

Nota: Los volumenes de buffer de lisis empleados para cada tipo de placa son
estimaciones realizadas previamente a través de la optimizacién de protocolo para la
obtencion de proteinas totales de células de origen mieloide de raton C57BL6.

Tabla 2. Composicion y mezcla de gel separador (running gel) para SDS-Page

Western blot.

7.5% 10% 12% 15%
Acrilamida/Bisacrilamida 2.5 mL 3.3mL 4.0 mL 5.0mL
30%
Lower buffer 4X 2.5 mL 2.5mL 2.5 mL 2.5 mL
Agua bidestilada 4,95 mL 4.15 mL 3.45mL 2.45 mL
(ddH20)
Persulfato aménico 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
(APS)
tetrametiletilendiamina 5uL 5uL 5uL 5uL
(TEMED)
7.5% 10% 12% 15%
Acrilamida/Bisacrilamida 1.9 mL 2.5 mL 3.0 mL 3.8 mL
40%
Lower buffer 4X 2.5 mL 2.5 mL 2.5 mL 2.5 mL
Agua bidestilada 5.55 mL 4.95 mL 4.45 mL 3.65mL
(ddH20)
Persulfato aménico 50 L 50 uL 50 uL 50 uL
(APS)
tetrametiletilendiamina 5L 5L 5L 5puL
(TEMED)

Tabla 3. Composicion y mezcla de gel concentrador (stacking gel) para SDS-

Page Western blot.
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4.0 %
Acrilamida/Bisacrilamida 0.65 mL
30%
Lower buffer 4X 1.25 mL
Agua destilada 3.07 mL
APS 25 L
TEMED 10 yL

Tabla 4. Anticuerpos y sondas que se utilizaran para
experimentos en citometria de flujo

los diferentes

Anticuerpo/Sonda Dilucion Fluoréforo Marca
acoplado
CD11b Monoclonal Antibody (M1/70) | 1:1000 | PerCP-Cyanine5.5 Thermo Fisher
Scientific
Ly6G (Gr-1) Monoclonal Antibody 1:1000 PE Thermo Fisher
(RB6-8C5) Scientific
Fixable Viability Stain 660 (FVS-660) | 1:1000 Sonda BD Biosciences
Fluorescente
Rabbit polyclonal Anti-Hv1l, HVCN1 1:50 No tiene, Santa Cruz
(K-11): sc-136712 anticuerpo primario Biotechnology
Goat anti-rabbit IgG 1:100 FITC Santa Cruz
Biotechnology

totales

Protein + Cuy* = Cu

(Biuret Reaction)

Bicinchoninic Acid (BCA)

-
g

CoQ 00C

Método del acido bicinconinico para cuantificar proteinas

Cu(BCA), Complex
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Figura 1. Curso temporal de la perforacién del parche con 0.75 mg/mL de anfotericina B.
Se observa el curso temporal de la perforacion de un parche representativo con 0.75 mg/mL de
anfotericina B en la pipeta. Observamos que la amplitud de la corriente empieza a aumentar
conforme el tiempo. A los 17 minutos de perforacién se aumento la duracion de los pulsos de
voltaje para poder observar el estado estacionario de las corrientes.
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