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1. Generalidades de los Glébulos Rojos

1.1. Formacion de los eritrocitos

Los primeros glébulos rojos (GR) son producidos en las primeras semanas de vida
embrionaria, en el saco vitelino. Durante el segundo trimestre de gestacion, el higado
es el principal érgano productor de eritrocitos, pero también se produce un nimero
razonable en el bazo y en los ganglios linfaticos (Hall 2011). Finalmente, durante el
ultimo mes de gestacién y tras el nacimiento, los eritrocitos se producen
exclusivamente en la médula ésea. Las células sanguineas comienzan su vida en la
médula ésea a partir de un solo tipo de célula llamado célula precursora
hematopoyética multipotente, de la cual derivan todas las células de la sangre. La
Figura 1 muestra las sucesivas divisiones de las células multipotentes para formar las
diferentes células sanguineas. A medida que se reproducen estas células, una pequefia
parte de ellas permanece exactamente igual que las células pluripotenciales originales
y se queda en la médula ésea para mantener el aporte, aunque su niumero disminuye
con la edad. Pero la mayoria de las células reproducidas se diferencian hasta formar los
otros tipos celulares mostrados en la Figura 1. Las células en un estadio intermedio son
muy parecidas a las células precursoras multipotentes, aunque ya estén
comprometidas en una linea celular en particular y reciben el nombre de células
precursoras comprometidas (Hall 2011).
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Figura 1. Formacion de células sanguineas. Formacién de células sanguineas a partir de la
célula precursora hematopoyética multipotenciall (PHSC) en la médula dsea. Imagen obtenida
de (Hall 2011).

La primera célula que se compromete con la formacién de GR es llamada BFU-E, la
misma se diferencia posteriormente en proeritoblasto y en reticulocitos. En este
proceso de diferenciacion el nucleo es degenerado y extruido (Korell, Coulter et al.
2011). Los reticulocitos resultantes contienen algunas mitocondrias, ribosomas y ARN
ribosomal, necesario para la sintesis proteica. Estos migran a la circulacién y se
diferencian en GR maduros perdiendo los organelos restantes (Korell, Coulter et al.
2011). Se ha estimado que el 20 — 30% de la Hemoglobina (Hb) total se sintetiza en los
reticulocitos (Hall 2011). La vida media de estas células es de 30 horas antes de
transformarse en GR maduros, los cuales han eliminado completamente Ia
mitocondria, reticulo endoplasmico y ribosoma (Rifkind and Nagababu 2013).

La produccion de los GR es regulada por retroalimentacidén negativa, donde los niveles
de oxigeno determinan los niveles plasmaticos de eritropoyetina, una glicoproteina
con una masa molecular de 34 kDa, y el principal factor de crecimiento responsable de
la regulacion de la eritropoyesis (Ji, Murata-Hori et al. 2011). La eritropoyesis terminal
se da en un microambiente especializado llamado islas eritroblasticas (Bessis 1958),
donde los macréfagos participan activamente en el desarrollo de los GR aportando
hierro para la sintesis del hemo y fagocitando el nicleo que es expulsado durante la
diferenciacion de los eritrocitos (Bessis and Breton-Gorius 1962). En individuos sanos



los GR exceden el nimero de 4x10™ por litro de sangre en circulacién (Foller, Huber et
al. 2008, Lang, Gulbins et al. 2008, Lang, Qadri et al. 2012), encontrandose entre las
células mas abundantes del cuerpo humano (Kiefer and Snyder 2000, Arese, Turrini et
al. 2005, Bosman, Willekens et al. 2005). La vida media de los GR es de 100 a 120 dias
(Foller, Huber et al. 2008, Lang, Gulbins et al. 2008, Lang, Qadri et al. 2012), y existen
estudios que demuestran que la sobrevida de los GR tiene una variacién entre
individuos de aproximadamente 15% (Cohen, Franco et al. 2008). Debido a esto en un
individuo con 5L de sangre mas de 10" GR son formados y el mismo numero es
removido de la circulacién diariamente (Foller, Huber et al. 2008, Lang, Gulbins et al.
2008, Lang, Qadri et al. 2012).

1.2. Estructura de los eritrocitos

Los GR maduros son células anucleadas y sin organelos. La membrana plasmatica de
los GR consiste en una bicapa lipidica con fosfolipidos y colesterol, con proteinas
glicosiladas y lipidos glicosilados en la superficie exterior. La superficie interior
contiene proteinas transmembrana, unidas a un citoesqueleto que consta de una red
elastica de proteinas, lo que permite al GR deformarse y fluir a través de los capilares
estrechos de la microcirculacion para cumplir asi su funcién, suministrando oxigeno a
los tejidos. La membrana también contiene canales proteicos para la absorcién vy
liberacion de iones y compuestos hidrofilicos de bajo peso molecular necesarios para
mantener la homeostasis idnica.

Los GR estdn disefiados especialmente para llevar oxigeno a los tejidos, para ello
cuentan con una alta concentracién de Hb celular, la cual se une al oxigeno de forma
reversible. Tanto la forma bicéncava como la elasticidad son necesarias para que la
célula se deforme en capilares estrechos y pueda acceder a los tejidos.

Los GR cuentan ademads con un amplio sistema antioxidante disefiado para eliminar las
especies reactivas del oxigeno (EROS) generadas por la exposicidn constante a niveles
variables de oxigeno.

1.3. Péptidos y Proteinas principales de los GR

Los avances en los estudios de protedmica producen un rdpido aumento en la cantidad
de proteinas que se sabe se pueden encontrar en el interior de un GR. Al momento se
conocen 2289 proteinas en el GR. A continuacién se hard una breve descripcidn de las
mas relevantes para este trabajo (D'Alessandro, Righetti et al. 2010, Goodman, Daescu
et al. 2013).

1.4. Hemoglobina

La sintesis de Hb comienza en los proeritroblastos y continua incluso en el estadio de
reticulocitos. Luego, cuando los reticulocitos dejan la medula ésea y pasan al torrente
sanguineo, contindan formando minimas cantidades de Hb hasta que se convierten en
un eritrocito maduro (Hall 2011).

En primer lugar, la succinil CoA, formada en el ciclo de Krebs, se une a la glicina para
formar una molécula de pirrol. A su vez, cuatro pirroles se combinan para formar la
protoporfirina IX, que se asocia con hierro para formar la molécula de hemo.
Finalmente, cada molécula de hemo se combina con una cadena polipeptidica larga,
una globina sintetizada por los ribosomas, formando una cadena de Hb. Cada cadena
tiene una masa molecular de 16 kDa; cuatro de ellas se unen a su vez mediante enlaces
débiles para formar la molécula de Hb completa (Hall 2011) (Figura 2)



Figura 2. Molécula de hemoglobina. Hb con 4 oxigenos unidos, uno a cada subunidad. Imagen
obtenida de Protein Data Bank (codigo 1GZX), con referencia (Paoli, Liddington et al. 1996)

Hay variaciones ligeras en las diferentes subunidades de cadenas de Hb, dependiendo
de la composicién en aminoacidos de la porcion polipeptidica. Los diferentes tipos de
cadenas se denominan cadenas alfa, cadenas beta, cadenas gamma y cadenas delta. La
forma mas comun de Hb en el ser humano adulto, la Hb A, es un tetramero,
combinacién de dos cadenas alfa y dos cadenas beta con un peso molecular de 64.458
Da (Hall 2011).

Debido a que cada cadena de Hb tiene un grupo prostético hemo que contiene un
atomo de hierro, y debido a que hay cuatro cadenas de globina en cada molécula de
Hb, encontramos cuatro atomos de hierro en cada molécula de Hb; cada uno de ellos
se une mediante enlaces débiles a una molécula de oxigeno, lo que supone un total de
cuatro moléculas de oxigeno que puede transportar cada molécula de Hb. La unién de
oxigeno al hemo de la Hb estd finamente regulada por varios factores, desde la
concentracion misma de oxigeno, el estado de oxidacién del hemo, el pH, la
concentracion de 2,3-difosfoglicerato, entre otros. Incluso la unidn del ligando al hemo
acarrea un cambio conformacional de estructura cuaternaria, del estado T (por
“tensa”) en la desoxiHb al estado R (por “relajada”) en la oxiHb.

1.5. Banda3

La membrana de los GR se asienta sobre un esqueleto de espectrina y actina,
conectado a intervalos regulares con las proteinas integrales de membrana, banda 3 y
glicoporina C, mediante las proteinas de unién ankirina y banda 4.1 (Zhang, Kiyatkin et
al. 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Complejos multiproteicos en la membrana del GR. Izquierda: la banda 3 tetramérica
se une a ankirina, la cual a su vez se une a espectrina. La proteina citoesquelética de
membrana 4.2 tiene sitios de unién para banda 3 y para ankirina. Ademas las glicoproteinas
transmembrana GPA, Rh y RhAG se unen a la banda 3 y CD47 y se asocian con Rh/RhAG. Los 2
dominios citoplasmaticos de la banda 3 contienen sitios de unién para proteinas solubles, el
dominio C-terminal para CA Il y el N-terminal para desoxihemoglobina, para la enzima
glicolitica aldolasa, la fosfofructoquinasa y la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
Derecha: complejo proteico en la unidn citoesquelética. La unién contiene la estructura
terciaria del complejo espectrina, F-actina, y 4.1R, asi como las proteinas de unidn a actina
tropomiosina, tropomodulina, aducina y dematina. 4.1R entra en una interaccion adicional con
la proteina transmembrana GPCy p55 y también se une a la banda 3 en la forma de un dimero,
el cual también lleva GPA. Rh, Kell y XK también tienen sitios de unién en 4.1R. Sin embargo, la
cantidad de proteinas transmembrana (excepto GPA y GPC) es baja como para estar presentes
en todos los complejos. Imagen obtenida de (Salomao, Zhang et al. 2008)

La banda 3, también llamada intercambiador aniénico (AE1l) es la proteina
transmembrana dominante en los GR, comprendiendo el 25% del total de proteinas de
membrana (Zhang, Kiyatkin et al. 2000). Es miembro de la familia de intercambiadores
anionicos SLC4, y cumple varias funciones fundamentales como ser facilitar el
transporte de CO, mediante el intercambio de CI" y HCO5; (Alper 2006). También
participa en la comunicacion entre el citoesqueleto y la membrana, responsable de
mantener la forma celular, e interactia con proteinas citosdlicas via la region amino
terminal, la cual sobresale en el citosol (Figura 3). Esta regién de la banda 3 asocia de
forma competitiva a la Hb y a enzimas glicoliticas (Mohandas and Gallagher 2008).

La banda 3 puede ser cortada en 2 dominios estructurales independientes que
retienen las caracteristicas funcionales que tenian en la proteina intacta. El dominio
transmembrana de 55 kDa, el cual atraviesa 12 veces la membrana, cataliza el
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intercambio de aniones a través de la membrana (principalmente CI" por HCO3)
durante el transporte de gases en sangre (Zhang, Kiyatkin et al. 2000). El dominio
transmembrana también puede mediar la remocion de GR senescentes de la
circulacién (King, Garcon et al. 2015). El dominio citoplasmatico de la banda 3 (cdb3)
funciona primariamente como un sitio de anclaje para otras proteinas asociadas a
membrana. Incluidas entre ellas la ankirina (Bennett and Stenbuck 1980), banda 4.2
(Cohen, Dotimas et al. 1993, Rybicki, Schwartz et al. 1996), banda 4.1 (Deliconstantinos,
Villiotou et al. 1995, An, Takakuwa et al. 1996), gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (Rogalski, Steck et al. 1989), fosfofructoquinasa (Jenkins,
Madden et al. 1984), aldolasa (Murthy, Liu et al. 1981), Hb (Walder, Chatterjee et al.
1984, Salhany and Cassoly 1989), hemicromos (Waugh and Low 1985) y la proteina
tirosina quinasa (p72syk) (Harrison, lsaacson et al. 1994). Cada una de estas
interacciones de la banda 3 tiene consecuencias para la estructura y la funcion de la
célula, como control de la flexibilidad y la forma (Low, Willardson et al. 1991),
regulacion del metabolismo de glucosa (Low, Rathinavelu et al. 1993), transporte
idnico (Malik, Sami et al. 1993) y vida celular (Kannan, Yuan et al. 1991).

Cambios en la banda 3 se han visto asociados al envejecimiento de los GR, incluyendo
la externalizacién de antigenos especificos de senescencia que se unen a IgG,
activando asi la eliminacion de los GR (Kay 1993, Lutz 2004, Kay 2005). La unién de IgG
también se ha asociado a los agrupamientos de banda 3, que se activa por la unién de
la Hb oxidada (hemicromos) a la banda 3 (Low, Waugh et al. 1985, Rettig, Low et al.
1999, Ferru, Giger et al. 2011).
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Figura 4. Banda 3. Estructura cristalina del dominio citoplasmatico de la Banda 3 de GR
humanos (A) diagrama de la estructura secundaria de cdb3 (B) diagrama en cinta de un
mondmero de cdb3, donde azul corresponde al dominio de unién periférico y rojo al brazo de
dimerizacién (Zhang, Kiyatkin et al. 2000).

1.6. Interacidn de la Hb con la membrana celular

La Hb, asi como un numero de enzimas glicoliticas, se une a la porcién amino terminal
de la banda 3, la cual sobresale en la regidn citosdlica de la membrana. La
oxihemoglobina tiene una afinidad relativamente baja por la banda 3, mientras que
desoxihemoglobina tiene una mayor afinidad por la misma (Chu, Breite et al. 2008).
Datos recientes sugieren que la Hb parcialmente oxigenada, que es la forma
dominante de Hb en la microcirculacion, puede tener una mayor afinidad por la banda
3 que la desoxihemoglobina (Cao, Bell et al. 2009). Esto puede deberse a la mayor
flexibilidad en la interface entre las subunidades de Hb, donde ocurre la unién a la
banda 3. A pesar de que la banda 3 representa una fraccion importante de las
proteinas de la membrana de GR, el nimero total de sitios de banda de 3 (1,2x10%/cel)

13



corresponde a menos del 1% de las moléculas de Hb ([2,4x10® moléculas/cel) y la
mayoria de las reacciones redox que involucran Hb ocurren en el citosol. Sin embargo,
debido a que las enzimas antioxidantes son predominantemente citosdlicas, las
especies reactivas que no son neutralizadas por las enzimas antioxidantes son
producidas predominantemente por las reacciones redox de la Hb que estd unida a la
membrana (Demehin, Abugo et al. 2002, Nagababu, Mohanty et al. 2010, Rifkind and
Nagababu 2013).

La oxigenacion parcial de la Hb no sélo aumenta la afinidad por la membrana de los
GR, sino que también aumenta dramaticamente la auto oxidacién de la Hb (Abugo and
Rifkind 1994). Este aumento en la auto oxidacién ha sido atribuido a un aumento en la
interface a1l que altera el bolsillo de hemo distal de las cadenas oxigenadas,
aumentando la probabilidad de un desplazamiento de la histidina distal que podria
actuar como nucledfilo, desestabilizando la unién hierro-oxigeno y facilitando la
liberacidon de este ultimo como superdxido (Balagopalakrishna, Manoharan et al.
1996). Este superdxido puede atacar directamente a la banda 3 de los GR y/o
escaparse de los GR a través del canal de aniones. Una vez afuera de la célula va a
dismutar a H,0, (Kiefmann, Rifkind et al. 2008). Debido a la afinidad aumentada de la
Hb parcialmente oxigenada por la membrana, la hipoxia no sélo aumenta Ia
produccién de EROS, sino que también complica la defensa celular por las enzimas
antioxidantes. Esto es confirmado por los elevados niveles de estrés oxidativo
observados en los GR de ratones anémicos, los cuales generalmente experimentan
mayor hipoxia que los GR de ratones sanos (Nagababu, Gulyani et al. 2008).

Por su parte, la actividad nitrito reductasa de la desoxiHb requiere cadenas no ligadas y
es favorecida por la conformacién cuaternaria R. Esta reaccién es por lo tanto mas
eficiente para la Hb parcialmente oxigenada. Ademads de la unién reversible a la banda
3 asociada con la oxigenaciéon de la Hb, se ha demostrado que la Hb oxidada vy
particularmente los hemicromos, formados por la desnaturalizacién de la Hb, tienen
una mayor afinidad por la membrana del GR, produciendo entrecruzamientos
irreversibles que involucran la banda 3 (Low, Waugh et al. 1985, Rettig, Low et al.
1999) y la espectrina (Kiefer and Snyder 2000). La formacion de la Hb desnaturalizada
unida a la membrana no aumenta linealmente a medida que las células envejecen,
sino que se forma en las células mds envejecidas y deshidratadas. La interaccién de la
banda 3 con los hemicromos, a diferencia de la interaccion con la desoxiHb, involucra
una estequiometria 2,5:1 (Hb a banda 3). Esta unidn también se cree que rompe las
interacciones de la banda 3 con la ankirina, debilitando la unién de la banda 3 al
citoesqueleto y activando la formacién de aductos de banda 3. Se ha visto que los
aductos de banda 3 promueven la unién de IgG a la banda 3, la cual contribuye a la
fagocitosis de los GR por los macréfagos (Ferru, Giger et al. 2011).

1.7. Obtencion de Energia

Durante su vida intravascular los GR requieren energia para mantener sus funciones
vitales, pero debido a la falta de nucleo y mitocondria, la misma no puede ser obtenida
mediante el ciclo de Krebs. Por esto los GR dependen de la conversidn anaerébica de
glucosa mediante la via de Embden-Meyerhof para la generacién y almacenamiento de
fosfatos de alto valor energético (Figura 5). Por otro lado los GR tienen una capacidad
Unica de produccion de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DFG) por la derivacion de Rapoport
Luerbering. Esta derivacion omite el paso de la fosfoglicerato quinasa, y es responsable
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de la sintesis y regulacién de niveles de 2,3-DFG (van Wijk and van Solinge 2005).
Via de Embden-
[ Meyerhof ]

Glucosa

ATP
Hexoquinasa
ADP

Glucosa-6-fosfato

Gucosa fosfato
isomerasa

Fructosa-6-fosfato

ATP
Fosfofructoquinasa
ADP

Fructosa-1,6-difosfato

Dihidroxiacetona fosfato &:) Gliceraldehido-3-fosfato

Triosa fosfato NAD
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NADH deshidrogenasa
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deshirogenasa
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Figura 5. Via de Embden-Meyerhof. Se observa un esquema de la via de Embden-Meyerhof
con la derivacién de Rapoport Luerbering.

1.8. GRy 6xido nitrico — Regulacion vascular

El 6xido nitrico ("NO) es un producto de sefializacién y regulacidon del endotelio que
tiene una vida corta y es de importancia critica para la salud vascular (Cortese-Krott
and Kelm 2014). La primera actividad bioldgica atribuida al "NO fue la habilidad de
inducir la relajacion de las preparaciones vasculares adrticas, y debido a que se
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desconocia su naturaleza quimica se le llamdé "factor de relajaciéon derivado del
endotelio"(Furchgott and Zawadzki 1980, Palmer, Ferrige et al. 1987).

En la actualidad se sabe que el "NO es un radical libre que se forma endégenamente
por la enzima NOS (6xido nitrico sintasa, EC 1.14.13.39) y tiene un rol fundamental en
el control del flujo sanguineo vascular (Vallance, Collier et al. 1989), como sefializador
en el sistema cardiovascular (Moncada 1997), es critico en la neurotransmision (Bredt
and Snyder 1994) y en los procesos de defensa e inflamatorios (Nathan 2002).

Las NOS son proteinas que contienen hemo y catalizan la oxidacién de la L-arginina a
citrulina. En mamiferos existen tres isoformas distintas de esta enzima, codificadas por
tres genes diferentes. En humanos los loci se conocen como NOS1 (gen 8442) que
codifica para la neuronal (nNNOS); NOS2 (gen 8443) para la inducible (iNOS); y NOS3
(gen 4846) para la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS). La iNOS participa
principalmente en mecanismos de defensa desencadenados por microorganismos y en
el estrés celular, produciendo altos niveles de "NO. Por su parte, las isoformas nNOS y
eNOS se expresan constitutivamente y producen menores cantidades de "NO, siendo
importantes en la regulacion de las condiciones basales, como sefializacién neuronal,
inhibicién del sistema hemostatico, vasodilatacion y regulacidn de la presién sanguinea
(Stuehr 2004, Cortese-Krott and Kelm 2014). Recientemente, en los GR se encontré la
presencia de eNOS funcional (Kleinbongard, Schulz et al. 2006, Cortese-Krott,
Rodriguez-Mateos et al. 2012). Particularmente bajo condiciones de hipoxia, se ha
demostrado que los GR inducen vaso relajacién dependiente de *NO (Cosby, Partovi et
al. 2003, Crawford, Isbell et al. 2006, Webb, Milsom et al. 2008). Los mecanismos de
liberacion y las posibles fuentes de *"NO en los GR estan aun en debate, pero entre los
candidatos se encuentran el complejo hierro-nitrosilo-hemoglobina (Herold 2004) cuya
formacién se produciria bajo condiciones de bajo oxigeno (Ec. 1), S-nitroso Hb (lia,
Bonaventura et al. 1996, Gladwin, Lancaster et al. 2003, Rassaf, Bryan et al. 2003) (Ec.
2) y nitrito (Dejam, Hunter et al. 2005, Vitturi, Teng et al. 2009). Este ultimo puede
formar *NO via desoxiHb (Cosby, Partovi et al. 2003, Nagababu, Ramasamy et al. 2003)
(Ec. 3).

HbFe? + "NO - HbFe? NO (1)
Hb(£93-Cys) + *NO — Hb(393-Cys— NO) (2)
HbFe* + NO, - HbFe™ + "NO (3)

La Hb tendria un verdadero rol regulador de la biodisponibilidad del *NO, dado que en
condiciones de alta concentracién de oxigeno, cuando la Hb se encuentra
fundamentalmente oxigenada reacciona con “NO (1x10” M™ s™) generando nitrato (Ec.
4) (Crawford, Isbell et al. 2006).

HbFe* 0, + "NO - HbFe* + NO; (4)

Existen dudas sobre la funcién de la NOS en los GR, debido a que estas células
contienen altas concentraciones de oxihemoglobina, correspondiendo a una
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concentracion de hemo de 20 mM (Helms and Kim-Shapiro 2013). La oxihemoglobina
es altamente eficiente en la remocién de *NO ( k = 10’ M*S™ )(Schopfer, Mondal et al.
2009), por lo que la intuicién indicaria que el "NO producido por la eNOS en el GR, seria
rapidamente convertido en nitrato por la oxihemoglobina. De acuerdo a esta ldgica, la
eNOS de los GR deberia tener una significancia fisiolégica muy limitada, sin embargo la
actividad de NOS ha sido medida en GR en condiciones de normoxia, midiendo la
formacién de "NO y metabolitos derivados de "NO (nitrito y nitrato) en el sobrenadante
de GR (Deliconstantinos, Villiotou et al. 1995, Kleinbongard, Schulz et al. 2006, Mihov,
Vogel et al. 2009, Yang, Gonon et al. 2013) y midiendo la conversién de L->H arginina a
L-3H citrulina en presencia de cofactores (NADPH, THB, Ca®', calmodulina) (Chen and
Mehta 1998). La adicidon de inhibidores de NOS disminuyé la acumulacién de
metabolitos de "NO (Deliconstantinos, Villiotou et al. 1995, Kleinbongard, Schulz et al.
2006, Mihov, Vogel et al. 2009) y la produccion de citrulina (Yang, Nichols et al. 1996).
Cuando se aumento la concentracidn de arginina, ésta causé inhibicién de la arginasa,
aumentando la liberacién de nitrato (Yang, Gonon et al. 2013).

2. Especies reactivas y estrés oxidativo en los eritrocitos

2.1. Estrés oxidativo en los GR

La generacién y neutralizaciéon de radicales libres es un proceso fisioldgico. Si los
mismos son eliminados por el sistema antioxidante celular, no se sienten sus efectos
deletéreos, sin embargo, cuando se da un desbalance en favor de las especies
oxidantes resulta en estrés oxidativo.

Existe una amplia gama de procesos oxidativos que dafian los GR en la medida que
estos envejecen. Sin embargo, el rol relativo de cada uno de estos procesos en el
envejecimiento de los GR y en la remocién de los mismos de la circulacién no es claro.
Existe un rol significativo del estrés oxidativo al determinar el envejecimiento de los
GR. Ejemplos de la contribucidon del estrés oxidativo a estos procesos incluye: (i)
homeostasis de calcio distorsionada, que se ha atribuido al estrés oxidativo (Lang,
Duranton et al. 2003, Antonelou, Kriebardis et al. 2010); (ii) la activacidn de la caspasa-
3 ha sido también atribuida al estrés oxidativo (Kay 1993, Suzuki, Ohkubo et al. 2007);
(iii) asi como la exposiciéon de los neo-antigenos en la banda 3 y la formacion de
agrupamientos (clusters) de banda 3 se desencadena por estrés oxidativo (Low,
Waugh et al. 1985, Kay 1993). El factor predominante que determina el estrés
oxidativo en los GR es la Hb. Los radicales libres producidos en las reacciones de la Hb y
en las interacciones de la Hb con la membrana y el citoesqueleto producen EROS vy
estan implicados en el envejecimiento de los GR.

El transporte de oxigeno por los GR involucra la unidn reversible de oxigeno a la Hb
tetramérica, cuya concentracién en la célula es aproximadamente 5 mM. La
oxigenacion reversible requiere que el hierro del hemo esté en la forma reducida Fe(ll).
Sin embargo, el Fe(ll) se oxida facilmente a Fe(lll). Aunque la oxidacion del Fe(ll) es mas
lenta cuando el hierro estd incorporado en una proteina, el Fe(ll) de la Hb también
experimenta oxidacion de forma continua, aunque a un ritmo mucho mas lento. Esta
reaccion redox involucra al oxigeno unido a la Hb, que se reduce por un electrén
produciendo superoéxido (Ec. 5).

HbFE* +0, — HbFE*0, — HbFE* 0, - HbFe" +0; (5)
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Aunque esta reaccién es lenta en condiciones de normoxia (K = 0,115 h™*) (Nagababu,
Ramasamy et al. 2002), la misma se ve aumentada dramaticamente en condiciones de
hipoxia (Abugo and Rifkind 1994). La alta concentracion de Hb genera concentraciones
apreciables de superdxido, especialmente en las condiciones de hipoxia de la
microcirculacion (Rifkind, Zhang et al. 1991, Abugo and Rifkind 1994, Rifkind and
Abugo 1994, Balagopalakrishna, Manoharan et al. 1996, Ajmani, Fleg et al. 2003,
Kiefmann, Rifkind et al. 2008, Rifkind, Salgado et al. 2012). El superdxido dismuta para
producir peréxido de hidrégeno (H,0,), un proceso que ocurre de forma espontanea
con una velocidad de 3,9x10° M's?, y aun mas rapido en presencia de superdxido
dismutasa (SOD) (kcat = 10* — 10° s™) (Srnec, Aquilante et al. 2009) (Ec. 6). Tanto el
superéxido como el H,0, son especies reactivas, y pueden reaccionar con la Hb asi
como con otros componentes celulares.

20;” - 0, +H,0, (6)

La reaccién de autooxidacion de la Hb produce metahemoglobina (metHb) vy
superdxido (Ec. 5). La metHb no une oxigeno, y por lo tanto no puede transportarlo. A
modo de mantener la Hb funcional, la mayor parte de la metHb es reducida
nuevamente a Hb Fe(ll) por la metHb reductasa. La metHb residual que no es reducida
tiene una menor afinidad por el grupo prostético hemo, resultando en hemina libre
(Hargrove, Singleton et al. 1994). Esta hemina interacciona con la membrana de los GR
interfiriendo con las interacciones entre proteinas de citoesqueleto (Shaklai, Avissar et
al. 1986, Wyse and Butterfield 1989) y reacciona con hidroperodxidos lipidicos de la
membrana liberando radicales lipéfilos (Delcarte, Jacques et al. 2001). En presencia de
H,0,también se puede producir peroxidacion lipidica. En el GR, el glutatién (GSH), el
cual se encuentra presente en el rango mM reacciona con la hemina, disminuyendo el
dafio inducido por la misma (Romero and Radi 2005).

Ademas de la reaccion de autooxidacion de la Hb, los GR en la circulacion se
encuentran expuestos de manera permanente a oxidantes que pueden reaccionar con
varios componentes celulares, incluida la Hb (Nohl and Stolze 1998, Aoshiba, Nakajima
et al. 1999).

Los GR también estdn expuestos a ‘NO vy nitrito, los que pueden producir especies
reactivas del nitrégeno (ERN) (Nagababu, Ramasamy et al. 2003, Rifkind, Nagababu et
al. 2006, Salgado, Nagababu et al. 2009, Rifkind, Nagababu et al. 2011) produciendo
estrés nitrosativo. Aunque existe evidencia de una NOS en el GR, la cual puede generar
‘NO, la mayor parte del "NO al que se exponen los GR se origina a partir de NOS3
endotelial (Lancaster 1994). El *"NO en el GR reacciona rapidamente con oxiHb para
formar nitrato y metHb o deoxiHb para producir el aducto Hb-Fe(ll)NO estable.
Aunque estas reacciones son rapidas (k =10’ M™s™) (Cooper 1999), cualquier
superdxido presente debido a la autooxidacion de oxiHb reacciona con ‘NO incluso
mas rapido que la Hb (k = 10" M™s™) produciendo peroxinitrito (ONOO'). El ONOO-
también se genera en el espacio intersticial del endotelio por la reacciéon del
superdxido generado por las NADPH oxidasas, xantina oxidasa y e-NOS desacoplada,
gue reaccionan con el *"NO generado por la NOS3 (Ray and Shah 2005, Forstermann
and Munzel 2006). Este ONOO™ puede difundir a la circulacién y luego a los GR. El
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ONOO- es una especie altamente reactiva que puede dafar los componentes celulares
(Romero and Radi 2005, Romero, Denicola et al. 2006, Pacher, Beckman et al. 2007).
Una fuente adicional de ERN en los GR involucra reacciones que implican al nitrito, el
cual es producido durante la oxidacidn de "NO por oxigeno o metaloproteinas en el
plasma (Shiva, Wang et al. 2006). La mayor parte del nitrito del plasma se origina de la
oxidacion de "NO, lo que explica el uso del nitrito del plasma como una medida de la
actividad NOS3 (Nagababu and Rifkind 2007). Sin embargo, parte del nitrito puede
obtenerse del nitrito y el nitrato de la dieta. El nitrato también contribuye al pool de
nitrito, ya que el mismo es reducido por las bacterias en la saliva (Govoni, Jansson et
al. 2008). El nitrito en los GR reacciona con oxyHb para producir nitrato (Ec. 4), el cual
no es reactivo, y metHb (Keszler, Piknova et al. 2008). El nitrito también puede
reaccionar con deoxyHb (Doyle, Pickering et al. 1981, Cosby, Partovi et al. 2003,
Nagababu, Ramasamy et al. 2003). El nitrito, que tiene una baja afinidad por el hemo
Fe (Il), ayuda a inducir un cambio conformacional que estabiliza el nitrito unido. Una
vez que el nitrito unido se ha protonado, una reaccién redox resulta en el
desplazamiento de un ion hidroxilo del nitrito produciendo un ion nitrosonio unido al
hierro Fe(ll) (Ec.7). Este Gltimo esta en equilibrio con el complejo Fe***NO, el cual es
fuente de 'NO a nivel circulatorio (Ec. 8). Este intermediario hibrido también se ha visto
en equilibrio con un radical tiilo en el grupo sulfhidrilo (Ec. 9). Estos intermediarios
metaestables conservan la bioactividad de ‘NO, pero no se inactivan mediante la
reaccién con Hb o superdéxido.

HbFe&* — ONOH HbFe* NO*
HbFe* + NO, T - ) 050 - ) (7)
HbF&*" — ONOH HbFe* NO
HbFe*NO® - HbFe* + NO (8)
S HbFe** NO - S'HbFe?**NO* (9)

Estos intermediarios, por lo tanto, proporcionan una reserva de ‘NO potencialmente
bioactivo, que puede ser liberado a la vasculatura cuando sea necesario (Salgado,
Nagababu et al. 2009, Rifkind, Nagababu et al. 2011, Salgado, Ramasamy et al. 2011).

2.2. Formacion de EROS y ERN por reacciones redox de la Hb

El superdxido, H,0,, radical hidroxilo, ferrilHb, oxyferrilHb y ONOO™ generados se ha
visto que son capaces de modificar la estructura de los lipidos y proteinas de
membrana y del citoesqueleto de los GR, perturbando la forma bicéncava y la
capacidad de deformarse que tienen estas células. El estrés oxidativo generado puede
ademds desencadenar el ingreso de calcio a la célula, la activaciéon de caspasas y la
disrupcion de la asimetria lipidica resultando en la externalizacidn de fosfatidil serina 'y
alterando a la banda 3. Todo estos cambios contribuirian a la remocién de los GR de la
circulacién por los macréfagos del sistema reticulo endotelial (Kay 1993, Kiefer and
Snyder 2000, Lang, Duranton et al. 2003, Foller, Huber et al. 2008, Mohandas and
Gallagher 2008, Antonelou, Kriebardis et al. 2010).
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En particular, el H,0, inicia una cascada de reacciones oxidativas, reacciona con la Hb,
tomando 2 electrones del hemo y produciendo ferrilHb (Ec.10), la cual es altamente
reactiva. También reaccionara con cualquier metHb produciendo oxyferril Hb, donde
un segundo electron es removido de la globina, formando una proteina radical
reactiva (Ec.9).

HbF€'0,+H ,0, I - HbFe" =0 +H,0+0, (10)
HbFe" +H ,0, M - HbFe" =0 "*+H 0 (11)
HbFe" +H,0, — HbFe* O, +2H " (12)

La ferrilhemoglobina reacciona con una molécula adicional de H,0,, que es reducida
para formar radical superdxido (Ec. 12) que es retenido en el bolsillo de hemo el
tiempo suficiente para reaccionar con el hemo, resultando eventualmente en la
degradacion del hemo, liberando hierro y formando productos de degradacién del
hemo que son fluorescentes (Giulivi and Davies 1994, Nagababu and Rifkind 1998,
Nagababu and Rifkind 2000, Nagababu and Rifkind 2000, Nagababu and Rifkind 2004).
Existe una relacién entre la formacidn de estos productos de degradacion del hemo y
el envejecimiento celular, que es indicada por la correlaciéon entre el nivel de
degradacion del hemo y la unién de IgG autdloga a la membrana de GR (Nagababu,
Fabry et al. 2008). Este efecto puede ser debido al hierro liberado durante la formacién
de productos de degradacion del hemo. El hierro liberado puede depositarse en la
membrana, actuando como un catalizador de Fenton para oxidar lipidos y proteinas.
Un aumento en el hierro redox activo se ha observado en el envejecimiento in vitro de
los GR y en células tratadas con agentes oxidantes. Esta liberacién de hierro se ha
correlacionado con la unién de IgG autéloga a la membrana celular, sugiriendo que las
reacciones redox mediadas por hierro podrian ser responsables de la expresion de
antigenos de membrana senescente (Comporti, Signorini et al. 2002). Ademds de los
efectos del hierro, no se puede descartar un posible efecto de estos productos de
degradacion.

El ONOO™ tiene un vida media corta (menor a 10s a pH neutro) y puede reaccionar
directamente con varias moléculas bioldgicas para generar especies tdxicas como
radicales "OH, "NO, y COs™ (Romero and Radi 2005, Romero, Denicola et al. 2006). En
los GR el ONOO' reacciona con la Prx 2 (Manta, Hugo et al. 2009) o con la Hb (Romero,
Radi et al. 2003, Romero and Radi 2005). Debido a la reaccién de la oxiHb con el
ONOQO, la formacidn de 3-nitrotirosina, generalmente considerada un marcador para
el ONOO, no es un marcador valido en los GR. Sin embargo se ha demostrado que
durante esta reaccién se generan pequefias cantidades de ferrilHb y "NO,, ademas de
metHb. Estos radicales pueden daiar al GR y promover el envejecimiento celular
(Romero and Radi 2005). Estudios recientes han demostrado que la adicion de ONOO’
a los GR causa dafios morfoldgicos, disminucion de los tioles celulares, disminucién en
glicoporina A (un marcador de senescencia), agrupamiento de Banda 3, exposiciéon de
fosfatidil serina y activacion de las caspasas 2 y 3, las cuales promueven la eriptosis
(Pietraforte, Salzano et al. 2001, Celedon, Gonzalez et al. 2007, Pacher, Beckman et al.
2007). Algunos de estos cambios son revertidos por un tratamiento previo con
compuestos de tiol como la N-acetilcisteina (NAC) (Celedon, Gonzalez et al. 2007).
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Estos resultados indican que el efecto de ONOO™ en los GR involucra una ruptura en los
sistemas redox celulares (Pacher, Beckman et al. 2007).

2.3. NADPH oxidasa en Globulo Rojo

Recientemente George et al (George, Pushkaran et al. 2013) presentaron evidencia de
un nuevo mecanismo de produccién de estrés oxidativo en los GR, observaron que las
subunidades de la NADPH oxidasa estan presentes en los GR humanos. Su actividad
parece estar regulada por PKC y extracelularmente por factores de sefalizacidn
presentes en el plasma de pacientes con anemia de células falciformes (George,
Pushkaran et al. 2013).

3. Antioxidantes en los Glébulos Rojos

3.1. Sistemas antioxidantes en los Glébulos Rojos

Para minimizar los efectos téxicos de las reacciones redox los GR tienen un vasto
sistema antioxidante, el cual incluye enzimas como la Superdxido dismutasa (Cu/Zn
SOD) que cataliza la dismutacién de superéxido a H,0,, Catalasa, Glutation Peroxidasa
y Peroxirredoxina 2, la cual elimina perdxidos y ERN (Nagababu, Chrest et al. 2003,
Low, Hampton et al. 2008). También poseen un alto nimero de antioxidantes de bajo
peso molecular los cuales ayudan a minimizar el estrés oxidativo (Cimen 2008), como
ser el glutatién (Foller, Harris et al. 2013), vitamina C y la vitamina E (Chirico and
Pialoux 2012). Ademas los GR tienen un sistema redox en la membrana que transfiere
electrones de sustratos intracelulares a aceptores de electrones extracelulares, que
pueden ser NAD" o vitamina C (Rizvi, Jha et al. 2006). Asi los GR protegen la Hb
mediante una barrera selectiva, que permite el transporte gaseoso y de otros ligandos
y provee mecanismos enzimaticos para mantener la Hb en un estado funcional no
toxico (Cappadoro, Giribaldi et al. 1998), previendo proteccion antioxidante, no solo
para ellos mismos sino también para otros érganos en el cuerpo (Siems, Sommerburg
et al. 2000).

3.2. Glutatién

El glutation es el principal tiol de bajo peso molecular en las células animales. Se trata
de un tripéptido (y-glutamil-cisteinil-glicina) muy abundante, que puede encontrarse
en forma reducida (GSH) (Figura 6) y oxidada (GSSG). GSSG es un homodimero de
moléculas de GSH unidas por un enlace disulfuro (Pastore, Federici et al. 2003).

La relacidn GSH:GSSG se emplea a menudo como un indicador del estado redox celular,
y en condiciones fisioldgicas normales es mayor de 10 (Griffith 1999), siendo la
concentracion de GSH en el GR aproximadamente 3 mM (Nicolay, Schneider et al.
2006). El GSSG es reducido rapidamente por la glutation reductasa, enzima que
requiere NADPH como cofactor. La degradacion de glucosa por la via de las pentosas
fosfato es la Unica fuente de NADPH en los GR, y una deficiencia ligada al cromosoma X
en la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), la enzima clave de la via de las
pentosas fosfato, sensibiliza a los eritrocitos al estrés oxidativo, conduciendo a la
eriptosis (Lang, Roll et al. 2002).
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Figura 6. GSH. Férmula estructural del GSH o N- (N-L-gamma-glutamil-L-cisteinil) glicina, de
peso molecular 307,33g/mol. Figura realizada con ChemDraw Ultra.

Aungue las concentraciones de GSH del eritrocito son muy variables entre individuos,
se ha demostrado que permanecen relativamente constante durante meses en los
eritrocitos de un individuo saludable (Richie, Abraham et al. 1996). Glutation tiene un
tiempo de recambio de 4-6 dias (24.0 — 16.0 umol (litro de eritrocitos)™ h™*) (Raftos,
Whillier et al. 2010), y la tasa de sintesis esta limitada por el suministro de cisteina (5
UM en los eritrocitos y 10 pM en el plasma). Como el GSH no es atacado por
peptidasas ni degradado en los eritrocitos, las concentraciones de estado estacionario
se alcanzan por el equilibrio entre la sintesis de GSH y la exportacion de GSSG y GSH-
conjugados (Raftos, Whillier et al. 2010). La concentracion de GSH celular puede verse
reducida por una malnutricién proteica, estrés oxidativo y muchas condiciones
patoldgicas (Griffith 1999, Lu 2000). La sintesis de GSH a partir de glutamato, cisteina 'y
glicina es catalizada secuencialmente por 2 enzimas citosélicas: glutamil cisteina
sintetasa (GCS) y GSH sintetasa (Figura 7). Esta reaccion ocurre en casi todas las células,
siendo el higado el mayor productor y exportador de GSH. En la reaccién de GCS, el
grupo Y-carboxilo del glutamato reacciona con el grupo amino de la cisteina formando
un enlace iso-peptidico que protege al GSH de la hidrdlisis por peptidasas
intracelulares. El grupo glutamil-cisteina formado puede ser un sustrato para la
glutamil ciclotransferasa, sin embargo, la formacién de GSH se ve favorecida debido a
la mayor afinidad y actividad de la GSH sintetasa (Griffith 1999).

Las Km en mamiferos para la reacciéon de glutamato y cisteina son 1,7 y 0,15 mM
respectivamente, similar a las concentraciones de glutamato (2-4 mM) y de cisteina
(0,15-0,25mM) en higado de rata (Griffith 1999). Los valores de Km de GSH sintetasa
de mamiferos para glicina y adenosina trifosfato (ATP) son 0,04 y 0,9 mM
respectivamente, menores que la concentracidn intracelular de ATP (2-4 mM) y glicina
(1,5-2 mM) en el higado de rata (Wu, Fang et al. 2004). La GCS es la enzima limitante
para la sintesis de novo de GSH (Lu 2000).
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Figura 7. Ciclo del GSH en animales. Las enzimas que catalizan las reacciones indicadas son: 1)
glutamil transpeptidasa, 2) glutamil ciclotransferasa, 3) 5-oxoprolinasa, 4) glutamilcisteina
sintetasa, 5) glutation sintetasa, 6) dipeptidasa, 7) glutatién peroxidas, 8) glutation reductasa,
9) superoxido dismutasa, 10) BCAA (aminoacidos de cadena ramificada) transaminasa, 11)
glutaminasa, 12) glutamato deshidrogenasa, 13) glutamina fructosa-6-fosfato transaminasa 14)
oxido nitrico sintasa, 15) glutatién S-transferasa, 16) NAD(P)H oxidasa, 17) glucdlisis, 18)
glutation dependiente tioltransferasa, 19) transsulfuracién, 20) deaciclasa y 21) serina
hidroximetil transferasa. Imagen obtenida de (Wu, Fang et al. 2004).

3.2.1. Regulacién de la sintesis de GSH

i. Regulacion por GCS
El estrés oxidativo, citoquinas inflamatorias, quimioterapia, deplecién de GSH,
aumento de insulina, entre otros factores, aumentan la transcripcién de GCS en varios
tipos celulares (Lu 2000, Townsend, Tew et al. 2003). Mientras que deficiencia proteica,
eritropoyetina y fosforilacién de GCS, entre otros, disminuyen la expresién de GCS (Lu
2000). La S-nitrosacion de GCS por dadores de "NO reduce la actividad enzimatica (Lu
2000) sugiriendo una relacion entre el metabolismo de "NO y de GSH. De hecho, un
aumento en la produccién de *"NO por la NOS inducible produce la inactivacidon de GCS
en macrdéfagos y neuronas activadas con citoquinas (Canals, Casarejos et al. 2003).

ii. Regulacion por Aminoacidos
El pool intracelular de cisteina es relativamente pequefio comparado con el pool de
GSH en las células (Chung, Funk et al. 1990). Existen estudios que proporcionan datos
para sostener la idea de que la cisteina es el aminodcido limitante para la sintesis de
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GSH en humanos, ratas, chanchos y pollos (Chung, Funk et al. 1990, Jahoor, Jackson et
al. 1999, Lyons, Rauh-Pfeiffer et al. 2000). Asi, factores como la insulina y factores de
crecimiento, que estimulan la absorcién de cisteina por las células, generalmente
aumentan la concentracion de GSH intracelular (Lu 2000). Ademas, la suplementacion
con cisteina o sus precursores (cistina, N-acetil cisteina o L-2-oxotiasolidina-4-
carboxilato) aumenta la sintesis de GSH en varias condiciones patoldgicas (Townsend,
Tew et al. 2003).

En la solucidn extracelular, la cisteina es rdpidamente oxidada a cistina, por tanto la
concentracion plasmatica de cisteina (10-25 pM) es menor que la de cistina (50-150
UM). En general la cisteina y la cistina son transportadas por distintos transportadores
de membrana, y las células tipicamente transportan una mas eficientemente que la
otra (Lu 2000). Por su parte, las condiciones reductoras de las células favorecen la
presencia de cisteina en el medio intracelular.

Tanto el glutamato intracelular como el extracelular puede ser utilizado para la sintesis
de GSH (Reeds, Burrin et al. 1997). Como el glutamato obtenido en la dieta es casi
completamente utilizado por el intestino delgado (Reeds, Burrin et al. 1997), el
glutamato plasmatico deriva principalmente de su sintesis de novo, y de la degradacién
proteica. El glutamato tiene un rol regulador en la sintesis de GSH por 2 mecanismos:
la internalizacién de cisteina, y la prevencién de la inhibicién de GCS.

El glutamato y la cisteina comparten el sistema transportador de aminoacidos XC (Lu
2000). Cuando el glutamato extracelular se encuentra en alta concentracion como en
pacientes con cancer o sida, la internalizacién de cisteina es inhibida por glutamato,
resultando en una reduccion en la sintesis de GSH (Tapiero, Mathe et al. 2002).

El GSH es un inhibidor no alostérico de GCS por retroalimentacion, pero la unién de
GSH a la enzima compite con el glutamato (Griffith 1999). Cuando la concentracion de
glutamato intracelular es muy alta, mejora la sintesis de GSH y su concentracion se
torna particularmente alta (Griffith 1999).

La biodisponibilidad de glicina puede verse reducida en respuesta a malnutricién
proteica, sepsis o estimulo inflamatorio (Ookhtens and Kaplowitz 1998). Cuando la
oxidacion hepdtica de glicina se ve estimulada, en respuesta a altos niveles de
glucagdn o diabetes (Mabrouk, Jois et al. 1998), este aminoacido puede volverse un
factor limitante para la sintesis de GSH.

3.2.2. Roles del GSH

El GSH participa en muchas reacciones celulares. Elimina radicales libres y otras EROS
(como radical hidroxilo, ONOO- y H,0,) de forma directa e indirecta mediante
reacciones enzimaticas (Fang, Yang et al. 2002). Al hacerlo el GSH es oxidado a GSSG, el
cual luego es reducido por la glutatién reductasa en forma dependiente de NADPH
(Figura 7). Por otro lado, la glutation peroxidasa cataliza la reduccién GSH dependiente
de H,0,y otros perdxidos (Lei 2002).

El GSH también reacciona con varios elecréfilos, metabolitos endégenos como
estrégeno, melanina, prostaglandina y leucotrienos, y también con xenobidticos para
formar mercapturatos (Fang, Yang et al. 2002). Estas reacciones son iniciadas por
accion de la glutatién-S-transferasa. El GSH también se conjuga con *NO para formar
un aducto S-nitrosoglutatidn, el cual es clivado por el sistema tiorredoxina liberando
GSH y "NO (Fang, Yang et al. 2002). Tanto el GSH como el "NO son necesarios para la
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accion hepatica de agentes sensibilizadores a la insulina (Guarino, Afonso et al. 2003),
indicando su rol critico en la regulacidon de lipidos, glucosa y utilizacion de aminoacidos.
El GSH también sirve como sustrato para la formaldehido deshidrogenasa, la cual
convierte formaldehido y GSH a S-formil-glutatién (Townsend, Tew et al. 2003). La
remocién de formaldehido (un carcinégeno) es de importancia fisiolégica, debido a
que el mismo es producido por el metabolismo de metionina, colina, metanol,
sarcosina y xenobiodticos.

El GSH es requerido para la conversién de prostaglandina H, (un metabolito del 4cido
araquiddnico) a prostaglandina D, y E; por la endoperdxido isomerasa (Lu 2000).
Finalmente, la glutationilacién de proteinas como la tiorredoxina y la citocromo ¢
oxidasa, tiene un rol importante en la fisiologia celular (Townsend, Tew et al. 2003).
Asi el GSH cumple funciones de vital importancia en animales. Una concentracion
adecuada de GSH es necesaria para la proliferacion celular (Aw 2003), y un cambio en
el estado de oxidacion del GSH hacia GSSG activa varias vias de sefalizacion celular,
qgue involucran a la proteina kinasa B, fosfatasas, y factor nuclear KB (NFKB)
reduciendo la proliferacion celular y promoviendo la apoptosis (Sen 2000).

3.3. Acido ascérbico

El ascorbato, acido ascérbico o Vitamina C (AscH’) es un agente reductor y antioxidante
soluble en agua. El nombre "ascorbico" proviene del prefijo a-("sin") y del latin
scorbuticus ("escorbuto"), por su propiedad de preveniry curar el escorbuto.

En los humanos, lavitamina C (enantiémero L del acido ascérbico) no puede ser
sintetizada, por lo cual debe ingerirse a través de los alimentos. Esto se debe a la
ausencia de la enzima L-gulonolactona oxidasa, que participa en la ruta del 4cido urico.
El acido ascérbico puede sufrir 2 oxidaciones de 1 electrén consecutivas, resultando en
la formacién de radical ascorbato (Asc™) y acido dehidroascérbico (DHA) (Figura 8).

El ascorbato puede regenerarse de radical ascorbato y de DHA ya sea enzimaticamente
0 no enzimdticamente. El ascorbato se oxida en forma dependiente de pH
produciendo peréxido de hidrégeno (Calcutt 1951), oxidacidén que es acelerada en
presencia de metales cataliticos (Du, Cullen et al. 2012).
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Figura 8. Isoformas de acido ascérbico. Se observan las estructuras que puede tomar el acido
ascorbico mientras sufre reacciones de oxidacion/reduccién, protonacion y deprotonacion. Las
abreviaciones utilizadas son: AscH, acido ascdrbico; AscH’, forma mono anién; Asc*-, forma di
anion; AscH', radical libre ascorbilo; Asc”, semidihidroascorbato; DHA, dehidroascorbato; DHAA,
acido dehidro-L-ascdrbico. En azul se observan las estructuras que dominan la bioquimica de la
vitamina C. Imagen obtenida de (Du, Cullen et al. 2012)

La vitamina C es un importante antioxidante en plasma donde consume EROS y ayuda
a preservar la vitamina E en las lipoproteinas. Los GR, a diferencia de las células
sanguineas nucleadas que concentran ascorbato, presentan una concentracién de
ascorbato igual a la del plasma (50 pM). De todas formas, los GR tienen alta capacidad
para regenerar vitamina C de su forma oxidada DHA a expensas de GSH en una
reaccién redox directa. Ascorbato que tiene carga negativa a pH fisiolégico, entra y
sale de la célula lentamente. De todas formas se ha comprobado que preserva tanto la
concentracion de ascorbato en plasma como previene la oxidacién de tocoferol en LDL
plasmatica. Adema3s, el ascorbato intracelular mantiene y recicla el tocoferol de la
membrana del eritrocito disminuyendo la lipoperoxidacion (Mendiratta, Qu et al.
1998).

El ascorbato reacciona con las EROS, y se ha visto que in vitro protege a los GR del
estrés oxidativo generado por xenobidticos (Eroglu, Pandir et al. 2013). Ademas la
vitamina C ha sido estudiada como aditivo para mejorar la conservacién de los GR en
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almacenamiento con buenos resultados (Raval, Fontes et al. 2013). La suplementacion
con vitaminas Cy E in vivo mejora el desempefio cardiovascular, sin embargo, aumenta
la hemdlisis en pacientes con anemia falciforme, enfermedad asociada con un
aumento en el estrés oxidativo (Arruda, Mecabo et al. 2013).

3.4. Superoxido dismutasa

La superodxido dismutasa (EC 1.15.1.1) convierte el superdxido en H,0,. En mamiferos
existen 3 formas de SOD: MnSOD que se encuentra en el nucleo y la mitocondria
(McCord and Fridovich 1969), CuZnSOD que se encuentra en el citoplasma, nucleo y en
el espacio intermembrana en la mitocondria (Field, Furukawa et al. 2003), y por ultimo
SOD extracelular, que se encuentra en la membrana plasmatica (Folz and Crapo 1994).
Los GR Unicamente expresan CuZnSOD, también llamada SOD1 (luchi, Okada et al.
2009), es una enzima soluble homodimérica que cataliza la dismutaciéon de O, a H,0,
(Saito, Shinzawa et al. 1989, Zlatkovic and Filipovic 2011). Los genes que codifican esta
enzima se encuentran en el cromosoma 21 en humanos, y en el cromosoma 16 en
ratones (Indo, Yen et al. 2015).

Un homodimero de SOD1 consiste en 2 subunidades cataliticamente activas, unidas
por un enlace no disulfuro, sin embargo para crear y mantener la estructura de cada
mondmero si se utilizan enlaces disulfuros intramoleculares (Bouldin, Darch et al.
2012) (Figura 9). Los mondémeros formados contienen enlace disulfuro entre los
residuos Cys 57 y Cys 146, pero otras cisteinas pueden ser utilizadas en la obtencién
del plegamiento correcto (Chen, Shang et al. 2012, Wu, Shen et al. 2012). La pérdida
del enlace disulfuro intramolecular produce una enzima cataliticamente inactiva.

Figura 9. Estructura de la CuZnSOD. Estructura de resolucion atémica de la CuZnSOD humana,
las cadenas proteicas estan coloreadas de la regiéon N-terminal a la regidn C-terminal utilizando
un gradiente de colores. Imagen obtenida de Protein Data Bank (cédigo 2C9V) con referencia
(Strange, Antonyuk et al. 2006)
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Esta proteina fue designada originalmente como eritrocuproina, una proteina de
almacenamiento de cobre, hasta que McCord y Fridovich descubrieron su actividad
dismutasa. Alteraciones en la SOD1 se han visto asociadas con envejecimiento, cancer
y esclerosis lateral amiotréfica (Andersen and Al-Chalabi 2011, Ticozzi, Tiloca et al.
2011, Hitchler and Domann 2014). Los metales Cu(ll) y Zn(ll) se encuentran
coordinados en el sitio activo de la enzima por residuos de histidina, en humanos se
trata de los residuos His 46, 48, 60, 63, 71 y 120 (Hitchler and Domann 2014).

Los ratones deficientes en SOD1 sufren anemia hemolitica y mayor estrés oxidativo, y
producen anticuerpos anti productos de peroxidacion lipidica y anti-GR (Grzelak,
Kruszewski et al. 2009, luchi, Okada et al. 2009, Starzynski, Canonne-Hergaux et al.
2009). Estos ratones intensifican la via de las pentosas fosfato, probablemente para
fomentar la regeneracién de GSH (luchi, Okada et al. 2009).

Para la catdlisis, la SOD1 utiliza un mecanismo tipo ping pong que requiere el ingreso
sucesivo de 2 moléculas de O, (Figura 10). En este mecanismo los metales en el nucleo
catalitico de SOD1 toman un electrén del primer superdxido y redistribuyen la carga
negativa, lo cual favorece la atraccién de una segunda molécula de O, (Hitchler and
Domann 2014). SOD1 también tiene un bajo nivel de actividad peroxidasa, la cual es
Unica entre las SOD de mamifero (Figura 11). Un mecanismo Unico de SOD1 es la
capacidad de procesar ONOO’, llevando a la nitracién de residuos de tirosina (Beckman,
Ischiropoulos et al. 1992, Ischiropoulos, Zhu et al. 1992).
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Figura 10. Mecanismo catalitico de la CuZnSOD. La enzima trabaja mediante un mecanismo
ping pong, en el cual el primer superdxido que reacciona reduce al Cu en el sitio activo de la
holoenzima, depositando un electréon y quedando como oxigeno molecular. El segundo
superoxido acepta un electron del Cu y se convierte en perdxido de hidrégeno y deja el Cu
oxidado y pronto para aceptar otro electrén, cerrando asi el ciclo. Imagen obtenida de
(Hitchler and Domann 2014).
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Figura 11. Reacciones catalizadas por CuZnSOD. Esta enzima puede actuar como superéxido
dismutasa, como peroxidasa o catalizar la nitraciéon de tirosinas por ONOO-. Modificado a
partir de (Hitchler and Domann 2014).

3.5. Catalasa

La Catalasa (Cat, EC 1.11.1.6) es una enzima dependiente de hierro hémico que cataliza
muy eficientemente la descomposicion de H,0, para formar H,0 y O, (Putnam, Arvai
et al. 2000, Diaz, Loewen et al. 2012). Se trata de una enzima tetramérica con
subunidades de aproximadamente 60 kDa cada una, con 527 residuos de aminodcidos
y un grupo hemo con Fe** (Figura 12). El gen que la codifica se encuentra en la posicién
11 del cromosoma 13 en humanos.
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Figura 12. Estructura de la Catalasa de GR humano. Se observan las cadenas proteicas
coloreadas de la regidn N-teminal a la C-terminal utilizando un gradiente de colores. Imagen
obtenida del protein data bank (cédigo 1F4)) con referencia (Safo, Musayev et al. 2001).

La catalasa es muy abundante en los GR (Gaetani, Galiano et al. 1989). Debido a la
actividad de la catalasa se ha propuesto a los GR como eliminadores méviles de EROS,
protegiendo otras células del daio oxidativo (Agar, Sadrzadeh et al. 1986).

Esta enzima se ha visto implicada como un factor importante en la inflamacién
(Halliwell and Gutteridge 1984), la mutagénesis (Vuillaume 1987), la prevencion de la
apoptosis (Sandstrom and Buttke 1993, Islam, Kayanoki et al. 1997, Yabuki, Kariya et al.
1999), y la estimulacidn de tumores (Miyamoto, Hayashi et al. 1996).

La acatalasemia, o deficiencia en catalasa, era considerada una deficiencia enzimatica
benigna y asintomatica hasta el afio 2000 cuando se encontrd una fuerte correlacion
entre la acatalasemia y la diabetes mellitus (Goth and Eaton 2000, Ogata, Wang et al.
2008). La exposicidon a niveles elevados de H,0, puede daiar las células pancreaticas,
cuya concentracion en catalasa es baja (Olejnicka, Andersson et al. 1999).

El mecanismo catalitico de la catalasa consiste en una reaccién en 2 pasos (Deisseroth
and Dounce 1970). En el primer paso el Fe*" del hemo reduce una molécula de
peréxido de hidrégeno a agua y genera una especie oxiferril unida covalentemente
(Fe*"=0) con un radical porfirina (lvancich, Jouve et al. 1997) conocido como
compuesto I. En el segundo paso el compuesto | oxida una segunda molécula de
perdxido de hidrégeno a oxigeno molecular y se regenera la enzima férrica mas agua .
Los perdxidos organicos como el acido peroxiacético pueden sustituir al peréxido de
hidrégeno formando lentamente el compuesto |, sin embargo no reducen nuevamente
la catalasa (Chance 1949, Chance 1949). Con los sustratos adecuados el compuesto |
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puede ser reducido por un solo electrén para formar compuesto Il, en el cual la
porfirina se encuentra reducida pero se mantiene el centro oxyferril metal.

Muchas catalasas con hemo se unen al reductor NADPH, sin embargo el H,0, es la
fuente oxidante y reductor durante el ciclo catalitico normal (Fita and Rossmann 1985).

3.6. Glutation peroxidasa

La glutatiéon peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9) es una enzima que contiene selenio
(Awasthi, Beutler et al. 1975), reduce los perdxidos lipidicos (Gallo and Martino 2009) y
elimina el H,0, generado en la proximidad de la membrana celular (Nagababu, Chrest
et al. 2003). Se trata de una enzima intracelular presente en todos los tejidos de todos
los animales, y cataliza la reduccion por dos electrones de hidroperéxidos, utilizando al
GSH como equivalente de reduccién. Se trata de un homotetrdmero, con un PM por
subunidad de aproximadamente 21 kDa (Figura 13). Cada subunidad contiene un
atomo de selenio, que en su estado reducido es parte de un residuo de selenocisteina
(King and Zanella 2013) (An 2014).

Una deficiencia parcial en la glutatién peroxidasa de los GR produce una forma leve de
anemia hemolitica (Necheles, Steinberg et al. 1970). En la anemia de células
falciformes, la hemodlisis se correlaciona con niveles bajos de glutatidon peroxidasa, y el
tratamiento con hidroxiurea restaura la expresién de glutatidon peroxidasa aminorando
los sintomas (Cho, Kato et al. 2010).

El mecanismo de accién de estas peroxidasas implica la oxidacién de la selenocisteina
por transferencia de un adtomo de oxigeno, y la reduccidn del acido sulfénico ocurre
por una reaccion de intercambio que implica 2 GSH (Mauri, Benazzi et al. 2003) (Figura
14).

Figura 13. Estructura de Glutation peroxidasa 5 humana. Las cadenas proteicas estdn
coloreadas de la regién N-teminal a la C-terminal utilizando un gradiente de colores. Imagen
obtenida del protein data bank (cédigo 213Y) con referencia (Epp, Ladenstein et al. 1983).

31



RSSR H202

GPx-5eH

B

RSH H;0

GPx-Se-SR GPx-SeCH

H,0 RSH

Figura 14. Reaccion de la Glutatidon peroxidasa con H,0,. La peroxidacion del tiol por H,0,
genera acido sulfénico altamente reactivo. La reduccion ocurre por la reaccidon de intercambio
en la que se consumen 2 equivalentes de tiol (GSH). Imagen obtenida de (Rassaf, Bryan et al.
2003)

3.7. Glutarredoxina

La glutarredoxina (Grx, EC 1.20.4.1) (Figura 15) es una de las proteinas mas
importantes involucradas en el proceso de reduccidn de disulfuro y deglutationilacidn.
Las isoenzimas de Grx son proteinas de bajo peso molecular (10-16 kDa),
termoresistentes y funcionan como oxidorreductasas dependientes de GSH, que de
acuerdo a su estructura, pertenecen a la superfamilia thiorredoxina (Kalinina, Chernov
et al. 2014). La secuencia del sitio activo Cys-X-X-Cys/Ser se encuentra en la region N-
terminal, mientras que el sitio de unidon conservado se encuentra en la regién C-
terminal.

La forma oxidada de Grx, formada luego de la reduccién de disulfuros proteicos o
tioles glutationilados es reducida por GSH (Figura 16). Sin embargo la Grx2 entre otras
excepciones puede ser reducida por tiorredoxina reductasa (Johansson, Lillig et al.
2004).
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Figura 15. Estructura de Grx 5 humana. Estructura cristalina de Grx5 con un GSH unido en el
centro. Imagen obtenida de protein data bank (cédigo 2WUL).
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Figura 16. Reaccion de Grx. Esquema de las reacciones catalizadas por el sistema dependiente
de Grx. La forma oxidada de Grx formada luego de la reduccidn de los disulfuros proteicos es
reducida por GSH. Luego el GSH oxidado es reducido por glutatidn reductasa usando NADP(H+)
como coenzima.

Dependiendo de la estructura del sitio activo las Grx pueden ser ditiolicas o
monotiolicas (secuencias de sitio activo Cys-X-X-Cys o Cys-X-X-Ser) (Lillig, Berndt et al.
2008).

En cuanto a la catdlisis, las Grx monotidlicas participan en reacciones de
deglutationilacion. En este caso, la reduccidn de un sustrato glutationilado comienza
con el ataque nucleofilico del tiol catalitico de la Grx. El sustrato se libera con la
formacién de un intemediario glutationilado Grx-SSG. Finalmente la Grx se regenera
por GSH, formando GSSG. El mecanismo monotidlico también puede ser usado por
enzimas ditidlicas (Deponte 2013). Por otro lado, el mecanismo ditiélico requiere un
segundo residuo de cisteina, llamado cisteina resolutiva, que puede o no estar en el
sitio activo. El primer paso de la deglutationilacion es igual que en el mecanismo
monotiodlico, sin embargo el intermediaro glutationilado Grx-SSG libera el GSH
formando un enlace disulfuro intramolecular entre las cisteinas catalitica y resolutiva.
Este enlace puede ser reducido por 2 moléculas de GSH o por tiorredoxina reductasa
(Xing, Lauri et al. 2006).
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Los humanos tienen 4 isoenzimas de Grx: Grx1, Grx2 y Grx3, presentes tanto en el
nucleo como en en citosol (Lundberg, Fernandes et al. 2004, Lillig, Berndt et al. 2008,
Lonn, Hudemann et al. 2008), y Grx5 que se encuentra Unicamente en la mitocondria
(Hanschmann, Godoy et al. 2013).

3.8. Peroxirredoxinas

Las peroxirredoxinas (Prx, EC 1.11.1.15) son un grupo de enzimas dependiente de tiol
gue eliminan el perdxido de hidrégeno utilizando tiorredoxina como segundo sustrato
(Figura 17). Ademas de su actividad antioxidante las Prxs se han visto implicadas en
numerosas funciones celulares como proliferacién, diferenciacién (Nemoto,
Yamamoto et al. 1990) y sefializacion intracelular (Kang, Rhee et al. 2005).
Actualmente se han identificado 6 isoformas de esta enzima en mamiferos, Prx 1-6
(Hall, Karplus et al. 2009). Estas enzimas contienen un residuo de cisteina catalitico
Ilamada Cisteina Peroxidatica Cp que reacciona con otra cisteina llamada Resolutiva Cg
para formar un disulfuro intra o intermolecular, que ademas puede sufrir
sobreoxidacién por peréxidos (Low, Hampton et al. 2008). Se sabe que los residuos de
cisteina del sitio activo de las Prxs reaccionan con niveles bajos de H,0, (Low, Hampton
et al. 2008). En las células, el estado de oxidacidén de estos residuos de cisteina esta
regulado reversiblemente por los sistemas dependientes de  tiorredoxina vy
sulfirredoxina (Rhee and Woo 2011). Las Prxs son proteinas antioxidantes, y a la Prx2
se le ha prestado particular atencion como posible marcador de estrés oxidativo
(Matte, Low et al. 2010, Poynton and Hampton 2014). Existen estudios que reportan
que la Prx2 hiperoxidada puede servir como un indicador de oxidacion en los GR en
conservacion (Rinalducci, D'Amici et al. 2011, Rinalducci, D'Amici et al. 2011). Ademas
se han encontrado formas hiperoxidadas de proteinas de la familia Prx en neuronas
(Cumming, Dargusch et al. 2007) y en pacientes con enfermedad de Alzheimer
(Yoshida, Yoshikawa et al. 2009).
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Figura 17. Estructura de Prx4 humana. Estructura cristalografica de la peroxirredoxina 4
humana, una peroxirredoxina tipica de 2 cisteinas, en su forma homodecamérica. Imagen
obtenida de protein data bank (codigo 3TKP) con referencia (Wang, Wang et al. 2012).

Las Prx se expresan en gran cantidad, y su alta reactividad, asi como su especificidad
por los hidroperéxidos las hace sensores ideales para el H,0, enddgeno, vy
probablemente formen el primer paso en la sefializacién dependiente de H,0, (Flohe
and Ursini 2008, Winterbourn and Hampton 2008, Ferrer-Sueta, Manta et al. 2011,
Randall, Ferrer-Sueta et al. 2013, Sobotta, Barata et al. 2013). Las modificaciones
postraduccionales de las Prxs, las cuales pueden afectar su funcidn, estado redox,
estructura oligomérica, o interacciones con otras proteinas van a afectar la
sefializacion redox por H,0,, y existe una hipotesis (hipotesis de “floodgate” “de
compuerta”) que propone que la inactivacién de Prx via sobreoxidacién es una forma
de acumular H,0, para permitir la oxidacion de otras proteinas redox (Wood, Poole et
al. 2003). La presencia de sulfirredoxina, enzima que reduce especificamente 2Cys Prx
sobreoxidadas, apoya la relevancia bioldgica de la actividad de estas enzimas y el rol en
la sefializacién de su inactivacidn por oxidacién (Lowther and Haynes 2011).

Segln su estructura, las Prx se clasifican en 2 grupos: 1 Cys Prx y 2 Cys Prx, segun el
nimero se cisteinas activas cataliticamente para reacciones redox en su secuencia
(Hall, Karplus et al. 2009). El mecanismo de accién peroxidatica es conservado en
ambas clases, pero la forma de reciclaje al estado reducido difiere. Las Prxs también
pueden clasificarse seglin su habilidad para formar enlaces disulfuro inter o
intramolecularmente (denominandose Prx tipicas o atipicas respectivamente) (Hall,
Karplus et al. 2009).

Las 1 Cys Prx se oxidan en el residuo de cisteina catalitico para formar cisteina acido
sulfénico (Cys-SOH). La glutatién transferasa m o el acido ascorbico proveen el poder
reductor para reciclar el residuo de acido sulfénico.
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Figura 18. Mecanismos de las Prx. (a) El primer paso en la reduccién involucra el ataque

nucleofilico por la cisteina peroxidatica y la formacién del intermediario cisteina acido
sulfénico. (b) Tres mecanismos distinguen las clases de Prx, con cisteinas peroxidaticas y
cisteinas resolutivas en estado reducido (SpH y SgH), acido sulfénico (S,OH) o disulfuro . En el
caso de las 2 Cys Prx diméricas la cisteina peroxidatica y la resolutiva se originan en distintas
subunidades. Imagen obtenida de (Wood, Schroder et al. 2003)

En las 2-Cys Prx el sulfénico formado a nivel de la cisteina catalitica, de vida media muy
corta, reacciona con una segunda cisteina “resolutiva” para formar un enlace disulfuro
intermolecular en Prxs tipicas, e intramolecular en variantes atipicas. El paso de
reciclaje involucra la reduccién del disulfuro por el sistema tiorredoxina/tiorredoxina
reductasa, utilizando NADPH como fuente de poder reductor. Un segundo ciclo redox
puede actuar sobre el intermediario sulfénico de las 2-Cys Prx, donde la cisteina- acido
sulfénico puede ser oxidada nuevamente por H,O, para formar una cisteina-acido
sulfinico mas estable (Cys-SO,H), que puede ser reducido a cisteina-sulfénico por la
sulfiredoxina, una reductasa dependiente de ATP. La cisteina sulfinico puede oxidarse
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nuevamente con H,0, para formar cisteina sulfénico (Cys-SO3H). Esta reaccién es
irreversible y remueve la Prx del ciclo redox (Lim, Choi et al. 2008).

In vivo, las Prx con cisteinas sulfénicas han sido detectadas bajo intenso estrés
oxidativo en células Hela (Wagner, Luche et al. 2002, Lim, Choi et al. 2008). Mientras
que en condiciones normales las Prx con cisteinas sulfénicas y sulfinicas estan
presentes como especies minoritarias (Wagner, Luche et al. 2002).

La estructura cuaternaria de las Prx es dindmica, y cada estado conformacional puede
tener asociada una funcién. Las Prx oxidadas a disulfuro tienden a favorecer una
estructura dimérica, mientras que las Prx reducidas o hiperoxidadas pueden adoptar
también una estructura decamérica o dodecamérica (Cao, Roszak et al. 2005, Hall,
Karplus et al. 2009).

La Prx 2 en humanos y en levadura posee actividad tipo-chaperona cuando se
encuentra en los complejos de alto peso molecular (Barranco-Medina, Lazaro et al.
2009, Park, Lee et al. 2014).

3.9. Peroxirredoxina 2

La peroxirredoxina 2 (Prx2) es una 2-Cys Prx tipica, decamérica (arreglo de 5
homodimeros), sensible a la oxidacidn por perdxidos (Hall, Karplus et al. 2009, Rhee
and Woo 2011). Se encuentra presente a altas concentraciones en los GR (Moore,
Mankad et al. 1991, Low, Hampton et al. 2008), siendo la tercera proteina mas
abundante luego de la Hb y la anhidrasa carbdnica (Schroder, Littlechild et al. 2000,
Low, Hampton et al. 2007). Esta enzima es capaz de reducir perdoxido de hidrégeno,
hidroperéxidos organicos y ONOO- (Bryk, Griffin et al. 2000), protegiendo asi a los GR
del estrés oxidativo (Manta, Hugo et al. 2009), asi como participando en la
proliferacion y migracién celular (Immenschuh and Baumgart-Vogt 2005), y otras vias
de transduccion de sefiales. La Prx2 es una enzima citosdlica (identificada
originalmente como calpromotina), que se une a la membrana y participa en la pérdida
de K* en el GR por el canal de K* activado por Ca®* (Moore, Mankad et al. 1991, Low,
Hampton et al. 2008). La regeneracién de esta proteina requiere tiorredoxina
reductasa, cuya concentracién es baja en los GR (Low, Hampton et al. 2007).

Se ha observado que esta proteina es esencial para la sobrevida normal de los GR. Los
ratones “knock out” para Prx2 sufren anemia hemolitica, con formacidn de cuerpos de
Heinz (Lee, Kim et al. 2003), menor deformabilidad y aumento en la oxidacion de
proteinas de membrana que contienen residuos de cisteina (Lee, Kim et al. 2003,
Johnson, Ho et al. 2010, Yang, Kwon et al. 2012, Nagababu, Mohanty et al. 2013). Los
cuerpos de Heinz consisten en Hb desnaturalizada por oxidacion y estos
descubrimientos implican que la Prx2 es importante para proteger a los GR del estrés
oxidativo (Bayer, Maghzal et al. 2013).

La Prx2 ha sido evaluada por su uso potencial en diagndstico de enfermedades y en
terapia. Estudios de protedmica demostraron que la Prx2 es un posible biomarcador
para el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer (Yoshida, Yoshikawa et al. 2009),
tumores vasculares (Lee, Na et al. 2003) y cancer cervical (Kim, Yu et al. 2009). Prx2 es
también un factor de supervivencia tumoral, y se cree que la inhibicién de Prx2 podria
sensibilizar a las células tumorales a la accion de agentes quimioterapéuticos (Lee, Lee
et al. 2011). También se ha observado que la inhibicidn de Prx2 sensibiliza a las células
de glioma al estrés oxidativo, indicando el posible papel de esta proteina como agente
terapéutico (Smith-Pearson, Kooshki et al. 2008).
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La Prx2 es una proteina tipica de 2 cisteinas, que consiste en mondémeros de 22kDa
gue forman homodimeros. Estos existen en condiciones fisioldgicas principalmente en
la forma reducida ditiol (Hall, Karplus et al. 2009, Rhee and Woo 2011). Los
homodimeros son alineados tal que la cisteina peroxidatica (Cp) de un mondmero se
encuentre opuesta a la cisteina resolutiva (Cg) del otro mondémero. La Cp es muy
susceptible a la oxidacién por peréxido de hidrégeno, la cual resulta en la formacién de
un dimero unido por enlace disulfuro (Hall, Karplus et al. 2009). Este dimero es
reciclado por el sistema tiorredoxina (Trx)/Tiorredoxina reductasa (TrxR). El reciclado
es lento en los GR debido al bajo nivel de TrxR, lo que lleva a la acumulacién del
dimero en condiciones de estrés (Low, Hampton et al. 2007). La Prx2 del GR es oxidada
por el H,0, producido de la auto oxidacion de la Hb o por fuentes exdgenas (Low,
Hampton et al. 2007). A pesar de que los GR también contienen catalasa y glutatién
peroxidasa, pareceria que cuando el H,0, se agrega en concentraciones bajas el mismo
es consumido mayoritariamente por la Prx2 (Johnson, Goyette et al. 2005, Low,
Hampton et al. 2007). La oxidacién reversible de la Prx2 también es causada por la
adicion de acido hipocloroso (HOCI) y cloroaminas al eritrocito (Stacey, Peskin et al.
2009). Ademas nuestro grupo de trabajo demostro recientemente que la Prx2 del GR
no soélo es susceptible a la sobreoxidacién por ONOO-, sino que también puede nitrarse
durante la catalisis (Manta, Hugo et al. 2009). Sorprendentemente, la nitracion
transforma a la enzima en una peroxidasa mas activa y robusta (Randall, Manta et al.
2014). La Prx2 nitrada ha sido detectada en el cerebro de pacientes con enfermedad
de Alzheimer (Reed, Pierce et al. 2009).

El primer paso en la catdlisis de la reacciéon con H,0; es la reaccidn de la Cp con H,0,
para formar un derivado del acido sulfénico (Cp-SOH) el cual, en las Prx de 2 cisteinas
(2Cys Prx) reacciona con otro residuo de cisteina, la Cg, para formar un disulfuro, el
cual es reducido por el sistema dependiente de NADPH tiorredoxina/tiorredoxina
reductasa (Figura 19) (Hofmann, Hecht et al. 2002, Wood, Poole et al. 2003, Wood,
Schroder et al. 2003, Rhee, Chae et al. 2005). En las Prx tipicas de 2 cisteinas o en la
subfamilia Prx1 (Prx 1-4 en mamiferos (Copley, Novak et al. 2004)), la reaccion ocurre
entre Cp-SOH de una subunidad y Cp-SH de otra subunidad, asi cada homodimero
contiene 2 sitios activos (Wood, Schroder et al. 2003). Ademas para la formacion del
disulfuro intermolecular es necesario un cambio conformacional que aproxime la Cp-
SOH de una subunidad a la Cg de la otra subunidad. Este rearreglo involucra la
transicion del llamado estado totalmente plegado (FF por su nombre en inglés “fully
folded”), en la cual Cp y Cg se encuentran a una distancia aproximada de 14A, a la
conformacion localmente desplegada (LU por su nombre en inglés “locally unfolded”
(Wood, Poole et al. 2002, Wood, Poole et al. 2003, Perkins, Nelson et al. 2013). El
intermediario acido sulfénico puede reaccionar con Cg-SH formando un disulfuro, o
con una segunda molécula de H,0, para formar acido sulfinico (sobreoxidacién),
inactivando la actividad peroxiddtica. La oxidacién de la cisteina a cisteina acido
sulfinico (CpSO,H) es una modificacidn postraduccional irreversible para la mayoria de
las proteinas, pero no para las 2-Cys Prx, donde la sulfirredoxina cataliza la reduccién
especifica de Cp-SO,H en un mecanismo dependiente de ATP (Biteau, Labarre et al.
2003, Jonsson, Murray et al. 2008).
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Figura 19. Prx2. (A) Ciclo catalitico de la Prx2: 1, reaccién de una molécula de peréxido con el
tiolato de la Cp para formar cisteina acido sulfénico. 2, transicion de la conformacion FF a la
conformacion LU. 3, reaccién de C, acido sulfénico con Cg. 4, reduccion del disulfuro. 5,
sobreoxidacion de Cp, a 4cido sulfinico. 6, reduccién de cisteina acido slufinico por
sulfirredoxina/ATP. Imagen obtenida de (Randall, Manta et al. 2014) (B) Sitio activo de la Prx2
humana en su conformacién totalmente plegada (FF). Imagen obtenida de (Randall, Manta et
al. 2016).

3.9.1. Rolde laPrx2

Experimentos realizados por Low y colaboradores (Low, Hampton et al. 2007)
confirmaron la relevancia de la Prx2 para el consumo de H,0, en los GR humanos.
Determinaciones de las constantes para la reduccién de H,0, por los GR humanos
estan en el rango de 10’ - 10 M's™ (Peskin, Low et al. 2007, Manta, Hugo et al. 2009).
Estos valores indican que la contribucién de esta enzima al consumo de H,0, es muy
grande. La Prx2 también cumple un rol protegiendo a la Hb de la agregacién (Han, Kim
et al. 2012) y uniendo muchas proteinas, algunas de ellas de forma redox dependiente
(Moore and Shriver 1997, Rinalducci, D'Amici et al. 2011, Matte, Bertoldi et al. 2013,
Pallotta, D'Alessandro et al. 2013).

Con la gran capacidad de consumo de H,0, de la Prx2 (Peskin, Low et al. 2007, Manta,
Hugo et al. 2009) asi como su alta concentracién (Moore, Mankad et al. 1991, Cho,
Kato et al. 2010) ella sola podria ser la responsable de remover el H,0, fisioldgico en
los GR humanos. Sin embargo cuando 5x10° GR/dm? son expuestos a un bolo de H,0,
5mM durante 1 minuto la mayor parte de la Prx2 es oxidada (Low, Hampton et al.
2007), lo que implicaria que la constante de consumo de H,0, real es menor que la
encontrada en la proteina purificada. Debido a esto algunos autores sugieren que la
actividad peroxidasa de la Prx2 se encuentra fuertemente y reversiblemente inhibida
en las células (Benfeitas, Selvaggio et al. 2014).

3.9.2. Prx2 enla membrana del GR

Los GR humanos han sido estudiados de forma intensiva, y se ha desarrollado un
modelo general para la organizacién estructural de su membrana (Mohandas and
Gallagher 2008). Los complejos macromoleculares de proteinas integrales de
membrana se encuentran anclados mediante proteinas que las entrelazan a una
estructura supramolecular, llamada esqueleto de la membrana. La Banda 3 es la
proteina integral de membrana mds abundante, y mediante su interaccién con la
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ankirina, une la bicapa a la red de proteinas de membrana y juega un papel crucial en
la manutencién de la cohesidn de la membrana (Mohandas and Gallagher 2008).

La banda 3 cumple un rol fundamental en la asociacién a la membrana de enzimas
glicoliticas, y por lo tanto en el metabolismo celular (Lewis, Campanella et al. 2009).
Esta proteina es un lugar de unién para la Hb desnaturalizada y los hemicromos, esto
hace que oxidantes se generen en proximidad a la membrana y a complejos
multiproteicos (Campanella, Chu et al. 2005, Lewis, Campanella et al. 2009), lo que
puede inducir dafio oxidativo en la membrana del GR.

La Prx2 funciona como antioxidante para el H,0, generado de forma enddgena, y
evidencia reciente sugiere un rol como chaperona en varios modelos celulares (Wood,
Schroder et al. 2003). En los GR la Prx2 fue caracterizada inicialmente como una
proteina asociada a membrana, cuya unién de forma reversible a la membrana estaba
asociada a la regulacion del canal de potasio activado por calcio (canal de Gardos)
(Moore, Mankad et al. 1991, Plishker, Chevalier et al. 1992, Moore and Shriver 1997,
Moore, Shriver et al. 1997).

Estudios recientes demuestran la union de Prx2 al dominio citosdlico N terminal de la
Banda 3 en el GR, observdndose que los primeros 11 amino acidos de dicho dominio
son criticos para esta asociacion (Matte, Bertoldi et al. 2013).

Existen estudios en los que se observan cambios dependientes del almacenamiento en
la asociacion de la Prx2 a la membrana del GR (Bosman, Lasonder et al. 2008,
Antonelou, Kriebardis et al. 2010).

3.9.3. Prx2y glutationilacidén

El tripéptido GSH es el principal antioxidante intracelular de bajo peso molecular.
Niveles bajos de GSH resultan en un aumento en las EROS, deterioro en la respuesta
inmune, inflamacién y mayor susceptibilidad a las infecciones (Ghezzi 2011). Estudios
recientes sugieren un rol tanto para el GSH como para el GSSG en la regulacién de
funciones celulares y expresion génica (Schafer and Buettner 2001, Fratelli, Goodwin
et al. 2005). El GSH participa en la regulaciéon redox de la inmunidad (Ghezzi 2005,
Ghezzi 2013) via la formacién de disulfuros mixtos con residuos de cisteinas, proceso
conocido como glutationilacién. Se sabe que este proceso regula la sefializacién de
proteinas y factores de transcripcién. La activaciéon inmune, induce a los macroéfagos a
liberar proteinas glutationiladas, probablemente mediante una via no clasica (Salzano,
Checconi et al. 2014). Se ha demostrado que la forma glutationilada de la Prx2 se
encuentra entre las proteinas liberadas en respuesta al estimulo inflamatorio (Salzano,
Checconi et al. 2014), y que esta proteina puede glutationilarse tanto en Cp como en
Cr. La glutationilacién de Prx2 se ha sugerido como un mecanismo de proteccion
contra el estrés oxidativo, y recientemente Winterbourn y colaboradores (Peskin, Pace
et al. 2016) reportaron que la glutationilacién de las cisteinas del sitio activo de la Prx2
del GR es revertida por por Grxl y GSH, que vuelven la peroxidasa activa, y
propusieron el sistema GSH/Grx como una alternativa al Trx/TrxR. Si bien el sistema
GSH/Grx1 es mas lento, puede ser prominente en situaciones donde la actividad TrxR
es baja (Low, Hampton et al. 2007, Peskin, Pace et al. 2016). En eritrocitos knock-out
para Grx1 pudieron detectar Prx2 glutationilada (Peskin, Pace et al. 2016).

Los avances en protéomica, en particular en la célula eritrocitica, han identificado una
extensa lista de proteinas en el citosol y la membrana del GR que fueron compiladas
en (Goodman, Daescu et al. 2013) con mas de 2200 entradas. En esta Introduccién
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hemos presentado brevemente sélo las proteinas mas abundantes del GR y con efecto
sobre la homeostasis redox de esta célula. Aproximaciones con geles nativo también
han demostrado multiples interacciones entre estas proteinas con mas de 50
complejos multiproteicos identificados (Pallotta, D'Alessandro et al. 2013, Zolla,
D'Alessandro et al. 2015).

4. Envejecimiento y remocion de GR

4.1. GRy envejecimiento celular

El envejecimiento celular representa una serie de cambios tiempo dependientes y
unidireccionales, pero no necesariamente lineales que llevan a la remocién de la
circulacién (Aminoff, Rolfes-Curl et al. 1992). En condiciones normales los GR viven
12044 dias en la circulacidn, lo que implica la existencia de mecanismos moleculares
muy regulados responsables de programar la vida y la remocién no aleatoria de estas
células (Walsh, Lutz et al. 2002, Franco 2009). Se han reportado varios cambios en las
enzimas antioxidantes SOD1, catalasa y GPx durante el envejecimiento (Glass and
Gershon 1984), asi como la deamidacién de la proteina 4.1 b a 4.1 a (Lutz, Stammler et
al. 1992). También existen estudios que indican cambios en el metabolismo del
glutation como respuesta al envejecimiento celular, incluyendo cambios en enzimas
involucradas en la via de las hexosas monofosfato (Abraham, Taylor et al. 1978,
Magnani, Piatti et al. 1983, Glass and Gershon 1984, Imanishi, Nakai et al. 1985,
Imanishi, Nakai et al. 1986). Esto incluye cambios en el glutatidn, glutation reductasa y
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la cual produce el NADPH necesario para la
reduccién del GSSG. Ademds existen cambios metabdlicos que resultan en una
disminucion del metabolismo de la glucosa. Este cambio es atribuido a la glicolisis
anaerobia (via de Embden-Myerhoff). Este metabolismo de glucosa reducido es
causado principalmente por una disminucién en la actividad hexoquinasa. Se ha
observado que el metabolismo de glucosa reducido resulta en una disminucién en el
ATP (Bartosz, Grzelinska et al. 1982, Magnani, Piatti et al. 1983). Una reduccion en el
ATP afecta muchos procesos celulares. También puede contribuir a la remocion de los
GR de la circulacién mediante una disminucion en la actividad de Ca-ATPasa, la cual
limita la concentracién de calcio intracelular. EI ATP también es requerido para la
actividad flippasa, la cual mantiene la asimetria fosfolipidica que previene la exposicion
de fosfatidil serina (Devaux, Herrmann et al. 2008). La incertidumbre en muchos de
estos datos es debida a varios asuntos: (i) Muchos de estos estudios han sido
realizados con animales y pueden no estar relacionados directamente con los humanos
(ii) Muchos estudios fueron realizados usando la separacion celular por densidad, y si
bien se ha demostrado que las células envejecidas son mds densas, no parece que
exista una relaciéon lineal entre la edad celular y la densidad. (iii) Al lidiar con los
cambios tiempo dependientes en los GR es necesario distinguir entre cambios
atribuidos a reticulocitos convirtiéndose en GR maduros, y el subsecuente
envejecimiento de GR maduros. Existen numerosos cambios (entre ellos en muchas
enzimas) que ocurren durante la maduracidon del reticulocito asi como también
durante el envejecimiento de los GR, y las fracciones menos densas de GR tienden a
tener una alta densidad de reticulocitos, es por lo tanto dificil diferenciar entre ambos
procesos. Sin embargo es posible determinar la concentracidon de reticulocitos en
cualquier fraccién (Siekmeier, Bierlich et al. 2000). Ademas, estos niveles son por lo
general muy bajos en las fracciones mas densas de los gldbulos rojos. Asi, aunque la
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densidad de fraccionamiento no proporciona una medida precisa de los cambios
dependientes del tiempo, puede proporcionar una medida de los cambios que ocurren
durante el envejecimiento.

Aunque existen incertidumbres acerca de los cambios que se producen durante el
envejecimiento celular, estd claro que a medida que el GR envejece disminuye la
capacidad de la célula para neutralizar EROS (Glass and Gershon 1984). Esto fue
confirmado por estudios (Glass and Gershon 1984), donde se determind el consumo
de azul de tripano después de tratar las células con xantina oxidasa. Ellos encontraron
que las células mas viejas fueron danadas mas facilmente. Este aumento de la
susceptibilidad al dafio oxidativo conduce a una sinergia donde los procesos oxidativos
del GR descritos anteriormente son mas pronunciados en las células mas viejas,
exacerbando aun mas el proceso de envejecimiento.

También se ha demostrado que durante la vida del GR existe una disminucién de
volumen y un aumento en la concentracion de Hb (Werre, Willekens et al. 2004),
observandose glicaciéon de la misma (Bosch, Werre et al. 1992). Los GR envejecidos
también tienen menor deformabilidad y una mayor rigidez en su membrana, debido al
proceso de vesiculacion. Este proceso ocurre durante toda la vida del GR, pero es
acelerado en la segunda mitad de la misma (Willekens, Roerdinkholder-Stoelwinder et
al. 2003). Las vesiculas son rapidamente removidas por el sistema fagocitico
mononuclear, especialmente por células Kupffer en el higado. Esta remocién es
mediada por receptores que se unen a fosfatidilserina en la membrana de la vesicula
(Willekens, Roerdinkholder-Stoelwinder et al. 2003).

Todas estas sefales de senescencia celular no parecen expresarse de forma gradual en
los GR sino que aparecen de forma rapida y no lineal en la etapa terminal del proceso
de envejecimiento, probablemente inmediatamente antes de la remocién de los GR
por el sistema fagocitico mononuclear (Franco 2009).

4.2. Remocion de los GR de la circulacion

Los GR maduros, sin nucleo, carecen también de muchas de las caracteristicas de otras
células que son responsables de su supervivencia y correcto funcionamiento. No
contienen mitocondrias para un metabolismo oxidativo eficiente, tampoco tienen ADN
o ribosomas necesarios para la sintesis proteica para remplazar las proteinas dafiadas,
y la sintesis de novo de lipidos también estd impedida metabdlicamente.

Los GR en la circulacidn sufren senescencia, lo que limita su vida a 100-120 dias (Kiefer
and Snyder 2000, Arese, Turrini et al. 2005, Bosman, Willekens et al. 2005). Este
proceso involucra la uniéon de hemicromos (producto de oxidacidn y agregacion de la
Hb) a la banda 3, agrupamientos de banda 3 y deposicién de fragmentos C3 del
complemento asi como inmunoglobulinas anti-banda 3 (Lutz 2004).

Los GR se encuentran expuestos constantemente a estrés oxidativo durante su vida en
la circulacién, esto conlleva cambios fisicos y bioquimicos constantes. Estos cambios
alteran la capacidad de los GR de transportar oxigeno y finalmente provocan la
eliminacién de los mismos de la circulacién por el sistema fagocitico mononuclear. Este
sistema involucra a las células fagociticas mononucleares principalmente en el bazo, y
también en el higado y ganglios linfaticos (Figura 20). Los procesos responsables de la
activacién real de la eliminacion se han estudiado ampliamente (Ajmani and Rifkind
1998, Barvitenko, Adragna et al. 2005, Rogers, Said et al. 2009, Antonelou, Kriebardis
et al. 2010). La unién de la inmunoglobulina G autdloga (IgG) a los GR inicia la
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Figura 20. Fagocitocis de GR.
Micrografia electrénica de
transmisién mostrando la
fagocitosis de un GR envejecido
por un macréfago del sistema
reticulo endotelial (tomado de:
http://medcell.med.yale.edu/).

remocion de los GR senescentes. Un numero relativamente pequeiio de
inmunoglobulinas (100-500 moléculas de IgG/célula) son suficientes para activar la
fagocitosis (Kay 2005).

La microvesiculaciéon de la membrana es un proceso regulado que se acelera en las
células envejecidas (Wyse and Butterfield 1989) y se afirma es responsable del
aumento de la densidad celular junto con una disminucién de la deformabilidad y
flexibilidad (Bartosz 1991, Waugh, Narla et al. 1992). Estos cambios limitan la
capacidad de los GR para mantener la forma bicéncava altamente deformable
necesaria para atravesar capilares estrechos, contribuyendo asi a su eliminaciéon de la
circulacién (Rifkind and Nagababu 2013). Se ha demostrado que las vesiculas formadas
contienen niveles elevados de fosfatidilserina (PS), 1gG, y productos de degradacién de
la banda 3 con sitios antigénicos expuestos, lo que se ha demostrado activa la
remocion de los GR de la circulacién. Debido a esto se ha sugerido que la vesiculacidn
de los GR podria ser un mecanismo de auto proteccion para aumentar la vida util de
los mismos (Willekens, Roerdinkholder-Stoelwinder et al. 2003, Willekens, Werre et al.
2008). Los GR senescentes son marcados para su remocién por la unién de IgG
autdloga a antigenos de envejecimiento que surgen por cambios en la conformacién
de la membrana (Kay 2005).

4.3. Eriptosis

Ademads de la senescencia, se ha visto que los GR pueden sufrir un tipo de muerte
programada o eriptosis, la cual se caracteriza por el encogimiento celular, vy
translocacion de fosfatidil serina del interior de la membrana celular a la superficie
exterior (Lang, Lang et al. 2006, Lang, Qadri et al. 2012). Como la proteina anexina V se
une a la fosfatidil serina con gran afinidad, la misma es utilizada para detectar células
eriptéticas (Lang, Lang et al. 2006, Lang, Qadri et al. 2012).

Los GR no poseen nucleo ni mitocondria, elementos criticos en la apoptosis, por lo que
no pueden sufrir la cldsica apoptosis. Sin embargo la eliminacién de los GR envejecidos
tiene muchos puntos en comun con la apoptosis, como son el encogimiento celular, la
formacién de vesiculas, y la aleatorizacién de componentes de la membrana celular,
llevando a la externalizacidn de fosfatidil serina (Lang, Qadri et al. 2011). La eriptosis
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puede ser causada por varios factores que incluyen shock osmético (Lang, Duranton et
al. 2003), deplecién de energia (Lang, Roll et al. 2002) y estrés oxidativo (Bracci,
Perrone et al. 2002, Lang, Roll et al. 2002, Barvitenko, Adragna et al. 2005). También
puede ser estimulada por una amplia variedad de xenobidticos (Felder, Hoelzle et al.
2011, Ghashghaeinia, Toulany et al. 2011, Lang, Jilani et al. 2011, Qadri, Kucherenko et
al. 2011, Abed, Towhid et al. 2012, Abed, Towhid et al. 2012, Gao, Cheung et al. 2012,
Jilani, Lupescu et al. 2012, Lang, Qadri et al. 2012, Zelenak, Pasham et al. 2012, Ahmed,
Langer et al. 2013, Zbidah, Lupescu et al. 2013), y la eriptosis excesiva contribuye a la
patofisiologia de enfermedades como la diabetes (Calderon-Salinas, Munoz-Reyes et
al. 2011, Maellaro, Leoncini et al. 2013), insuficiencia renal (Polak-Jonkisz and Purzyc
2012), malaria (Foller, Bobbala et al. 2009, Lang, Kasinathan et al. 2009) y anemia de
células falciformes (Lang, Roll et al. 2002).

Antes de la senescencia, los eritrocitos pueden experimentar dafios que pueden
comprometer su integridad y su supervivencia (Lang, Qadri et al. 2011). En promedio,
los GR pasan una vez por minuto por los pulmones donde se ven expuestos a estrés
oxidativo, y por los rifiones y la médula donde se ven sometidos a shock osmético.
Ademads los GR tienen que pasar por capilares que son mas pequefios que la célula
(Lang, Lang et al. 2005), debido a esto la integridad del eritrocito se ve constantemente
desafiada (Pandey and Rizvi 2011). Ademas de estos desafios los GR también se ven
expuestos a las acciones oxidativas de las EROs producidas en la circulacién (Perrone,
Tataranno et al. 2012), asi como a una variedad de xenobidticos durante su vida en la
circulacién (Pandey and Rizvi 2011). En estas condiciones los GR pueden sufrir eriptosis,
removiendo los GR dafiados del sistema circulatorio. La eriptosis también puede
resultar de defectos genéticos en enzimas como la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, o
defectos en la sintesis de Hb como talasemia o anemia de células falciformes (Lang,
Qadri et al. 2012).

Tanto el encogimiento celular como la externalizacion de fosfatidil serina puede
resultar en un aumento en el Ca* intracelular (Lang, Qadri et al. 2012), el cual puede
entrar por los canales catidnicos no selectivos permeables a Ca®* (Foller, Kasinathan et
al. 2008, Foller, Sopjani et al. 2009), los cuales son activados por prostaglandinas
(Kaestner and Bernhardt 2002, Lang, Kempe et al. 2005) y por estrés oxidativo
(Duranton, Huber et al. 2002, Brand, Sandu et al. 2003). La entrada de Ca®" activa los
canales de K' sensibles a Ca** (Brugnara, de Franceschi et al. 1993), produciendo la
fuga de K*, hiperpolarizacién de la membrana celular, fuga de CI" y consecuentemente
la pérdida de KCl y agua por osmosis (Lang, Kaiser et al. 2003). La pérdida de KCl es
mayor que la entrada simultdnea de Na’. La disminucién de K" celular lleva a una
despolarizacién gradual. Eventualmente el aumento de Na* excede la pérdida de K* y la
célula se hincha (Lang, Busch et al. 1998). El hichamiento excesivo de la célula conduce
a una ruptura en la membrana con consiguiente hemdlisis (Lang, Busch et al. 1998,
Duranton, Huber et al. 2002). La concentracién elevada de Ca** activa la translocacion
de fosfatidil serina a la superficie del GR (Berg, Engels et al. 2001). Ademas del estrés
oxidativo, la eriptosis también puede ser inducida por shock osmético (Lang, Duranton
et al. 2003), deplecion de energia (Klarl, Lang et al. 2006) y activacidon de caspasas
(Lang, Qadri et al. 2012, Lau, Chen et al. 2012, Maellaro, Leoncini et al. 2013).

La eriptosis es inhibida por el "NO (Nicolay, Liebig et al. 2008). En células nucleadas el
‘NO inhibe la apoptosis, en parte debido a la inhibicion de caspasas (Dimmeler,
Haendeler et al. 1997, Rossig, Fichtlscherer et al. 1999), éstas sin embargo no son de
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importancia critica para la activacidn de la eriptosis. De forma similar a lo que ha sido
observado para la apoptosis de células nucleadas (Melino, Bernassola et al. 1997,
Haendeler, Hoffmann et al. 2002, Haendeler, Hoffmann et al. 2004, Benhar and
Stamler 2005), el "NO puede ser efectivo contra la eriptosis por la nitrosilaciéon de
enzimas necesarias para la induccién de la aleatorizacion de los fosfolipidos de
membrana (Nicolay, Liebig et al. 2008).

5. GR en almacenamiento para transfusion
La transfusion de sangre puede salvar vidas de pacientes que pasan por una
intervencion quirdrgica prolongada o quienes sufren de una enfermedad congénita o
adquirida. La transfusion de glébulos rojos se usa principalmente para tratar
hemorragias severas y para mejorar el transporte de oxigeno tisular. Para asegurar la
seguridad y calidad de los productos sanguineos, su recoleccidn, produccion y
almacenamiento en los bancos de sangre a nivel mundial se rige por rigurosos
protocolos elaborados por las autoridades sanitarias. Los concentrados de GR para
transfusion son un producto muy preciado, con una vida util corta, por lo tanto
necesita de una donacién de sangre permanente. Se ha generado una industria de
productos sanguineos artificiales y una linea intensa de investigacidn en sangre
artificial o sustitutos, “hemoglobin-based oxygen carriers” (HBOC), “blood substitutes”
(Mozzarelli, Ronda et al. 2010).
Continuamente se buscan soluciones alternativas, mas eficientes y en lo posible mas
econdmicas. Al ser la sangre de donantes el producto aun mas utilizado, preciado y
escaso, se trata de mejorar las condiciones de almacenamiento para prolongar su vida
util, siendo éste un particular foco de la medicina de transfusién. El uso de nuevas
bolsas plasticas y mejores soluciones de preservacion, ha logrado extender el uso de
concentrado de GR para transfusion a 42 dias (6 semanas) a 4 °C.
En Uruguay se establece que la sangre para transfusién debe ser extraida en citrato-
fosfato-dextrosa (CPD) como anticoagulante, centrifugar, separar el plasma vy
almacenar los glébulos rojos en solucién salina de adenina, gucosa y manitol (SAGM).
No se realiza leucofiltracién, aunque se ha demostrado que la remocidn de los gldbulos
blancos disminuye la acumulaciéon de oxidantes EROS y mejora las condiciones de
almacenamiento (D'Alessandro, D'Amici et al. 2012). Otra demostracion reciente ha
sido la mejor performance de nuevas soluciones de preservacién, “alternative storage
solutions, AS”, AS-1 y AS-3 y mas recientemente AS-7, que la tradicional SAGM
(Sparrow 2012). Otra estrategia para retardar el agotamiento de ATP del GR durante
periodos prolongados de almacenamiento, es la suplementacidon con una solucién de
“rejuveneciemiento” que contiene adenina, inosina, fosfato de sodio y piruvato
(Meyer, Dumont et al. 2011). También se ha usado un protocolo de rejuvenecimiento,
gue consiste en tratar los concentrados de GR con esta solucidn de rejuvenecimiento
inmediatamente antes de ser transfundidos, aunque los resultados han sido
controversiales (Valeri, Vecchione et al. 1980, Valeri, Zaroulis et al. 1980).
Dado el papel central que juega el estrés oxidativo en la generacién de lesiones de
almacenamiento (storage lesions), se han propuesto varias formulaciones que incluyen
altas dosis de antioxidantes, en particular vitamina C, E y glutation (Stowell, Smith et al.
2013, Pallotta, Gevi et al. 2014, Pallotta, Naro et al. 2014). Si bien se observaron
mejoras en términos de homeostasis redox, menor fragilidad de membrana,
preservacién de la morfologia y mejor recuperaciéon post-transfusién en modelo
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murino (Stowell, Smith et al. 2013), se reportaron consecuencias negativas en el
metabolismo energético ya que algunos antioxidantes como DHA compiten con
glucosa por el transportador GLUT (Pallotta, Gevi et al. 2014). Algunos han
recomendado que los donantes aumenten la ingesta de antioxidantes en la dieta,
previo a la donacién de sangre. Otra propuesta ha sido la remocion de vesiculas por
filtracidén, previo a la transfusién, de manera de disminuir respuestas inmunogénicas e
inflamatorias en los pacientes transfundidos (Cortes-Puch, Wang et al. 2014, Silliman,
Kelher et al. 2014). Lo ultimo en medicina de transfusion es la posibilidad de usar
células madre ex vivo induciéndolas a diferenciarse en eritrocitos maduros para la
transfusion (revisado en (Zeuner, Martelli et al. 2012)

5.1. Requerimientos para la transfusion

El almacenamiento de los GR para transfusion estd acompafnado de la exacerbacién del
proceso de envejecimiento, proceso al que se refiere muchas veces como “lesiones de
almacenamiento” (Wolfe 1985, D'Alessandro, Liumbruno et al. 2010, Hess 2010, Lion,
Crettaz et al. 2010, Karon, van Buskirk et al. 2012). Las condiciones de almacenamiento
imponen un desafio importante para la manutencion del metabolismo de los GR (Gevi,
D'Alessandro et al. 2012), especialmente para los compuestos de fosfato de alta
energia como son el ATP y 2,3-DFG (D'Alessandro, Liumbruno et al. 2010, Hess 2010,
Lion, Crettaz et al. 2010, D'Alessandro, D'Amici et al. 2012, Gevi, D'Alessandro et al.
2012, Karon, van Buskirk et al. 2012).

Los requerimientos para que los GR puedan ser transfundidos son que al final del
periodo de almacenamiento, un promedio de al menos 75% de los GR permanezcan en
la circulacion luego de 24h post- transfusion (Aalberts, Schuurman et al. 2010), y que la
hemdlisis sea menor a 1% (Zimrin and Hess 2009).

El método mas utilizado para medir la sobrevida y la recuperacion de las células
transfundidas, es marcar las mismas con crt (Hess 2006), aunque recientemente
también se estd utilizando la marcacién con biotina (Mock, Widness et al. 2014). La
recuperacion es la fraccion de células inyectadas que circulan luego de la infusidn, y la
sobrevida es el periodo de tiempo por el que circulan. En estos estudios la sangre que
es transfundida es la del propio voluntario, o sea que el donante y el receptor son la
misma persona (Zimrin and Hess 2009). Estos estudios tienen la ventaja que la
remocién mediada por anticuerpos no interfiere con las observaciones, y la reduccién
en la recuperacién y la sobrevida puede ser atribuida al dafio de las células debido al
sistema de almacenamiento o al paso del tiempo. El problema de este método es que
consume mucho tiempo, somete a los voluntarios a niveles bajos de radiacién y da
resultados muy distintos de un voluntario a otro (Reid, Babcock et al. 1999),
observandose que los GR de algunos voluntarios se conservan mejor que los de otros
(Reid, Babcock et al. 1999).

5.1.1. Cémo se almacenan los GR para transfusion

La sangre total se extrae del donante en una solucién de CPD (3,27 g/I Acido Cirtico,
26,3 g/l Citrato Trisddico, 2,51 g/l Fosfato de Sodio y 25,5 g/l Glucosa), la cual evita su
coagulacion. Luego se separan los GR por centrifugacién y se almacenan a 42C en
medio SAGM (NacCl 8,8 g/L, Glucosa 8,2 g/L, Manitol 5.2 g/L y adenina 0.3 g/L).

El periodo de almacenamiento de los GR fue aumentado de 21 a 28 dias con la adicidn
de fosfato a la solucion, a 35 dias con la adicién de adenina, y finalmente a 42 dias con
la utilizacién de una solucidn salina adicionada con adenina, glucosa y manitol (SAGM)
(Hogman, Hedlund et al. 1978, Beutler and West 1979, Hogman and Hedlund 1985,
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Moroff, Holme et al. 1990, Hess, Rugg et al. 2006), solucién que es utilizada
actualmente para su almacenamiento en Uruguay.

Algunos paises han acortado la duracidon del almacenamiento de los GR, con la
expectativa de aumentar la calidad de los GR transfundidos. Como ejemplo Japdn
redujo el periodo de almacenamiento en 1995 de 42 dias a 21 dias, reduciendo asi el
riesgo de reacciones sépticas (Sakakibara and Juji 1986, Otani, Oki et al. 2012).

La leuco reduccion, introducida en el Reino Unido a finales de 1990 (AuBuchon, Elfath
et al. 1997) para reducir la transmisién de virus, tuvo como efecto la reduccién de la
hemolisis (Williamson, Rider et al. 1999). Sin embargo los GR siguen deteriorandose
durante el almacenamiento, lo que se ha visto implicado con problemas clinicos en
ciertas categorias de pacientes transfundidos (Wang, Sun et al. 2012).

En 2008, Koch et al. concluyeron que la transfusidon con GR concentrados almacenados
por varias semanas, aumentaban significativamente el riesgo de complicaciones post-
cirugia cardiaca (Koch, Li et al. 2008). Por otro lado, otros estudios no vieron
diferencias clinicas en pacientes transfundidos con GR almacenados por corto o largo
plazo (Ho, Sibbald et al. 2003, Leal-Noval, Jara-Lopez et al. 2003, Middelburg, van de
Watering et al. 2013, Lacroix, Hebert et al. 2015). De todas formas, persiste la
controversia sobre politicas de transfusidn restrictivas vs liberales.

5.2. Cambios durante el almacenamiento

Changes after 1 days of storage
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Figura 21. Cambios metabdlicos durante el almacenamiento. Se observa la variacién de: pH,
2,3-difosfo glicerato, saturaciéon de O,, lactato, potasio y Hb libre durante el almacenamiento
de un concentrado de GR. Imagen obtenida de (http://www.derangedphysiology.com/),
realizada a partir de (Beutler, Meul et al. 1969, Bennett-Guerrero, Veldman et al. 2007, Hess
2010)

Durante el almacenamiento los GR sufren varias modificaciones metabdlicas y
funcionales (Bosman, Werre et al. 2008), algunas de las cuales son reversibles. Estos
cambios incluyen encogimiento celular, remodelacién de membrana, enlentecimiento
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del metabolismo con concentracion disminuida de ATP, acidosis con concentracion
disminuida de 2,3-DPG, pérdida de potasio intracelular, hemdlisis, dafio oxidativo con
cambios en la estructura de la banda 3, peroxidacion lipidica, pérdida de membrana y
aumento en la vesiculizacion (Hess and Greenwalt 2002, Zimrin and Hess 2009) (Figura
21).

Generalmente, una variedad de sistemas antioxidantes en la célula contrarresta los
efectos de las especies reactivas del oxigeno. Cuando se llega a estrés oxidativo vy la
capacidad antioxidante de los GR es sobrepasada, como durante el almacenamiento, la
acumulacién de EROS lleva a una oxidacidn progresiva de la Hb, la cual se une al
dominio citoplasmatico de la banda 3 (Arese, Turrini et al. 2005, Bosman, Werre et al.
2008, Pantaleo, Giribaldi et al. 2008). Esta cascada de eventos termina induciendo
agregados de banda 3, promoviendo la produccién de anticuerpo anti-banda 3 y la
consiguiente activacion del complemento, marcando la célula para su remocion (Kay
1984, Lutz, Bussolino et al. 1987). El dafo que las EROS producen en las proteinas
depende de la duracion del almacenamiento, pero también esta relacionado con la
dieta del donante y su estilo de vida (como por ejemplo realizar deportes o fumar).
Debido a los cambios producidos durante el almacenamiento aproximadamente el
25% de los eritrocitos transfundidos desaparece de la circulacidon 24 horas luego de la
transfusion (Hogman and Meryman 1999), y las graficas de sobrevida a largo plazo
para los GR muestran un tiempo de vida disminuido para los GR remanentes (Mollison
2005).

El almacenamiento lleva a un acortamiento en la vida media en un numero
considerable de los GR transfundidos (Heaton 1992). Aunque existen algunas
diferencias en el perfil de envejecimiento entre los GR in vivo y ex vivo (Bosman, Werre
et al. 2008), parte de los GR en almacenamiento expresan rapidamente sefiales tipicas
de senescencia y eriptosis, como formacion de complejos Banda 3-IgG (Bosman and
Kay 1988) y la exposicion de fosfatidil serina (Bessos and Seghatchian 2005). La
mayoria de las alteraciones mencionadas ocurren in vivo también, lo que lleva a
especular que el almacenamiento causa una aceleracion en el envejecimiento celular
(Bosman and Kay 1988). De hecho durante el almacenamiento, la morfologia de los GR
cambia progresivamente de discos bincdncavos a células con espiculas (equinocitos),
las espiculas se desprenden del equinocito en forma de micro y nano vesiculas
conteniendo lipidos y Hb entre otras proteinas (Berezina, Zaets et al. 2002, Greenwalt
2006, Bosman, Lasonder et al. 2008)(Figura 22). La pérdida que este proceso conlleva
en la flexibilidad de la célula es solo parcialmente reversible, y reduce la habilidad de
los GR de pasar por la microcirculacién (La Celle 1969, Stadler, Toumbis et al. 1994,
Kirkpatrick, Adams et al. 1998, |zzo, Manicone et al. 1999). Esto lleva a una disminucién
en el flujo microvascular, con hipoxia local, y puede contribuir a trastornos
hemorreolégicos en pacientes en estado critico (Tinmouth and Chin-Yee 2001, Ho,
Sibbald et al. 2003).
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Figura 22. Cambios morfolégicos durante el almacenamiento. (A) Detalle de equinocitos
tomados mediante microscopia electréonica de barrido de una muestra de GR almacenados
durante 42 dias (7,500x; barra corresponde a 1 um). (B) Vista panoramica (2,000x; barra
corresponde a 10 um) de GR con 28, y (C) 42 dias de almacenamiento). Imagen obtenida de
(D'Alessandro, D'Amici et al. 2012)

La mayoria de las modificaciones irreversibles son consecuencia de dafio oxidativo que
ocurre en los GR in vivo y durante el almacenamiento (Pradhan, Weiser et al. 1990). De
hecho, la Hb en la sangre venosa esta parcialmente saturada con oxigeno, por lo que el
oxigeno esta constantemente dejando una molécula de Hb y uniéndose a una nueva.
Esta reaccion no es perfectamente reversible, y ocasionalmente el oxigeno saliente se
lleva un electréon, formando metahemoglobina férrica y anidn superdxido.
Normalmente la metahemoglobina es reducida (por la metahemoglobina reductasa
dependiente de NADH), y el superdxido es dismutado (via SOD) sin consecuencias,
pero ocasionalmente el superdxido interacciona con hierro y agua en la reaccidon de
Fenton para formar radical hidroxilo, o reaccionar con NO para formar ONOO-,
oxidantes fuertes que pueden atacar y dafar proteinas vy lipidos.

La membrana de los GR tiene un canal Ca-ATPasa, el que mantiene una baja
concentracion intracelular de calcio (Larsen, Katz et al. 1981). Debido a la hipotermia
durante el almacenamiento, dicha homeostasis de calcio es interrumpida, y hay un
aumento gradual en el calcio intracelular (Samaja, Rubinacci et al. 1990, Kiefer and
Snyder 2000). Un aumento en el calcio intracelular activa el canal de potasio Gardos,
causando una fuga de potasio de la célula, y resultando en el encogimiento y
alteracion de la deformabilidad celular (Brugnara 1993, Foller, Kasinathan et al. 2008).
El calcio también activa la p-calpaina, algunas caspasas y a la transglutaminasa-2 que
pueden degradar y entrecruzar proteinas del citoesqueleto (Redding, Record et al.
1991). También inhibe a la fosfotirosina fosfatasa, aumentando la fosforilacion de la
banda 3 (Zipser, Piade et al. 2002).

La bicapa lipidica de los GR contiene una distribucién asimétrica de fosfolipidos, la
fosfatidilserina se mantiene en la superficie interior por la competencia entre
escramblasa que aleatoriza la distribucion y la flipasa que internaliza a la PS. El
aumento de calcio intracelular se ha relacionado con la exposicion de PS, lo que
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desencadena la interaccién con los macroéfagos y la eriptosis (Daleke 2008, Foller,
Huber et al. 2008, Weiss, Rees et al. 2011). La activacion de la caspasa-3, que modifica
la unién de la banda 3 a ankirina y al citoesqueleto, y la actividad flipasa, inducen la
exposicion PS.

Existe evidencia de la asociacion de proteinas a la membrana de los GR, la cual
aumenta durante el almacenamiento (Rinalducci, D'Amici et al. 2011). Se ha
demostrado que proteinas citosélicas como Hb, 2, 3 difosfoglicerato mutasa (2,3-BGM),
CAT y Prx2 migran a la membrana del GR durante el periodo de almacenamiento. La
asociacion de la Hb con la membrana es un proceso conocido, de hecho existen
estudios que demuestran un aumento de Hb en fantasmas de GR luego de un periodo
prolongado de almacenamiento (Wolfe, Byrne et al. 1986, Kriebardis, Antonelou et al.
2007, Bosman, Lasonder et al. 2008), y la unién no reducible de Hb con proteinas del
citoesqueleto como espectrina, ankirina y banda 3, a partir del dia 21 de
almacenamiento (Rinalducci, D'Amici et al. 2011). El entrecruzamiento entre la
espectrina y la Hb se ha reportado en células senescentes in vivo (Snyder, Leb et al.
1983), y puede ser reproducido in vitro tratando las células con perdxido de hidrogeno
(Snyder, Fortier et al. 1985). En cualquier caso, la migracion a la membrana representa
un proceso de envejecimiento celular. De igual modo, la individualizacién de 2,3-BGM
en la membrana de los GR parece ser un proceso relacionado al envejecimiento,
probablemente debido a una preparacion de los GR para la eliminacion de proteinas
dafiadas a través de la vesiculacidn, en una especie de mecanismo protector (Bosman,
Lasonder et al. 2008, Willekens, Werre et al. 2008). De acuerdo con esta hipétesis se
ha detectado 2,3-BGM en microparticulas originadas de GR con 42 dias de
almacenamiento (Bosman, Lasonder et al. 2008, Rubin, Crettaz et al. 2008).

La CAT es una enzima citosélica, pero se ha reportado que los GR estresados
metabdlicamente presentan acumulacién dependiente de calcio de CAT unida a la
membrana (Allen, Cadman et al. 1977), y también se ha observado un aumento en su
union a la membrana durante el almacenamiento de los GR (Rinalducci, D'Amici et al.
2011), sugiriendo que su presencia en la membrana puede representar una
localizacion dptima para proteccidn contra el estrés.

La Prx2 humana reside en el citoplasma en forma dimérica y decamérica en un
equilibrio dindmico (Kristensen, Rasmussen et al. 1999). Aunque la Prx2 es una
proteina citosélica, se ha reportado su asociacién a la membrana en los GR (Moore,
Mankad et al. 1991, Plishker, Chevalier et al. 1992, Moore, Shriver et al. 1997, Murphy,
Samuel et al. 2004, Rocha, Vitorino et al. 2008, Rocha, Costa et al. 2009), asi como su
unién a la Hb para prevenir su oxidacion (Stuhlmeier, Kao et al. 2003). Sin embargo
existen estudios que sugieren que la oxidacidon de la Hb y la unién de la Prx2 a la
membrana son procesos independientes aunque ambos son inducidos por estrés
oxidativo.

Estos cambios en los GR producen, luego de la transfusién, la adhesion a la superficie
endotelial, con consecuencias proinflamatorias (Chin-Yee, Keeney et al. 1998, Jeney,
Balla et al. 2002, Tinmouth, Fergusson et al. 2006). Otro efecto secundario es la
generaciéon de aloanticuerpos y autoanticuerpos contra antigenos de GR. La
transfusion expone al receptor a antigenos extrafnos, lo que puede llevar al desarrollo
de anticuerpos antieritrocitos, especialmante en pacientes con miultiples transfusiones
(Young, Uzieblo et al. 2004, Garratty 2005).
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Todas estas anomalias se relacionan con la promocién de la eriptosis que compromete
la sobrevida de los GR luego de la trasfusiéon (Lang and Qadri 2012).

La carbonilacién de las proteinas del GR es una marca de la exposiciéon a estrés
oxidativo. Esta aumenta a medida que progresa el almacenamiento (Kriebardis,
Antonelou et al. 2006, Kriebardis, Antonelou et al. 2007, D'Alessandro, D'Amici et al.
2012) (Antonelou, Tzounakas et al. 2012).

Por otro lado se he reportado que la glicosilacién dependiente de EROS afecta a las
proteinas mas abundantes en el citosol (principalmente cadenas a y B de Hb)
(D'Alessandro, Mirasole et al. 2013) y a las proteinas de membrana (Sparrow, Veale et
al. 2007). Este proceso puede verse acelerado por la excesiva glucosa encontrada en la
solucion aditiva. De hecho al final de periodo de almacenamiento de GR en CPD-SAGM
la concentracién aproximada de glucosa es 1mM (D'Alessandro, Liumbruno et al. 2010),
lo que es mayor que la concentracién de glucosa circulante en pacientes diabéticos
(Ellmerer, Pachler et al. 2008).

5.3. Vesiculacion

Durante su almacenamiento los GR cambian de forma, de discos deformables a
equinocitos deformados (Hovav, Yedgar et al. 1999, Tinmouth, Fergusson et al. 2006).
Estos cambios se deben a la pérdida irreversible de porciones de membrana celular, la
cual ocurre tanto in vivo como durante el almacenamiento, debido al desprendimiento
de microvesiculas (Bessis and Mandon 1972, Laczko, Szabolcs et al. 1985) (Figura 23).
In vivo estas microvesiculas son removidas rapidamente por el sistema fagocitico
mononuclear (Bocci, Pessina et al. 1980, Willekens, Roerdinkholder-Stoelwinder et al.
2003). Durante el almacenamiento esta pérdida de membrana, junto con la pérdida de
ATP, 2,3-DFG, Hb, vy viabilidad, contribuyen a las Illamadas lesiones por
almacenamiento en los GR. Las microvesiculas que se desprenden durante el
almacenamiento contienen antigenos sanguineos A, B, H, P1, D, C, E y F, también
contienen lipidos, banda 3, glicoporinas y actina, pero no tienen espectrina ni ankirina
(Michel 1964, Cole, Rumsby et al. 1978, Greenwalt, Bryan et al. 1984, Oreskovic,
Dumaswala et al. 1992).

Ya en 1980, micrografias electrdonicas de barrido demostraron la acumulacién de
vesiculas de 50 a 25 nm de didmetro producidas por GR que habian sido almacenados
por 21 dias en citrato, fosfato y dextrosa, CPD (Greenwalt, Steane et al. 1980).
Posteriormente se descubrié que las vesiculas estan presentes en el plasma, pero en
menor cantidad (Dumaswala and Greenwalt 1984). Esto probablemente se deba a que
las mismas son removidas de la circulacion por el sistema reticuloendotelial (Bocci,
Pessina et al. 1980). Por otro lado se ha demostrado que las poblaciones mds jovenes
de GR eliminan mayor cantidad de vesiculas durante el almacenamiento que las
poblaciones envejecidas (Dumaswala and Greenwalt 1984), sugiriendo que la
remodelaciéon de la membrana continda durante el envejecimiento normal del GR
(Greenwalt 2006).

Las microvesiculas y los GR que han perdido porciones de su membrana se acumulan
durante el almacenamiento. La pérdida de banda 3 resulta en cambios metabdlicos
gue son irreversibles (Solheim, Flesland et al. 2004). Las células mas rigidas se
hemolisan y son rapidamente removidas de la circulacién cuando son transfundidas
(Hess and Greenwalt 2002). Las células remanentes pueden no circular tan
eficientemente cuando son transfundidas, llevando a complicaciones post
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transfusionales (Kirkpatrick, Adams et al. 1998, Zallen, Offner et al. 1999, Berezina,
Zaets et al. 2002), y la superficie de membrana alterada aumenta la actividad
procoagulante (Stadler, Toumbis et al. 1994).

Figura 23. Microvesiculas durante el almacenamiento.
Microscopia electrénica concvencional de GR de 32 dias
de almacenamiento, donde se observa la vesiculacién en
la membrana de un GR que ha adquirido forma de
equinocito con salientes (flecha). La barra corresponde a
0,5 um. Imagen obtenida de (Antonelou, Kriebardis et al.
2010)

5.4. Concentrados de GR en Uruguay

La falta de GR para transfusidon es un problema de relevancia mundial, en Uruguay se
gastan 10 millones de délares al afio en compra de hemoderivados debido a la falta de
donantes. En los ultimos afios, el marcado aumento en los accidentes de transito ha
producido una demanda masiva de GR. Sin embargo la demanda de GR varia durante
el afio, lo que se traduce en momentos de escases y momentos de sobrantes de GR.
Los momentos de mayor recoleccidon de GR son cuando se realizan campafias masivas
incentivando la donacién, sin embargo debido a la corta vida media de los
concentrados de GR para transfusiéon, los mismos muchas veces terminan siendo
descartados. En el 2014 el 12% de los concentrados de GR donados fueron descartados
por haber superado su vida util.

La mejora en las condiciones de almacenamiento, y el aumento en el tiempo de
conservacion de los GR seria una herramienta muy fuerte para disminuir la escases de
GR, asi como e descarte de los mismos por haber expirado sin haber sido utilizados.

6. Propuestas para mejorar la calidad del almacenamiento

Se han sugerido 2 intervenciones que pueden mejorar la calidad, seguridad y eficacia
de los concentrados de GR que son almacenados por periodos largos (i) remocion de
oxigeno y almacenamiento anaerdbico y (ii) formulacién de nuevas soluciones de
almacenamiento.

Se ha demostrado que el almacenamiento anaerdbico de los GR, mediante la
desoxigenacién de los GR, tiene el potencial de extender la vida de los concentrados de
eritrocitos hasta 63 dias (D'Alessandro, Gevi et al. 2013), preservando mejor los
reservorios de ATP y 2,3-DFG (Yoshida, AuBuchon et al. 2007). Sin embargo, la
remocién de oxigeno no resulta en niveles menores de estrés oxidativo en la
regeneracion post transfusiéon (Rogers, Said et al. 2009, D'Alessandro, Gevi et al. 2013),
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al contrario, la hipoxia limita la capacidad antioxidante de los GR ya que bloquea el
cambio metabdlico a la via de las pentosas fosfato (Rogers, Said et al. 2009,
D'Alessandro, Gevi et al. 2013) que es la responsable de la produccion de NADPH, el
cual a su vez es esencial para mantener la homeostasis de varias enzimas antioxidantes,
en particular las involucradas en la homeostasis de GSH.

En paralelo, alternativas de almacenamiento buscan la formulacidn de soluciones
nuevas de almacenamiento, principalmente basandose en la modulacién del pH (que
afecta la actividad de las enzimas glicoliticas, lo que a su vez promueve el
mantenimiento de los reservorios de ATP y 2,3-DFG) (Hess, Hill et al. 2002, Burger,
Korsten et al. 2010, Veale, Healey et al. 2011), y la suplementacidn con sustratos de
carbono para aumentar la produccidn energética (Yoshida, AuBuchon et al. 2008).

6.1. Suplementacidn con antioxidantes

La adicién de antioxidantes a los GR en almacenamiento podria tener el potencial de
disminuir las lesiones oxidativas (Knight, Voorhees et al. 1992, Dumaswala, Wilson et
al. 2000). Los estudios para una mejor preservacion de los GR han observado los
beneficios de la adicion de antioxidantes como la vitamina C a la soluciéon de
almacenamiento (Dawson, Hershey et al. 1980, Dawson, Hershey et al. 1981, Stowell,
Smith et al. 2013). Los niveles de ascorbato en los GR jn vivo son los mismos que en el
plasma (May 1998), aunque los GR tienen una alta capacidad para regenerar esta
vitamina a partir de su forma oxidada acido dehidroascdérbico (Rizvi, Pandey et al.
2009). Ademas el ascorbato ayuda a preservar el alfa-tocoferol (vitamina E) de la
oxidacién, compuesto que se encuentra en las lipoproteinas y en la membrana de los
GR (May, Qu et al. 1998).

El acido ascérbico puede disminuir el estrés oxidativo durante el almacenamiento de
GR de individuos con talasemia (Freikman, Amer et al. 2008, Freikman, Ringel et al.
2011), los cuales tienen un nivel alto de estrés oxidativo en comparacion con los GR de
individuos sanos (Amer, Goldfarb et al. 2004), e inhibir la eriptosis (Mahmud, Qadri et
al. 2010). Ademas un estudio realizado en GR humanos demostré que la adicion de
acido ascorbico (0.25 mM) a GR humanos reduce la hemdlisis a los 52 dias de
almacenamiento (Raval, Fontes et al. 2013).

Por otro lado, los tioles de bajo peso molecular protegen directamente contra el estrés
oxidativo. Se ha propuesto utilizar GSH en concentracion mM como aditivo para las
soluciones de almacenamiento (Dumaswala, Wilson et al. 2000). Mas recientemente se
ha combinado N-acetil cisteina (NAC) como precursor de GSH, junto con otros
antioxidantes en la preservacién de los concentrados de GR (Pallotta, Gevi et al. 2014,
Bayer, Hampton et al. 2015).

El NAC tiene un importante potencial antioxidante, ya que se ha demostrado que
reduce el estrés oxidativo en pacientes con anemia falciforme (Nur, Brandjes et al.
2012). Tiene efectos sobre la inflamacion y la funciéon vasomotora, y se utiliza en la
clinica como agente mucolitico. Ademas el NAC entra a las células y en el citoplasma se
convierte en L-cisteina, la cual es un precursor de GSH (Zafarullah, Li et al. 2003,
Arruda, Mecabo et al. 2013). Se ha demostrado que la adicién de NAC, pero no de GSH
a los GR humanos puede restaurar parcialmente la concentracién intracelular de tioles,
luego del tratamiento con agentes oxidantes (Mazor, Golan et al. 1996).
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2. Hipotesis y Objetivos
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1. Hipotesis

Se plantea la hipétesis de que cambios redox a nivel de los sulfhidrilos intracelulares
del eritrocito, en particular de glutatién y peroxirredoxina, se correlacionan con las
lesiones por almacenamiento en los GR concentrados para transfusién, entonces la
intervencién farmacoldgica mediante la suplementacién del medio de conservacién
con el antioxidante NAC (compuesto aprobado por la FDA, EEUU), podria disminuir
dichas lesiones, aumentando la vida util de estos GR para transfusion.

2 e Objetivo General

Estudio de los cambios redox producidos en los GR humanos durante el
almacenamiento de los mismos previo a la transfusion, y efecto de la suplementacién
con NAC.

2.2. Objetivos especificos

. Medida de la concentracién y estado redox de sulfhidrilos intraeritrocitarios de
bajo peso molecular

. Observacién de cambios en la estructura, localizacidon y estado redox de la
enzima citosodlica Peroxirredoxina 2

. Estudio de la glutationilacidn de proteinas citosélicas

. Estudio de cambios en el consumo de H,0, con el almacenamiento de los GR

. Evaluacién del ingreso de NAC al GR y efectos sobre el envejecimiento de los
mismos.
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3. Materiales y Métodos
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1. Reactivos y materiales

A menos que se especifique lo contrario todos los reactivos fueron obtenidos de
SIGMA (EEUU) y AppliChem (Alemania).

Los anticuerpos anti-GSH fueron obtenidos de Abcam (Anti- Glutathione antibody [D8]
ab 19534). Los anticuerpos anti-Prx2 se obtuvieron de
Abfrontier (Anti-Peroxiredoxin 2 1E8 LF-MAO0144). Los anticuerpos secundarios
policlonales fluorescentes se obtuvieron de LI-COR Biosciences Inc.

2. Obtencion de muestras

Los concentrados de GR fueron obtenidos del Departamento de Hemoterapia del
Hospital de Clinicas de la Universidad de la Republica, previo consentimiento
informado de los donantes. El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de dicho
hospital. Para la obtencién de los concentrados la sangre total donada se mezcla en el
momento de la extraccidon con una solucidn de citrato, fosfato y dextrosa (CPD), para
evitar su coagulacion. Posteriormente se centrifugan para separar el plasma y los
glébulos blancos de los GR, los cuales se almacenan a una densidad de 8.77 g/L en una
solucién denominada SAGM (NaCl 8,8 g/L, Glucosa 8,2 g/L, Manitol 5.2 g/L y adenina
0.3 g/L; OPTISOL, Terumo Corporation, Tokio, Japdn). Procedimiento realizado por el
personal del Hospital de Clinicas. Luego de analizadas las muestras por la presencia de
virus patégenos, éstas fueron liberadas (aproximadamente 3 dias después de la
extraccion) e inmediatamente se procedié a alicuotar las mismas en 2 bolsas de
transfusion (Terumo Corporation, Tokio, Japon) de igual volumen, en condiciones
estériles, una de las cuales fue suplementada con NAC (en distintas concentraciones
finales) y se almacenaron a 4°C.

3. Procesamiento de las muestras

Para realizar los andlisis se extrajeron 7 mL de concentrado de GR de las bolsas
preservadas bajo las condiciones del banco de sangre a los dias de almacenamiento 3,
21, 42 y 60, preservando la esterilidad de las mismas. Se centrifugaron las células a
1000xg por 10 minutos a 42C y se retirdé el sobrenadante (aproximadamente 2 mL).
Luego se realizaron 3 lavados con 10 mM fosfato, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, pH7,4
(PBS), utilizando un volumen de 5 mL mas el volumen que se haya obtenido de
sobrenadante, centrifugando a 1000xg 10 minutos a 4°C. Finalmente se descartan los 5
mL extra de PBS. Todas las centrifugaciones se realizaron en centrifuga refrigerada
(Sigma SK-18). Para el andlisis por western blot, previo a los lavados, los GR se
incubaron 5 minutos a temperatura ambiente con 5 mL de PBS conteniendo 50 mM N-
etilmaleimida (NEM), y luego se realizaron los lavados correspondientes con este
mismo buffer. Posteriormente se lisaron los GR congelando a -80°C con inhibidor de
proteasas para células eucariotas (Abcam, Cambridge, UK). Finalmente se separd la
fraccion citosélica de la membrana por centrifugacidon a 7000xg durante 20 minutos a
4°C.

4, Cuantificacion celular

Posteriormente a los lavados, y previo a la lisis celular, se realizé un conteo del nimero
de células totales, a modo de trabajar siempre con la misma cantidad. El recuento
celular se realizd mediante una cadmara de Neubauer y utilizando un microscopio
Optico XDS-1B Nikkon.
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5. Obtencidn de fraccidn citosdlica de bajo peso molecular

Para aislar el contenido citosélico de bajo PM se utilizaron centricones (Milipore, IL)
con tamafio de poro de 10 kDa. La fraccién citosdlica (en este caso sin bloquear con
NEM) se centrifugd 1 h a 7000xg en los centricones, obteniendo asi la fraccion
citosdlica de bajo peso molecular.

6. Medidas de concentracion de hemoglobina

Los distintos estados de oxidacién de la Hb pueden distinguirse por diferencias en sus
espectros de absorcidn, aunque todos absorben mucho entre 480 y 660 nm, de ahi su
color rojo. Al cambiar el estado redox de la Hb, también cambian sus caracteristicas
espectrales. La concentracidon de las distintas formas de Hb en una solucién que
contiene una mezcla de ellas se puede calcular conociendo los coeficientes de
extincion molar de cada estado, Tabla 1

Tabla 1. Coeficientes de extincion molar para oxi y metahemoglobina.

Coeficiente de extincién molar (M cm™)

577nm 630nm
Oxihemoglobina 15,0 0,17
Metahemoglobina | 4,45 3,63

Asi, en el caso de una soluciéon formada por una mezcla de OxiHb y MetHb, midiendo la
absorbancia de la solucién a 577nm (pico de absorcidn de la oxihemoglobina) y 630nm
(pico de absorcion de la metahemoglobina) se puede llegar a la férmula,

[OxiHb] (uM) = 66 A577 — 80 A630

[MetHb] (uM) =279 A630 — 3 A577 (Winterbourn 1990).

Donde [OxiHb] y [MetHb] representan en realidad la concentracién de grupos hemo y
no la de Hb (cada molécula de Hb posee 4 cadenas proteicas, cada una de las cuales
contiene un grupo hemo).

Se realizaron las medidas de absorbancia a 577nm y 630nm en espectrofotdmetro
Varian Cary50 (Agilent Technologies, Australia) para calcular la concentracién de
MetHb y OxiHb durante el almacenamiento. Con estas medidas se determina la
concentracion de Hb citosélica, en muestras control y suplementadas con NAC, para
observar su variacién con el almacenamiento. Por otro lado, para evaluar la lisis celular
durante el almacenamiento de los GR, se mide la concentraciéon de metahemoglobina
y oxihemoglobina extra corpuscular en la solucién de almacenamiento.

7. Evaluacion de la concentracidn de tioles intraeritrocitarios de bajo peso
molecular

Los tioles de bajo peso molecular se alquilaron con monobromobimano (mBrBm)

(Figura 24)
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Figura 24. Reaccion del monoBrbimano con un tiol.

La derivatizacion de los tioles se realizé incubando 5 minutos a temperatura ambiente
el contenido citosdlico de bajo peso molecular con mBBr en una relaciéon de
concentracion 1:10 (tioles:mBBr).

Previo a la derivatizacién se midié la concentracién de tioles de bajo peso molecular en
el citosol mediante el método de Ellman. Donde se obtubieron las concentraciénes de
(2,4 £ 0.1) mM para la muestra de 1 dia de almacenamiento y valores menores a 1ImM
para las muestras de 21 o mads dias de almacenamiento. A partir de estas
concentraciones se realizaron la diluciones correspondientes en PBS para mantener la
relacién de concentracién 1:10 entre os tioles y el mBBr. Una vez derivatizada la
muestra, sus componentes se separaron mediante HPLC (Agilent 1260 Infinity),
empleando una columna de fase reversa (Agilent ZORBAX Eclipse plus C18
4,6x100mm) a 0,5 mL/min con el siguiente gradiente: 5 minutos de elucidn isocratica
con 90% acido acético 43,67 mM, pH3,01 y 10 % Metanol; 25 minutos de gradiente
lineal de 10 a 100% de metanol; y finalmente 5 minutos de elucién con metanol. La
cromatografia se realiz6 a temperatura ambiente, y se midié la fluorescencia de los
compuestos derivatizados utilizando una Aexc=396nm y Aem= 482nm (Thomson,
Denicola et al. 2003).

La concentracidn de tioles se calculd a partir de curvas de calibraciéon realizadas con
concentraciones conocidas de GSH y NAC (Sigma-Aldrich Co, MO, USA), derivatizados
en una relacidon de concentracién 1:10 con mBBr. Al realizar la regresién lineal se
obtuvo la curva de calibracién para GSH que se muestra en Fig. 25 Ay para NAC en Fig.
25 B.

A GSH B NAC
150+ 80-
100 601
© «
s e
< <L
50+ 404
y =1,324x + 0,997 y =0,929x + 15,69
r? = 0,998 r’=0,992
0 T T T 1 20 T T T 1
0 20 40 60 80 20 40 60 80
Concentracion (uM) Concentracion (uM)

Figura 25. Curvas de calibracidon para (A) Glutatidon y (B) N-acetil cisteina, derivatizados con
mBBr (1:10).
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Al correr la fraccion citosélica de bajo peso molecular se obtuvo un cromatograma con
2 picos principales (Figura 29 A) que corresponden al GSH con un tiempo de retencion
de 13 minutos y a NAC con un tiempo de retencién de 16 minutos. La concentracion
intracelular de tioles se calcul6 considerando un volumen celular 1x10™ L.

8. Electroforesis 1D

Las electroforesis SDS-PAGE en una dimensién se realizaron (a menos que se indique lo
contrario) en geles de poliacrilamida 12,5%, a 100V y a temperatura ambiente. El
buffer de corrida utilizado fue 192mM glicina, 6,2mM Tris, 3,5mM SDS pH 8,3. El buffer
de la muestra para citosol contenia 12,5mM Tris pH 6,8, 1% SDS, 20% glicerol, 0,05%
azul de bromofenol, con o sin 1,4M B-mercaptoetanol (RBME). El buffer de la muestra
para membranas contenia 12,5mM Tris, 4% SDS, 20% glicerol, 0,05% azul de
bromofenol, pH 6,8 con o sin 200 mM ditiotreitol (DTT). Debido a la dificultad de
estandarizar el sembrado en las muestras de membrana, ya que la concentracién y
proporcién de proteinas varia con el tiempo de almacenamiento, se utilizdé la masa
como método para correr siempre la misma cantidad de muestra, utilizandose 60 pg
de membrana por carril.

9. Electroforesis diagonales

Las electroforesis diagonales se realizaron de acuerdo al método descrito por
McDonagh (McDonagh 2009). En la primera dimensién se corrieron 60 g de proteina
en geles 12.5% con SDS a 60 V, en ausencia de agentes reductores. Luego de la corrida,
los carriles correspondientes a cada muestra se cortaron y trataron por 15 min en
buffer de equilibraciéon que contenia 6 M Urea, 2% SDS, 20% glicerol, 0.375M Tris, pH
8.8, con 2% DTT y luego 15 min en el mismo buffer, pero en lugar de DTT con 2.5%
iodoacetamida (IAA). Posteriormente, los carriles se colocaron sobre un segundo gel
SDS-PAGE al 12%, y la segunda dimension se corrié a 60 V. Finalmente los geles se
retiraron y tifieron con azul coloidal o se transfirieron las proteinas a membranas de
PVDF como se describe en el siguiente parrafo.

10. Western Blot

Para los Western Blot se utilizaron membranas de PVDF 0,45 uM Hybond (GE
Healthcare/Amersham Biosciences, UK). Las mismas se hidrataron en metanol, y luego
en buffer de transferencia 192 mM glicina, 3,2 mM Tris, 20% metanol y en este mismo
buffer se realizo la transferencia a 4°C: 2 ha 100V o 16 h a 30 V. El blogueo se realizé
incubando la membrana toda la noche en 5% leche descremada (Conaprole, Uruguay)
en TBS-Tween 0,05%. Para el revelado se incubd la membrana durante 1 hora con
agitaciéon a temperatura ambiente con anticuerpo primario monoclonal anti-GSH
(Abcam, Cambridge, MA) o anti-Prx2 (AbFrontier, Seul, Corea). Se realizaron 3 lavados
de 5, 10 y 15 minutos con TBS-Tween 0,05%, se incubd 1 hora con agitacion a
temperatura ambiente con anticuerpo secundario fluorescente anti-IgG de ratdn
desarrollado en cabra conjugado a IRDye 680RD (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE), se
repitieron los lavados y se revelé empleando G:Box Chemi XT4 (Syngene, Cambridge,
UK). Los analisis densitométricos de las bandas se realizaron usando el programa
Imagel 1.47v (NIH, USA).
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11. Aislamiento de proteinas glutationiladas

Para aislar proteinas glutationiladas se utiliza la enzima glutation transferasa de
Echinococcus granulosus (GST) recombinante, purificada en nuestro laboratorio
mediante cromatografia de afinidad. El laboratorio cuenta con la secuencia codificante
para la GST clonada en un vector pET28a, el cual permite la expresidon de la proteina
como un producto fusionado a una cola de 6 histidinas (His-tag) amino terminal
asociada a un sitio de corte para trombina.

11.1. Produccidn y purificacion de GST

Brevemente, las bacterias transformadas se cultivan 24h en medio LB (Luria Bertani)
con kanamicina 50 pg/uL a 37 2C y 200 rpm. Luego se realiza un escalado 1/50 en el
mismo medio y cuando el cultivo alcanza una absorbancia a 600 nm de 0.6 se agrega
Isopropyl B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) 0.4 mM para inducir la produccion de la
proteina recombinante. La induccién se realiza durante 3 horas, luego el cultivo se
centrifuga a 2.000 g, 15 min. El pellet se resuspende en PBS/tritén 1% (5 mL/ gramo de
pellet bacteriano), se somete a 3 ciclos de congelado/descongelado y se sonica por 10
minutos con pulsos de 40 % de amplitud manteniendo el tubo en un bafo de
agua/hielo. El lisado bacteriano se clarifica centrifugando a 15.000 g, 15 min y el
sobrenadante se filtra con un filtro de 0.2 um y se almacena a -80 2C.

Para la purificacién se realiza una cromatografia IMAC, utilizando como buffer de
union 50 mM fosfato de sodio, 500 mM NaCl, pH 8, como buffer de elucién 50 mM
fosfato de sodio, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH 8, y como buffer de lavado
fosfato de sodio 50 mM, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8, y luego una dialisis

contra buffer de unién. La proteina purificada se almacena a 42C.

11.2. Glutationilacidon de seroalbumina humana

Se parte de seroalbimina humana (HSA) delipidada producida en nuestro laboratorio
(Turell, Botti et al. 2008, Alvarez, Carballal et al. 2010). La misma se reduce incubando
en una relacidon de concentracion 1:2 con BME 30 minutos a temperatura ambiente y
con agitacién. El agente reductor se remueve utilizando una columna PD-10 (GE
Healthcare), equilibrada con Buffer Tris 100 mM pH 8, obteniéndose una
concentracion de 71,5 uM (€4sp=0,531 g L'lcm'l). La concentracidon de tioles se mide
por el método de Ellman y da un valor de 34,6 uM, lo que nos otorga un porcentaje de
reduccién de 48%. Para la glutationilacién se agrega en 1 ml de HSA 50 pl de GSSG 100
mM en PBS, y se agita 6h a temperatura ambiente. Finalmente se mide Ia
concentracion de tioles por el método de Ellman, obteniéndose una concentracion de
10,9 uM tioles (68,5% de glutationilacidn para la HSA reducida).

La muestra glutationilada se almacena a -20 °C.

11.3. Aislamiento de proteinas glutationiladas por cromatografia de afinidad “en
batch”

Primero se unid la GST a la resina, para esto se colocd en un eppendorf 300 pul Resina

Ni Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare), y se realizaron 2 lavados con 800 pl H,0

MilliQ y 2 lavados con 800 pul de buffer fosfato de sodio 50 mM, NaCl 500 mM, pH 8

(buffer fosfato). Las centrifugaciones se realizaron en minifuga (Cole Parmer, Vernon

Hills, Illinois) 1s y a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 800 pl de GST
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22 uM vy se incubd 5 minutos a temperatura ambiente con agitacién, para luego
realizar 3 lavados con buffer fosfato.

Una vez unida la resina a la GST, se colocd la muestra de interés (estandar de proteina
glutationilada o citosol) y se dejé incubando toda la noche en agitacién a 4°C protegida
en papel de aluminio. La muestra, 140ul de citosol de GR se pasé previamente por una
columna spin trap G-25 (GE Healthcare) para remover el GSH no unido de la muestra.
Como control positivo de proteina glutationilada se utilizé albimina glutationilada en
nuestro laboratorio.

Luego de estar toda la noche en agitacién se centrifugd 1s en minifuga (Cole Parmer,
Vernon Hills, Illinois) para obtener la fraccidn no unida, y se realizaron 5 lavados con
buffer fosfato.

Finalmente, para eluir la proteina glutationilada de la GST se agregd 700 ul de GSH (60
mM) y se incubo en agitacion a temperatura ambiente 15 minutos. Se centrifugd para
obtener la fraccidn que contiene la proteina glutationilada y luego se realizaron 5
lavados con buffer fosfato. Finalmente se corrié SDS-PAGE no reductora y Western
Blot seguin se detallé previamente.

12. Consumo de H,0,

Utilizando el método descripto por (Wagner, Witmer et al. 2013) se midié la
disminucion en la concentracion de H,0, extracelular, en presencia de GR con diversos
tiempos de almacenamiento, y como la misma se ve afectada por el agente
bloqueante de tioles N-etilmalemimida (NEM) y el inhibidor de catalasa 3-amino-1, 2,
4-triazol (AT). Brevemente, una dilucién de 3,63x10° GR por ml se incuba en placa de
96 pocillos (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Alemania) con H,0, 50 uM
distintos tiempos. La reaccién se detuvo con una solucién de NaHCO; 3 mM, acido
para-hidroxifenilacético (pHPA) 0.8 mM y peroxidasa de rabano (HRP) 2.2 uM en buffer
HEPES (acido sulfénico 4(2-hidroxietil)-1-piperazinetano) 1mM, pH 7.2-7.5, (solucién
STOP). La HRP de esta solucion reacciona con el H,0, remanente en el pocillo; la HRP
oxidada reacciona entonces con pHPA, resultando en la formaciéon de un dimero de
pHPA con un pico de emision de fluorescencia a 425nm que es utilizado para
cuantificar la cantidad de H,0, remanente midiendo la emision de fluorescencia a 37°C
con Aex 345nm y Aem 425nm. Las medidas de intensidad de fluorescencia se realizaron
en lector de placas Varioskan (Thermo, Finland).

Para observar el rol de la catalasa en el consumo de H,0, se utilizé el compuesto AT, el
cual produce una inhibicidn reversible inmediata de la enzima (Heim, Appleman et al.
1955), y lentamente va produciendo una inhibicion irreversible de la actividad catalasa
a concentracién baja y constante de H,0, (Margoliash and Novogrodsky 1958). Esta
reaccion irreversible es una reaccion entre el complejo | y el AT (Margoliash,
Novogrodsky et al. 1960).

Por otro lado, para observar el rol de las peroxidasas dependientes de tioles (Prx, GPx)
en el consumo de H,0,, se utilizd NEM, el cual es un aceptor de Michael que se une a
nucledfilos como el grupo tiol. El tioéter resultante tiene un enlace covalente C-S,
resultando en una inhibicién irreversible para proteinas cuya actividad depende del
grupo tiol, como son las peroxiredoxinas y la glutation peroxidasa de eritrocito.
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13. Microscopia confocal

Una dilucién de 3,63x10° GR lavados con HBSS, de igual manera que lo descripto
previamente para el lavado con PBS, se incubd 45 min en agitacion y oscuridad con la
sonda Laurdan a una concentracién de 4 uM (Figura 26).

CHs

SOh
HBC\N

|
CH;

Figura 26. Laurdan, 6-dodecanoil-2-dimetilaminonaftaleno.

Esta sonda se intercala en la membrana del GR y permite detectar cambios en la
fluidez de la misma, ya que su fluorescencia es sensible a la polaridad del entorno. El
preparado (GR en suspensidn) se coloca en portaobjetos recubiertos con poli-lisina de
manera de inmovilizar los GR (Tekdon, incorporated), 50 ul por pocillo. Utilizando
microscopio confocal sp5 (Leica) se observaron las caracteristicas de emision de
Laurdan intercalado en membranas de GR con distinto tiempo de almacenamiento, y
luego de estresar los GR exponiéndolos a H,0, 50 uM.

14. Analisis estadistico de los datos

Los datos se graficaron y analizaron utilizando Graphpad Prism 4.03 para Windows
(GraphPad Software, La Jolla, CA). Los datos se reportan como medias y rango. Los
andlisis estadisticos se realizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) y test de
Dunnett para comparar variables multiples. Diferencias con p<0,05 se consideraron
como estadisticamente significativa.
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1. Cambios citosdlicos en los GR

1.1. Ingreso de NACa los GR

Luego de suplementar la solucidon de almacenamiento del concentrado de GR (SAGM)
con NAC en concentraciones de 2,5 a 25 mM (SAGM+NAC), con el fin de corroborar el
ingreso del antioxidante al interior celular se midid la concentracién intracelular de
NAC por HPLC. Para ello los GR se lavaron y lisaron para luego separar el contenido
citosodlico, el cual fue ultrafiltrado a modo de aislar las moléculas de tamafno menor a
10 kDa. La fraccidon de bajo peso molecular fue tratada con mBrBm para derivatizar
tioles los cuales fueron separados por HPLC como se detalla en Materiales y Métodos.
Los resultados pueden observarse en la Figura 27.

I
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Figura 27. Ingreso de NAC al citosol del GR. El contenido citosélico de bajo peso molecular se
traté con monoBromobimano para derivatizar tioles que luego se separan y cuantifican por
HPLC de fase reversa. Se midié la concentracidon de NAC intracelular a los 3 (barras blancas), 21
(barras negras) y 42 (barras grises) dias post extraccidn para los GR suplementados con 2,5, 5,
10,20y 25 mM NAC. N=3

Se observa claramente el ingreso de NAC al citosol pero que no perdura con el tiempo
de almacenamiento. Una suplementacion con mayor concentracion de NAC implica un
mayor ingreso de esta molécula a la célula, lo que significa que en los rangos de
concentracion en los que se trabajo, el GR no tiene problemas de permeabilidad para
esta molécula. Sin embargo la NAC, independientemente de la concentracion utilizada
no logré mantenerse en el GR durante el almacenamiento, observandose en todos los
casos una disminucion mayor al 85 % el dia 21 post extraccién, y siendo la
concentracion de la misma casi nula al final del periodo de almacenamiento. El hecho
gue NAC sea consumida rapidamente en los GR almacenados podria deberse al estrés
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oxidativo al que estas células estan sometidas, proporcionando asi una defensa
antioxidante extra y mejorando las condiciones de almacenamiento para estas células.

1.2. Estado redox de la hemoglobina citosdlica durante el almacenamiento cony
sin NAC

La Hb es la proteina mas abundante en los GR, representa el 97% de la proteina
citosdlica en los GR (Pasini, Mann et al. 2010). Debido a que se trata de una
hemoproteina presenta una absorcién caracteristica entre 480 y 600nm que le da su
color rojo. Esta propiedad puede utilizarse para diferenciar entre los estados de
oxidacion de la molécula. En este caso se utilizé la medida de absorbancia para
determinar la concentracidon de Hb en el citosol de GR durante el almacenamiento en
bolsas de transfusion.
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Figura 28. Concentracion de hemoglobina Intracelular durante el almacenamiento de los GR
para muestras control y suplementadas con NAC 5 mM. N=4.Se midié la concentracién de Hb
en el citosol de GR durante el almacenamiento en condiciones control, y de suplementacion
con NAC 5mM.

En ningln caso se observaron diferencias significativas durante el almacenamiento, ni
con la suplementacion con NAC. Se observa una variacion entre inidividuos, la cual era
de esperarse ya que las concentracidnes de Hb varian segin edad sexo y estilo de vida.

1.3. Cambios en la concentracion de GSH con el almacenamiento

Luego de lisados los GR y separadas las fracciones de membrana y citosélica, de esta
ultima se obtienen por ultrafiltraciéon los componentes de peso molecular menor a 10
kDa, los cuales se derivatizaron con el reactivo alquilante de tioles mBBr, para luego
separarse por HPLC, segln se describié en Materiales y Métodos. De esta manera se
puede cuantificar GSH intracelular y NAC en el caso de las bolsas suplementadas con
este tiol. En la Figura 29 A se observa el perfil de eluciéon del aducto GSH-mBrBm con
un tiempo de retencién de 13 minutos y el de NAC-mBrBm con un tiempo de retencion
de 16 minutos.
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Figura 29. Efecto del almacenamiento sobre la concentracién de glutatién intracelular. A)
Perfil de elucién de GSH y NAC asociados a mBrBm de la cromatografia HPLC en fase reversa.
B) Efecto del almacenamiento sobre la concentracion de GSH citosdlico (**p<0.01 y
***p<0.001 con respecto al dia 3). C) La concentracidn citosdlica de GSSG se calculd a partir de
la concentracion de GSH medida antes y después del tratamiento de las muestras con DTT. D)
GSH intracelular en GR almacenados en ausencia (©) y presencia de 2,5mM (e) y 10 mM NAC
(4).

Se evalud la concentracion de GSH intracelular en los GR almacenados. Como se
observa en la Figura 29 B, la concentracién de glutatidon reducido en las muestras
analizadas al dia 3 post-extraccién, oscilé entre 0,43 y 1,07 mM, con una mediana de
0,96 mM. Las concentraciones intraeritrociticas de GSH varian ampliamente entre
individuos (de 0.4 mM a 3 mM con un coeficiente de varianza de 36%) independiente
de la edad del donante o del método de deteccidn utilizado (ver Tabla 1 en (van 't Erve,
Wagner et al. 2013)). Se ha demostrado que la concentracién intracelular de GSH en
GR depende no sélo de factores ambientales como la dieta y estilo de vida del donante
sino que también depende de factores genéticos (van 't Erve, Doskey et al. 2014).
Nuestros resultados muestran que los niveles de GSH bajan con el almacenamiento de
los GR, en concordancia con lo reportado anteriormente (Dumaswala, Zhuo et al. 2001,
Gevi, D'Alessandro et al. 2012, Bayer, Hampton et al. 2015). Constatamos una
disminucion estadisticamente significativa, mayor al 20% durante los primeros 21 dias
de almacenamiento, lo que lleva a una mediana de 0,73 mM (rango: 0,44-0,76mM) a
los 21 dias de almacenamiento, y finalmente una mediana de 0,59 mM (rango: 0,51-
0,66mM) a los 42 dias de almacenamiento. La formacién de glutation disulfuro (GSSG)
dio cuenta practicamente del 100% de la disminucién del antioxidante (Fig. 29 C). Las
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concentraciones de ambas formas, GSH y GSSG, permanecieron constantes luego del
descenso inicial, apuntando a un proceso adaptativo por parte de la maquinaria
antioxidante del glébulo, capaz de salvaguardar o reabastecer el pool de GSH. Por otro
lado, la adicién de NAC 2,5 y 10 mM solo fue capaz de prevenir la disminucién de GSH
al principio del almacenamiento, siendo ambas concentraciones incapaces de
mantener los niveles iniciales de glutation en su estado reducido hasta el final del
periodo de almacenamiento. Dado que, como se demostrd previamente, el NAC
penetra de forma efectiva (y concentracién dependiente) la membrana celular, esta
falta de efecto del NAC en periodos largos de almacenamiento puede explicarse por un
consumo del antioxidante por la célula.

1.4. Glutationilacién de proteinas eritrocitarias

Dado que el GSSG puede abstraer un electrén de tioles proteicos, liberando GSH vy
adicionando un GS’ bajo la forma de un disulfuro mixto a proteinas, se realizaron
corridas electroforéticas SDS-PAGE en condiciones no reductoras para proteinas
citosdlicas y posterior analisis de western blot revelado con anticuerpo anti-GSH de
manera de detectar proteinas glutationiladas.
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Figura 30. Glutationilacion de proteinas eritrocitarias. (A) Empleando la fraccién citosdlica de

1x10° GR (no tratada con NEM), se realizaron electroforesis no reductoras y posterior western
blot anti GSH. (B) Analisis densitométrico de la banda principal expresada como cambio con
respecto al primer dia de amacenamiento = SD para el control (e) y las muestras
suplementadas con NAC 5mM (m).

En la Figura 30 A se observan 2 bandas que corresponden a proteinas glutationiladas.
La banda proteica mas abundante migra con un peso molecular aproximado de 30 kDa,
mientras que la banda de menor intensidad migra con un peso molecular de
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aproximadamente 27 kDa. La banda de [BO kDa se corresponde con el peso molecular
de la Anhidrasa carbdnica, la segunda proteina en orden de abundancia en el GR, la
cual se ha demostrado que puede glutationilarse (Kim and Levine 2005). También
podria corresponder ese peso molecular a los dimeros de Hb, la cual ademds de ser la
proteina predominante en este tipo celular también puede ser modificada por adicién
de glutationilo (Shet, Pinto et al. 2012). La glutationilacion proteica solo agrega a la
proteina una masa de aproximadamente 307 Da, lo que no representa un cambio
significativo de su movilidad electroforética para esta técnica. Finalmente, al correr las
mismas muestras en condiciones reductoras (agregando DTT) desaparecen las bandas
en el WB anti-GSH (no se muestra), lo que nos indica que efectivamente las bandas
correspondian a proteinas glutationiladas.

Como puede observarse en la Figura 30 no hubo un aumento en el nivel de
glutationilaciéon con el tiempo de preservacidon, sin embargo en las muestras
almacenadas en presencia de NAC 5 mM hubo un descenso en la glutationilacidn de la
banda dominante.

1.5. Aislamiento de proteinas glutationiladas

Con el fin de aislar las proteinas glutationiladas presentes en el citosol de GR, se utilizé
una aproximacion novedosa: cromatografia de afinidad preparando una columna de
Glutation S-transferasa (GST) unida a una resina de Sefarosa. Se incubd con esta resina
la fraccion citosdlica de GR, en batch, permitiendo la unién de las proteinas
glutationiladas al sitio de unién a GSH de la GST. Finalmente se eluyé con GSH para
obtener las proteinas de interés y se corrié una SDS-PAGE no reductora (Fig. 31).

MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9

A

3 ]

16}- -

Figura 31. Aislamiento de proteinas glutationiladas por cromatografia de afinidad. Se
observa la electroforesis (A) y posterior Western Blot anti-GSH (B) de una diluciéon % para los 4
lavados pre-elucién (carriles 1-4), la fraccion que eluye al agregar GSH (carril 5) y los 4 lavados
posteriores (carriles 6-9). En el carril 5 se marcan con un rectangulo los sectores cortados y
empleados para identificacién mediante MS/MS.
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En la Figura 31 se observa claramente la presencia de 2 bandas proteicas positivas para
el anticuerpo anti-GSH, una mayoritaria de peso molecular aproximado de 16 kDa, y
otra con un peso molecular de aproximadamente 32 kDa. Ambas bandas proteicas se
cortaron, digirieron en gel con tripsina y se analizaron por espectrometria de masas
MS/MS en el Instituto Pasteur de Montevideo, Unidad de Bioquimica y Protedmica
Analiticas (Tabla 2).

Tabla 2. Proteinas identificadas por espectrometria de masas MS/MS.

Masa mol. Masa Cobertura
en el gel Proteina identificada por EM tedrica | Escore (%)
(kDa.) (Da)

16 hemoglobina cadena alfa-1, Homo 10776 324 60%
sapiens.

Cadena B, Hemoglobina Humana 15906 272 76%

32 Cadena A, Albuimina sérica humana 66130 283 25%

Cadena B, Hemoglobina humana 15906 196 65%

alpha 2 globin variant Homo sapiens 15271 143 35%

Mascot: El score de proteinas es -10*Log(P). P es la probabilidad de que la coincidencia
observada sea un evento al azar. Los escores de los iones individuales > 91 indican identidad u
homologia extensa (p<0.05). Los escores proteicos derivan de los escores de los iones en base
no probabilistica.

Como se detalla en la Tabla 2, en la banda de [116 kDa se identificaron las cadenas a
(60 % de cobertura) y B (76% de cobertura) de la Hb. Por otro lado en la banda de
[B2kDa se encontraron la cadena B de la Hb, la cadena A de la albumina sérica, y una
globina a2.

La uniodn de glutation a la Cys93 de la cadena [3 de Hb se conoce desde hace mas de 20
afos y se asocia con inhibicidn de la polimerizacidn de la proteina que caracteriza a la
anemia drepanocitica, asi como con aumento de la afinidad por el oxigeno,
disminucion de la cooperatividad y reduccion del efecto Bohr (Huisman and Dozy 1962,
Craescu, Poyart et al. 1986). Respecto al mecanismo de formacién de este aducto con
glutatién, en células normales, su formacidn a partir de reacciones de intercambio tiol-
disulfuro con GSSG seria escasa porque la concentracion intracelular de glutatién
oxidado es muy baja y ademds éste reacciona muy lentamente con Hb (Garel, Beuzard
et al. 1982). Sin embargo, se ha demostrado la formacién del disulfuro mixto mediante
una reaccion en dos pasos que involucra la formacién de un intermediario acido
sulfénico (Regazzoni, Panusa et al. 2009). De hecho, hasta un 25% de la Hb
intraeritrocitica se ha encontrado glutationilada bajo condiciones normales (Craescu,
Poyart et al. 1986) y se han descripto por lo menos tres tipos de aductos diferentes Hb-
glutatidn: 1) con la Cys93 de la cadena [3 en la Hb reducida, 2) con Cys93 de la cadena [3
de metHb, y 3) aunque menos frecuentemente, con las Cys102 y Cys112 de las cadenas
o y [, respectivamente (Mawatari and Murakami 2004, Metere, lorio et al. 2014). Sin
embargo, los péptidos que contienen a estas cisteinas no fueron identificados por
espectrometria de masa en nuestras muestras y ademas faltaria identificar el o los
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residuos de cisteina modificados por adicién de glutation, para corroborar que se trata
de Hb glutationilada lo que aislamos en la cromatografia.

Por otro lado, en principio sorprende la identificacién de la cadena A de la albumina
humana en la fraccion de 32 kDa. La albumina es la proteina mas abundante del
plasma ([D,6 mM), puede aparecer adsorbida a la membrana de los GR, incluso se ha
reportado una trasvasacion del plasma al interior del GR. De todas formas, parece
improbable que sea la proteina glutationilada en el interior del GR y el nivel de
cobertura en nuestros experimentos fue menor a 30%.

1.6. Cambios en el estado redox de Prx-2
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Dado que la Prx-2 es la principal proteina antioxidante en el GR y su actividad depende
de un tiol muy reactivo, decidimos explorar la evolucién en el estado de oxidacién de
dicha enzima con el tiempo de almacenamiento. Al comienzo del periodo de
preservacion la enzima se encontré predominantemente bajo la forma monomérica y
formando complejos de alto peso molecular (probablemente decameros), con escasez
de otras bandas en los geles 1D (Fig. 32). En los geles diagonales que suponen una
mayor carga proteica, ademas de la enzima monomérica altamente predominante, se
observaron otros complejos. Algunas de las asociaciones proteicas dependieron de
puentes disulfuro, ya que luego del tratamiento con DTT de las bandas proteicas de la
primera dimension (no reductora) aparecieron en la segunda dimensién por debajo de
la diagonal (indicativo de puentes disulfuro intermoleculares), con un peso molecular
correspondiente a mondmeros de Prx-2 (22 kDa). Entre estos spots predomind la
forma dimérica de la enzima, que en la primera dimensidn migré con un peso
molecular correspondiente a 44 kDa. También se pudieron observar complejos de
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menor peso molecular, entre los que probablemente participé Hb, cuya asociacién a
Prx-2 ha sido reportada por otros autores (Rinalducci, D'Amici et al. 2011). Varios
complejos resistentes a DTT se observaron en la diagonal, aunque los homomultimeros
de la enzima no se observaron, probablemente por limitaciones de la técnica (Fig. 32).
El almacenamiento indujo un aumento en la dimerizacidon de la Prx-2. Estos dimeros
fueron reducidos por el agregado de [3-mercaptoetanol (Fig. 33). El agregado de NAC 5
mM no disminuyd la dimerizacién progresiva de la enzima, en lugar de esto se vio un
incremento, aunque moderado, de la banda a 44 kDa, coincidente con otros reportes
(Bayer, Hampton et al. 2015).

Almacenamiento

(dias) 6 21 42 60 6 21 42 60 MW 6 21 42 60
NAC (5mM) - - - -+ + o+ o+ - - - -
BME - - - - - - - - + + + +
49 —— o
A 38 38
28 28
R . ,-.‘ — | — e P
Almacenamiento 6 21 42 60 MW 6 21 22 60
(dias)
NAC (5 mM) - - - - + + + +
-
49 aa = 49
B 38 38 -
28 - - 28 - -
9 - - - - e o
—— -—

Figura 33. Efecto de NAC en el estado redox de Prx2. A. Western blot anti-Prx2 de fraccion
citosélica de células almacenadas en ausencia (-) y en presencia de NAC 5 mM (+) realizado en
condiciones no reductoras. A la derecha se muestran el Western Blot de las muestras
almacenadas en ausencia de NAC, corridas en condiciones reductoras (+ BME). B). Western
blots anti-Prx-2 (en condiciones no reductoras) de la fraccion de membrana aisladas de GR con
distintos tiempos de almacenamiento en ausencia (-) y en presencia (+) de 5 mM NAC.

En la literatura existen evidencias de la asociacion de la proteina citosélica Prx2 con la
membrana celular, mds especificamente con la regién N terminal de la proteina de
membrana banda 3 (Low, Hampton et al. 2007). Si bien la razén de esta migracion es
desconocida existe una hipétesis que la asocia con una defensa contra el estrés
oxidativo, y una forma de proteger la membrana del mismo (Matte, Pantaleo et al.
2014). Para estudiar si durante el envejecimiento de las bolsas de transfusién ocurren
cambios en la unién a la membrana de la Prx2 se realizaron electroforesis en
condiciones desnaturalizantes y en presencia o ausencia del ditiotreitol (DTT) que es
un reductor especifico para disulfuros, y posteriormente western blot anti-Prx2 de la
fraccion de membrana de los GR durante el progreso del almacenamiento, en
condiciones control y de suplementacién con NAC 5mM (Fig. 33).
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En el caso de las membranas, se observaron bandas de diverso peso molecular en los
WB no reductores, las cuales aumentaron con el almacenamiento (Fig. 33B). Esto nos
indica una asociacién de la Prx2 a mas de una proteina en la membrana. También se
observan bandas por debajo del peso molecular de la Prx2 monomérica, que podria
deberse a una degradacién parcial de la proteina. ‘Por su parte, la adicién de NAC
redujo la intensidad de las bandas, apuntando a un efecto protector del antioxidante
sobre la fraccion de membrana.

1.7. Consumo de H,0; por los GR
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Figura 34. Consumo de H,0,. (A) El consumo de H,0, 50 uM por una suspension de 1,81x105
GR, se midid mediante fluorescencia (¢). Se realizaron controles midiendo la evolucion
temporal de la fluorescencia en presencia de H,0, y ausencia de células (o) y en presencia de
buffer solo (m). (B) Linealizacion de los resultados para GR+H,0,. (C) Consumo de H,0, por GR
sin suplementar (barras vacias) y suplementados con 5mM NAC (barras grises). (D) Consumo
de H,0, por GR sin almacenar (barras vacias) y almacenados por 42 dias (barras rayadas),
incubados durante 30 min en ausencia (Control), y en presencia de NEM 50 mM (+NEM), AT 50
mM (+AT) o ambos (+NEM+AT). La velocidad de consumo de H,0, se expresdé como porcentaje
respecto al consumo por las células sin almacenar y sin inhibidores. Los resultados se
analizaron por 2way-ANOVA seguido por el test de comparaciones miultiples de Dunnett
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

Dado que el nivel de los principales sistemas responsables del consumo de H,0, en el
GR, GSH (sustrato de la glutation peroxidasa) y Prx-2, se vieron afectados por el tiempo
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de almacenamiento decidimos explorar la capacidad de las células almacenadas de
consumir este oxidante. La velocidad de consumo de H,0, por GR durante el
transcurso del almacenamiento, en condiciones control y de suplementacién con NAC
se realizd midiendo la fluorescencia de pHPA en presencia de HRP como se describié
en Materiales y Métodos.

La concentracién de H,0, presenta un decaimiento exponencial, el cual se graficé de
forma logaritmica, obteniéndose asi un grafico lineal cuya pendiente llamamos kobs. Al
dividir este valor de kobs entre el numero total de células en el experimento
obtenemos una constante a la que se llama kcel.

Al igual que lo que fue reportado por (Wagner, Witmer et al. 2013) la kcel para GR
recién extraidos varido entre (6,24 * 0,11)x10'12 y (1,39 # 0,16)x10'12 s'lcel'll,
dependiendo del donante, excepto para un donante, para el que la kcel en GR recién
extraidos fue (2,28 + 0,78)x10™3 s™cel™I. La kcel reportada en el articulo mencionado
esde(2,9+0,7) x10™? s'lcel'll, lo que concuerda con los resultados obtenidos.

En la Figura 34 A se observa cémo un determinado nimero de GR consumen el H,0,
extracelular y de ahi se puede determinar una constante de velocidad de consumo
kobs (Fig. 34 B). Con el tiempo de almacenamiento, el consumo de H,0, disminuye (Fig.
34 C). La suplementacion de las bolsas con NAC 5mM preserva el consumo de peréxido
inicial durante las primeras semanas de almacenamiento (21 dias) pero no previene la
caida a tiempos mayores de almacenamiento (42 dias).

Finalmente, se pudo observar que al inhibir las peroxidasas dependiente de tioles (por
agregado de NEM) se inhibe significativamente el consumo de H,0,, sin embargo al
inhibir previamente la catalasa (agregado de AT) el consumo de H,0, se mantiene (Fig.
34 D). La inhibicion de ambos sistemas antioxidantes deja a los GR incapaces de reducir
el H,0, agregado. Esto nos indica que existe una compensacién entre los sistemas
antioxidantes, donde ambos son muy eficientes.

2. Estudios de integridad de la membrana

Como medida de integridad de la membrana eritrocitaria se midié la concentracion de
Hb extracorpuscular. La Hb Fe®" unida a O, u oxihemoglobina (oxiHb) es la forma
predominante en el GR (97% de saturacidn en sangre arterial y 75% en sangre venosa).
Cuando la célula se lisa y la misma es liberada al medio, es oxidada produciendo la
forma férrica Fe** o metahemoglobina (MetHb). Por tanto, un aumento de MetHb
extracorpuscular es un indicativo de que la lisis ocurrié durante el almacenamiento
celular, mientras que un aumento en OxiHb indica una lisis reciente.
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Figura 35. Lisis de GR con el almacenamiento. Para evaluar la lisis celular se midié la
concentracion de oxihemoglobina (A) y metahemoglobina (B) en el fluido extracelular para 5
concentrados sin suplementar (O), o suplementados con 2,5 (x), 5 (&), 10('¥), 20 (H) o 25
(@) mM NAC. Nota: los valores se expresaron por molécula de Hb (64 kDa). (***, p<0.001,
para muestras almacenadas 42 dias en presencia de NAC 20 y 25mM, contra células
almacenadas en ausencia de NAC).

Se observd un aumento estadisticamente significativo de la concentracion de oxiHb
extracorpuscular durante el almacenamiento en la condicién sin tratar con NAC, con
una p<0.0001 analizando el dia 1 vs el dia 42 mediante 2way ANOVA seguido por el
test de Dunnett. La adicidn de NAC 20 mM o 25 mM a la bolsa de almacenamiento
previno el egreso de oxiHb, con p<0,0001 cuando se compararon nuevamente el dia 1
con el dia 42 (Fig. 35 A). Por otro lado, no se observaron cambios significativos en la
concentracion de metHb con el transcurso del tiempo, ni con la suplementacion con
las distintas concentraciones de NAC (Fig. 35 B).

El hecho que la oxiHb aumente con el almacenamiento, pero no se observe el mismo
comportamiento para la metHb indica que la Hb extracelular proviene de GR que
sufrieron lisis reciente, y puede ser un indicativo que los GR envejecidos son mas
susceptibles a la lisis celular durante la manipulacién (extraccién de la bolsa de
almacenamiento y centrifugacion para separar las células del fluido extracelular), esto
podria deberse a una mayor fragilidad en la membrana, y en este caso la
suplementacién con NAC estaria protegiendo la integridad de la membrana del GR.
Cabe destacar que una condicién excluyente para que una bolsa de almacenamiento
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de GR pueda ser transfundida a un paciente es que la concentracién de Hb extracelular
no sobrepase el 1%. En este caso el maximo de Hb observado a nivel extracelular
siempre fue < 1%.

2.1. Estudio de la membrana empleando LAURDAN y microscopia confocal

Con el fin de objetivar si los cambios observados en la concentracién de Hb
extracorpuscular con el almacenamiento se debieron a alteraciones de membrana, la
integridad de las mismas se estudié utilizando la sonda Laurdan. La cola hidrofébica del
Laurdan (Fig. 26) permite solubilizar a la sonda en la bicapa lipidica mientras que el
residuo de naftaleno se queda en el entorno del glicerol de los fosfolipidos, ubicdndose
hacia el solvente. Asi ubicado en la membrana, el espectro de emisién del Laurdan
tiene un pico maximo a 440 nm en la fase gel y muestra un corrimiento al rojo (490
nm) cuando la membrana sufre transicién a la fase liquida, o sea cuando penetran mas
en la bicapa las moléculas de H,0 del solvente (Fig. 36).
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Figura 36. Fluctuacion de GP de Laurdan. Espectro de emisidon de Laurdan solubilizado en
pequenias vesiculas unilaminares de DPPC (A) a 502C y (B) a 502C (rojo) y 352C (azul) utilizando
excitacidn a 340 nm. Imagen obtenida de (Sanchez, Tricerri et al. 2012)

Este corrimiento espectral, que se puede cuantificar calculando la llamada Polarizaciéon
Generalizada, GP, se debe a la relajacién por solvente del estado excitado. Para el
Laurdan, el estado excitado presenta un momento dipolar mayor que el estado basal,
por lo tanto se estabiliza mejor en solvente polar, siendo la transicidn al estado basal
de menor energia, o sea, mayor longitud de onda. Los valores de GP van desde 1 (sin
efecto del solvente) hasta -1 (efecto médximo del solvente polar). Una vez intercalada
esta sonda fluorescente en la membrana, podemos medir GP tanto en cubeta como en
el microscopio, y nos permite medir la fluidez de la misma. En microscopia, lo que
hacemos es ajustar el microscopio con la transmitancia del filtro GP a 440 nm en un
canal y a 490 nm en otro canal. En este caso se definié una escala artificial de colores
donde el rojo representa el estado mas ordenado (GP=+1), pasando luego por el
amarillo y el verde, para llegar al estado mas desordenado (GP=-1) que se definié con
el color azul.
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21 dias de almacenamiento 32 dias de almacenamiento

21 dias de almacenamiento + 50uM H,0, 32 dias de almacenamiento + 50uM H,0,

Figura 37. Laurdan incorporado a la membrana de GR. Imdgenes de microscopia confocal de
la sonda Laurdan en la membrana del GR (GR inmovilizados sobre portaobjetos de polilisina),
para muestras de 21 y 32 dias de almacenamiento, con y sin tratar con H,0, 50uM. Cddigo de
color: Rojo, GP =1 (gel, ordenado); Azul, GP =-1 (liquida, desordenada).

Como puede observarse en la imagen, las membranas de GR de 21 dias de
almacenamiento presentan un mayor orden que las membranas del dia 32. A su vez el
agregado de H,0,a baja concentracion (50 pM) desorganiza la membrana plasmatica,
hay una mayor penetracidon de moléculas polares de H,0 que alteran la emisién de la
sonda, siendo el efecto notoriamente mds visible en los GR mas envejecidos.

Estos estudios preliminares son prometedores para estudiar a fondo la integridad de la
membrana de GR. Restaria ahora avanzar en analizar si la presencia de NAC en la
solucion de preservacion, mantiene por mayor tiempo la integridad de la membrana
del GR. Hasta podria llegar a utilizarse en el banco de sangre, como un anlisis sencillo
de calidad del producto concentrado de GR para transfusion.
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La concentracion de GSH en el citosol del eritrocito se vio alterada
tempranamente por el almacenamiento
o] El principal producto de oxidacion de GSH fue GSSG

0] Los disulfuros mixtos GS-proteina estuvieron presentes aun en los
glébulos extraidos recientemente
= la proteina predominante identificada por MS/MS en el eluato

de la columna de afinidad para glutationilacidon fue Hb, aunque
no se logré identificar el sitio de modificacién.

o] La suplementaciéon con NAC (2,5 - 10 mM) en la solucién de
preservacion de concentrados de GR, fue capaz de prevenir la oxidaciéon
de GSH sélo por un periodo de tiempo limitado
] coincidente con una duracién limitada del antioxidante dentro

del GR

El estado de oligomerizacién de la Prx-2 también se vio afectado por el

almacenamiento, observandose:

o] un aumento progresivo de la forma dimérica (disulfuro) de la enzima

0] una disminucién rapida de los agregados de alto peso molecular

o] un aumento progresivo de la asociacidon de la enzima a proteinas de
membrana

0] la adiciéon de NAC sélo mostré un efecto protector escaso respecto a la

asociacion de la Prx-2 a la membrana eritrocitica
La capacidad de los GR de consumir H,0, agregado al espacio extracelular
disminuyé significativamente y de forma temprana durante el almacenamiento

o] El consumo de H,0, fue parcialmente restituido en los GR almacenados
en presencia de NAC (5 mM)
0] El agregado del agente alquilante de tioles NEM (50 mM) disminuyé el

consumo de H,0, en [b0%, tanto en los glébulos frescos como
almacenados, indicando el rol preponderante de las peroxidasas
dependiente de tioles en la remocién de H,0,

o] La inhibicidn de catalasa por aminotriazole (AT, 50 mM) no tuvo efecto
sobre el consumo de H,0;
0] La adicién simultanea del quelante de tioles y del inhibidor de catalasa

abolid totalmente el consumo de H,0, en ambas poblaciones celulares,
apuntando hacia un trabajo conjunto y complementario de ambos
sistemas.

La integridad de la membrana se vio profundamente alterada con el

almacenamiento, ante el agregado de H,0,

o] experimentos preliminares de microscopia de fluorescencia de GR
incubados con Laurdan, mostraron un mayor “desorden” y una mayor
fragilidad de la membrana ente el agregado de H,0,
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