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Resumen.

El estradiol 178-D-glucurénido (E17G) induce colestasis aguda en la rata con
internalizacion endocitica de los transportadores canaliculares, Abcbl1 y Abcc2. Las
vias de sefializacion de la proteina quinasa clasica (PKCc) y las vias de sefializacion de
PI3K juegan roles complementarios en la colestasis por E17G, también se ha reportado
la participacion de la via GPR30/AC/PKA. Ya que el estradiol no conjugado es capaz
de activar estas vias de sefializacion a través de la activacion del receptor de estrogeno
alfa (REa), en este trabajo de Tesis se postula como hipétesis la participacion de REa en
las manifestaciones colestasicas del E17G en el modelo de Higado Aislado y Perfundido
de rata (HAPR) como asi también en modelos de cultivos primario de hepatocitos de
rata. En el modelo de HAPR y en cultivo primario de hepatocitos, el E17G activo el
REa. En HAPR, E17G disminuy6 el flujo biliar y las excreciones de dinitrofenil-
glutation, y taurocolato (sustratos especificos de Abcc2 y Abcbl1, respectivamente) en
aproximadamente 60 %; la pre-administracion de ICI (inhibidor de REa) previno en
forma casi completa estas disminuciones. En el modelo de duplas aisladas de
hepatocitos de rata (DAHR), un modelo polarizado de hepatocitos en cultivo, el
tratamiento con E17G disminuy6 la acumulacion vacuolar canalicular de colil-glicil-
amido fluoresceina (sustrato de Abcb11) con un CI50 de 91+1 uM. El tratamiento con
ICI aumenté la CIS0 a 102+1 uM, y similarmente previno la disminucién de la
acumulacion vacuolar canalicular del sustrato de Abcc2, glutation-metil fluoresceina,
con una CI50 de 104+1pM sin ICI y un CI50 de 164+2 uM en presencia del inhibidor.
El inhibidor ICI también previno completamente la internalizacion endocitica de los

transportadores canaliculares Abcb11 y Abcc2.



La participacion de REa se confirm¢é a través del uso de knock-down del REa en
cultivo primario de hepatocitos en configuracion “sandwich” (HRCS) donde se observo
que la disminuciéon de la expresion de REa previno la internalizacion de ambos

transportadores cuando las células fueron tratadas con E17G.

En el modelo de DAHR, la proteccion de ICI tuvo un efecto sumatorio cuando fue
probado conjuntamente con Wortmanina, un inhibidor de PI3K pero no se observd un
efecto sumatorio con el inhibidor G66976, un inhibidor de PKCc; sugiriendo que REa
forma parte de la via de sefalizacion de PKCc pero no de la via de sefializacion de
PI3K. Un anélisis més detallado de las activaciones REa y PKCc inducida por E17G,
demostré que ICI no afecta a la activacion PKCc mientras que G66976 impidio la
activacion de REaq, lo que indica que la activacion de PKCc (evaluada a través de la
activacion de PKCa) precede a la activacion de REa. Por otro lado, también se observd
mediante la técnica de western blot en cultivo primario de hepatocitos que la activacion
de REa ocurriria independientemente de la via GPR30/AC/PKA y que probablemente la
fosforilacion de sustratos de PKA (o su mantenimiento en estado fosforilado) depende

de la activacion de REa.

Conclusion: el REa estd implicado en la falla secretora biliar inducida por E17G y su
activacion ocurre luego de la activacion de PKCc. REa activado participaria en cascadas
de sefializacion que conducen a la desinserciéon como por ejemplo las derivadas de la

activacion de PKA.



1-INTRODUCCION



Introduccion

1.1. Generalidades.

1.1.1. Fisiologia Hepatobiliar

El higado es el 6rgano mas voluminoso del organismo representando un 3 %
aproximadamente del peso total de un adulto y se encuentra localizado en la region
abdominal correspondiente al hipocondrio derecho. Recibe el 25 % del gasto cardiaco a
través de una doble irrigacion suministrada por la vena porta y la arteria hepatica. La
circulacion general depende de la arteria hepatica, rama del tronco celiaco que contiene la
sangre oxigenada. En tanto, la irrigacion portal aporta el 75 % aproximadamente del flujo
sanguineo (15 ml/min) y contiene sangre poco oxigenada y rica en nutrientes proveniente

del tracto gastrointestinal y del bazo.

El higado cumple multiples funciones que exceden el marco de la fisiologia
digestiva. Sin embargo, su interposicion entre el tracto digestivo y el resto del organismo le
confiere una ubicacién que le permite procesar grandes cantidades de aminodcidos,
azucares, lipidos, vitaminas y xenobidticos que ingresan por via oral, siendo por lo tanto la
captacion de numerosos sustratos absorbidos en el intestino y su ulterior depdsito,
metabolizacion y distribucion en la sangre y en la bilis un papel de primer orden que

cumple el higado (1).

En la Antigua Grecia la teoria de los cuatro humores propuesta por Hipdcrates
sostenia que todas las enfermedades y los cambios de temperamento o "humor" se
explicaban a partir de la influencia de cuatro liquidos corporales que se denominaban
"humores": sangre, flema, bilis negra y bilis amarilla. En esencia, esta teoria sostiene que

el cuerpo humano esta lleno de estos cuatro humores (liquidos), cuyo equilibrio indica el
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estado de salud de la persona. Asi, todas las enfermedades y discapacidades resultarian de
un exceso o un déficit de los humores. Tanto griegos y romanos como el resto de
posteriores sociedades de Europa que adoptaron y adaptaron la filosofia médica clasica,
consideraban que cada uno de los cuatro humores aumentaba o disminuia en funcion de la
dieta y la actividad de cada individuo. Cuando un paciente sufria de superavit o

desequilibrio de liquidos, entonces su personalidad y su salud se veian afectadas.

La formacion de bilis, conocida desde la antigiiedad como uno de los cuatro
humores, es una de las funciones mas cruciales del higado, dado que es esencial para la
digestion y absorciéon normal de lipidos desde la luz intestinal. En su composicion se
destacan las sales biliares que son esenciales para dicho proceso. Ademas, es una via de
excrecion para una gran variedad de compuestos tales como: bilirrubina, colesterol,

hormonas y xenobioticos (2).

La célula parenquimatosa del higado es el hepatocito. Esta es una célula epitelial
polarizada con forma poliédrica conformada por ocho o mas caras y que mide entre trece y
treinta micras de diametro. Su membrana plasmatica puede dividirse en dos sectores o
dominios, la membrana basolateral o sinusoidal, que relaciona al hepatocito con el espacio
de Disse (intersticio) y los capilares sinusoides alli presentes, y la membrana apical,
también llamada canalicular, que junto a la membrana homoénima del hepatocito vecino
constituyen el canaliculo, el primer conducto de la via biliar. Estos dominios de membrana
expresan distintos sistemas de transporte, que juegan un rol clave en el transporte vectorial
de solutos y agua desde la sangre sinusoidal hasta la bilis, contribuyendo asi a la formacion

de la misma y a la excrecion biliar de diversas sustancias (3).
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El transporte requiere ademas que los espacios plasmatico y canalicular no estén
libremente conectados; la conservacion de un espacio hermético en el lugar donde estos
gradientes se forman, esto es en el canaliculo biliar, resulta indispensable para impedir la
disipacion de estos gradientes, ocasionado por la retrodifusion a plasma de los solutos que
puede ocurrir por la via paracelular. Estas propiedades dependen fundamentalmente de la
integridad estructural y funcional de las uniones estrechas entre los hepatocitos, las cuales
forman una especie de cinturon hermético entre hepatocitos vecinos conformando la

zonula occludens, que separa al canaliculo biliar del espacio de Disse (4).

1.1.2 Las sales biliares.

Los acidos biliares son un grupo de compuestos derivados del colesterol que son
sintetizados en los hepatocitos y excretados a bilis. La mayoria de los acidos biliares son
reabsorbidos por el intestino delgado y transportados nuevamente al higado por la
circulacion portal (5), proceso conocido como recirculacion enterohepatica. La sintesis de
acidos biliares involucra la conversion enzimatica de colesterol a 4cidos biliares primarios.

Se han caracterizados dos vias principales responsables de la sintesis de 4acidos biliares (6):

1 - La via clasica produce los acidos biliares a través de la conversion de
colesterol por las enzimas hepaticas CYP7A1, CYP8B1 y CYP27A1, lo que resulta en la
sintesis de dos acidos biliares primarios, el acido colico (CA) y el acido quenodesoxicolico
(CDCA), en cantidades aproximadamente iguales. La actividad de la enzima CYP7A1 es la

etapa limitante en la sintesis de estos dos 4cidos biliares.

2 - La via alternativa o acidica involucra la conversion mitocondrial de colesterol

a 27-hidroxicolesterol por la enzima CYP27Al. Este compuesto posteriormente sale al
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citosol donde prosiguen las reacciones de sintesis convirtiéndose mayoritariamente en

CDCA.

Los acidos biliares primarios sintetizados en el higado son conjugados con taurina
o glicina. Tanto el carboxilo de la glicina como el grupo sulfato de la taurina estan
totalmente ionizados a pH fisiologico, por lo que estas formas conjugadas suelen ser
denominadas sales biliares, que es la forma a la que se referirdn a lo largo de este trabajo
de Tesis. Las sales biliares son impermeables a las membranas y esto tiene el efecto de
reducir la citotoxicidad en comparacion a las especies no conjugadas y por lo tanto no
ionizadas. La acumulacion de grandes cantidades de 4cidos biliares hidrofébicos es toxica
para los hepatocitos y colangiocitos, por tanto, su sintesis y su transporte estan

estrictamente regulados (7).

1.1.3 La secrecion biliar.

En la actualidad ha sido definitivamente confirmado el postulado de la
publicacion pionera de Sperber (8), el cual establece que la formacion de la bilis es un
proceso osmatico cuya fuerza impulsora estd dada por la secrecion activa de compuestos
osmoticamente activos al canaliculo. Por el contrario, cambios en la presion de perfusion

sinusoidal no afectan la formacion normal de bilis (9).

Para que un soluto sea capaz de promover el transporte primario de agua desde la
sangre sinusoidal a la luz canalicular, éste debe ser secretado activamente y concentrado en
el espacio canalicular. Una vez secretado, este soluto puede promover el movimiento de
agua a través de las rutas paracelular y transcelular. El transporte transcelular es el mas

trascendente (10;11;12), y se encuentra facilitado por la existencia de canales de agua
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(aquaporinas) en los dominios de membrana basolateral y canalicular del hepatocito

(10;12;13).

De los solutos presentes en la bilis, solo tres cumplen con los requisitos para ser
fuerzas impulsoras primarias de su formacion: las sales biliares (SB), el HCO; y el
glutation. Las SB contribuyen a la fraccion del flujo biliar (FB) denominada “dependiente
de SB” (FBDSB), mientras que el HCO;" y el glutation son responsables, al menos en gran
parte, de la formacion de la fraccion del FB canalicular “independiente de SB” (FBcISB).
Esta bilis primaria secretada a nivel canalicular es luego modificada por los colangiocitos
durante su transito a través de los conductos biliares. Esta modificacion va a ser la
resultante de un balance entre la secrecion de un fluido rico en HCOj', estimulada por
secretina, y una reabsorcion constante y obligatoria de agua y electrolitos (flujo ductular)

(10;14).

1.1.4 Sistemas de transporte de los hepatocitos.

En la mitologia griega, tal vez el transportador mas conocido era Caronte o Caron,
quien era el barquero del Hades, encargado de transportar las sombras errantes de los
difuntos recientes de un lado a otro del rio Aqueronte si tenian un 6ébolo para pagar el viaje,
razon por la cual en la Antigua Grecia los cadaveres se enterraban con una moneda bajo la
lengua. Aquellos que no podian pagar tenian que vagar cien afios por las riberas del
Aqueronte, tiempo después del cual Caronte accedia a portearlos sin cobrar. Como
conclusion de esta breve historia mitologica podemos decir que el ser transportado
acarreaba un costo ya sea de dinero (moneda) o tiempo (afios en las riberas), y en el caso

del transporte a través de membranas biologicas, de energia.
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En los conceptos de la biologia moderna los transportadores son proteinas
especializadas que atraviesan la bicapa lipidica de la membrana celular e intervienen en la
translocacion de sustancias quimicas dentro y fuera de las células mediante mecanismos
activos y pasivos. El transporte activo se produce cuando los solutos son transportados a
través de las membranas bioldgicas contra un gradiente de concentracién y/o un potencial
electroquimico. En el transporte activo primario, los sustratos pasan unidireccionalmente a
través de bombas de transporte utilizando la energia generada a partir de la hidrolisis de
ATP. Durante este proceso, los sustratos se unen al transportador, provocando un cambio
conformacional en la proteina transportadora que permite la liberacion del sustrato en el
otro lado de la membrana. El transporte activo secundario se produce cuando el transporte
contra gradiente de un sustrato es acoplado al transporte de un co-sustrato (tipicamente, un
16n). El acoplamiento del transporte de solutos a través de una membrana puede ocurrir en
la misma direccion (co-transporte o simporte) o en direcciones opuestas (contra-transporte
o antiporte). El transporte antiporte a menudo creard un gradiente electroquimico que por si

mismo podria ser utilizado para el transporte activo terciario.

La secrecion biliar es un proceso fisiologico complejo que implica el flujo de
sustancias desde el plasma hasta la bilis donde participan transportadores que se hallan en

las membranas basolateral y canalicular del hepatocito (Figura 1.1)
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Las SB son transportadas a nivel basolateral por Ntcp/NTCP utilizando como

fuerza impulsora el gradiente transmembrana de Na', generado y mantenido por la bomba
Na'/K'-ATPasa (15) y por Oatps/OATPs que transportan SB en forma independiente de
Na“ (de naturaleza no electrogénica). Los transportadores Oatps/OATPs son también

encargados de captar otros aniones orgéanicos a nivel basolateral (16;17).

Estos compuestos colefilicos son excretados dentro de la bilis principalmente por
bombas dependientes de ATP pertenecientes a la superfamilia de transportadores ABC
(ATP-binding cassette), particularmente por la familia de proteinas resistentes a
multidrogas (MDR/Mdr) o por la familia de proteinas asociadas a la resistencia a

multidrogas (MRP/Mrp) (18;19).
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Las sales biliares monoanidnicas son transportadas en la membrana apical por la
bomba exportadora de sales biliares (BSEP/Bsep) o ABCBI11/Abcbll, la cual es
responsable del transporte del 80% de las sales biliares (17). Las sales biliares determinan
el FBDSB. Abcbll es un polipéptido multifuncional de 150-170 kDa con dos mitades
homologas, cada una con seis dominios transmembranas, los cuales estan implicados en la
especificidad del sustrato y un dominio ABC, que contiene motivos involucrados en la

union e hidrolisis de ATP (20;21).

En contraste, el eflujo canalicular de sales biliares divalentes, sulfatadas o
glucuronizadas, esta mediado por la proteina asociada a la resistencia a multidrogas 2
(Mrp2) o Abcc2 (22;23). Este transportador, perteneciente a la familia de transportadores
ABC, también media la excrecion biliar de muchos otros aniones orgénicos, incluyendo
conjugados con glutation (leucotrienos C4 o bromosulfoftaleina) o con acido glucuroénico
(bilirrubina y estrogenos glucuronizados), glutation oxidado (GSSG) y reducido (GSH),
este ultimo con menor afinidad que GSSG (24;25). Tanto GSSG como GSH, son los
principales determinantes del FBcISB (26). El transportador Abcc2 tiene una masa
molecular de 200 kDa, con multiples dominios transmembrana y dominios conservados de
union e hidrdlisis de ATP (2;27). Estos dos transportadores canaliculares mencionados son
los més relevantes involucrados en la formacion de la bilis (18;28;29). El transporte activo
de fosfatidilcolina a través de la membrana canalicular es mediado por la proteina de
resistencia a multidrogas MDR3 (Mdr2 en roedores) o ABCB4/Abcb4, esto resulta en la
formacion de micelas mixtas en los canaliculos biliares, constituidas por sales biliares,
fosfolipidos y colesterol y por lo tanto hace que las sales biliares sean menos citotdxicas

(30).
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Las proteinas ABCB/Abcb (MDRs/Mdrs), grupo al cual pertenece el
transportador Abcbl11/ABCBI11, fueron originalmente descriptas en lineas celulares
cancerosas, a las cuales le conferian resistencia a agentes quimioterapéuticos. Estos fueron
los primeros transportadores ABC identificados en la membrana canalicular de hepatocitos
normales. Ademas del transportador de sales biliares, tres productos génicos han sido
identificados en roedores, Abcbla (Mdrla), Abcblb (Mdrlb) y Abcb4 (Mdr2), mientras
dos han sido identificados en humanos ABCB1 (MDR1) y ABCB4 (MDR3). ABCB4
comparte 75 % de identidad de aminoacidos con ABCBI, mientras que Abcb4 de rata
comparte 72 % de identidad de aminoacidos con Abcblb (31). La funcion de
ABCBI1/Abcbl es facilitar el eflujo de una gran variedad cationes voluminosos (tipo II)
anfifilicos, junto con otros compuestos hidrofobicos, tales como metabolitos, toxinas

endogenas y exdgenas, hormonas esteroides, péptidos hidrofobicos y algunos glicolipidos

31).

De manera similar, la proteina heterodimérica formada por ABCGS
(Abcg5)/ABCG8 (Abcg8), ambas pertenecientes a la subfamilia G de transportadores
ABC, facilita la excrecion biliar de colesterol, translocando este lipido desde la cara interna
a la cara externa de la membrana canalicular, seguido por su incorporaciéon a micelas

mixtas (junto con fosfatidilcolina y SB) en la bilis (32;33).

El transporte canalicular de HCOj;™ es mediado por el intercambiador anidénico de
CI/HCOs5™ (AE2), también llamado Slc4a2. Este transportador pertenece a la familia de
intercambiadores aniénicos independientes de Na' y funciona regulando el pH intracelular
cuando los hepatocitos son expuestos a un medio alcalino. Ademas, Slc4a2 (AE2) participa

en la generacion del flujo biliar dado que la excrecion de HCOs™ es una fuerza impulsora
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primaria adicional del FBcISB. En humanos y en ratas, tres transcriptos de Slc4a2 han sido

descriptos (27;34).

Como ya se ha comentado recientemente, la formacion de la bilis es un proceso
secretorio osmotico resultante de la secrecion canalicular de agua en respuesta a gradientes
osmoticos creados por el transporte activo de solutos. El flujo biliar depende finalmente de
la actividad de estos transportadores canaliculares como asi también de la permeabilidad al
agua del dominio canalicular. Esta permeabilidad estd determinada por canales de agua
conocidos como aquaporinas (AQPs). En mamiferos, se han descripto 13 AQPs, de las
cuales, se demostrd que cuatro se expresan en hepatocitos: AQP0, AQPS, AQP9 y AQPI11.
Dentro de este grupo, AQP8 y AQP9 son las de mayor relevancia en la determinacion del
flujo biliar, localizdndose la AQP9 en la membrana basolateral y la AQP8 en la membrana
canalicular (12;35;36;37). Un gran nimero de estudios ha mostrado que la regulacion, ya
sea de la localizaciéon o de la expresion de AQPS, modifica la permeabilidad de la
membrana canalicular al agua. Estos estudios sugirieron, por lo tanto, que AQPS8 tendria un
rol primordial en la formacion de la bilis, facilitando el movimiento osmético de agua

(10;37;38;39;40;41;42).

1.1.4.1. Regulacion de la actividad de los sistemas de transporte canalicular.

La regulacion de la actividad de los sistemas de transporte canalicular es de vital
importancia para el mantenimiento de una adecuada tasa secretora biliar. La funcion de los
transportadores de tipo ABC puede regularse a tres niveles diferentes: transcripcional,
post-transcripcional y post-traduccional; 1os eventos regulatorios a estos niveles producen
cambios en la actividad de los transportadores que se manifiestan en el término de dias,

horas o minutos, respectivamente. La regulacion de la actividad a largo plazo ocurre por
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cambios en la expresion de los transportadores, lo que ocurre por modificaciones en el
balance de sintesis y degradacion de los mismos. La alteracion en la tasa de sintesis de los
transportadores implica cambios en la regulacion transcripcional o traduccional. Por otro
lado, la modificacion de la tasa de degradacion de los transportadores es un proceso ligado
a la regulacion post-traduccional. Este proceso puede implicar la internalizacion sostenida
en el tiempo de los transportadores canaliculares de su dominio de membrana plasmatica,

seguido de la degradacion lisosomal.

Otra regulacion post-traduccional es la ligada a los cambios reversibles en la
localizacion de los transportadores por insercion o internalizacion de los mismos mediada
por el trafico de vesiculas desde o hacia un compartimiento de reciclaje endosomal que
pueden ocurrir en un periodo de tiempo corto como parte de un mecanismo fisioldgico
destinado a regular rapidamente la densidad de los transportadores canaliculares en la
membrana plasmatica. Este es un proceso estrictamente regulado, y las vias de sefializacion
implicadas estan siendo caracterizadas activamente. Finalmente, cambios en el estado de
fosforilacion de los transportadores podrian regular su actividad aun estando localizado en

la membrana.

1.1.4.1.1. Trdfico y reciclado de transportadores canaliculares.

El reclutamiento de transportadores hacia la membrana canalicular en respuesta a
estimulos especificos representa un mecanismo clave por el cual puede modularse la
densidad de transportadores en la misma y, por lo tanto, la ’méax de los procesos
secretorios asociados a estos transportadores. Estos mecanismos regulatorios tienen lugar
en el orden de minutos y podrian ser altamente efectivos para modular la secrecion

canalicular, ya que los Km para el transporte de aniones y cationes organicos medidos en

11
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vesiculas de membrana canalicular sugieren que estos sistemas de transporte estarian
trabajando, en situacion basal, en condiciones cercanas a la saturacion (29); de este modo,
seria necesario modular su J/max para lograr el aumento de la capacidad de transporte

requerido bajo condiciones de estimulacion.

Una de las fuentes de transportadores canaliculares es su sintesis de novo. Una vez
sintetizados en el reticulo endopldsmico rugoso, los transportadores canaliculares ATP-
dependientes viajan a través del complejo de Golgi, dirigiéndose hacia la membrana apical
e insertandose en la misma (43). Inicialmente, una serie de experimentos en higado de rata
habian evidenciado que muchas proteinas canaliculares luego de su sintesis eran
transferidas a la membrana basolateral y luego al canaliculo biliar por un mecanismo de
transcitosis. Posteriormente, mediante estudios de marcado isotdpico de proteinas
realizados in vivo mediante pulso y caza de *>S-metionina, seguidos de inmuno-
precipitacion de los transportadores Abcbl (Mdrl), Abcb4 (Mdr2) y Abcbll (Bsep), se
evidencid que estos transportadores, luego de su sintesis, son transferidos directamente a la
membrana canalicular, dado que no pudieron ser detectados en ningiin momento en el
dominio basolateral (44). En otra serie de experimentos, se obtuvo evidencia confirmatoria
de un mecanismo de transferencia directa utilizando un inhibidor del trafico vesicular
microtubulo-dependiente como la colchicina, cuya administracion condujo a la
acumulacion en la membrana basolateral de las proteinas de membrana canalicular de
trafico indirecto (ej.: cCAMI105), pero no de transportadores del tipo ABC (45). Este
estudio mostrd también que el trafico desde Golgi a la membrana canalicular difiere entre
los transportadores estudiados. Mientras que Abcbl y Abcb4 se hallan totalmente
localizados en la membrana canalicular treinta minutos luego de la administracion de *°S-

metionina, Abcbl1, por el contrario, solo alcanza este dominio de membrana luego de dos

12
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horas (43). Esto sugeria que Abcbll podria ser secuestrado en un compartimiento
endosomal intracelular antes de alcanzar su destino final. Esta posibilidad fue confirmada
en lineas celulares WIF-B transfectadas con genes que codificaban una proteina quimérica
formada por el respectivo transportador unido a la “proteina fluorescente verde” (“green
fluorescent protein”, GFP). En esta serie de experimentos se observd por microscopia
confocal que, luego de la transfeccion, la proteina quimérica se localizaba en el dominio
canalicular y también era reclutado en endosomas, colocalizando en ellos con la proteina
Rablla (marcador endosomal) (46). En otra serie de estudios realizados en estas lineas
celulares, se observd que Abcc2, luego de su sintesis, ademas de localizarse en la
membrana canalicular, también colocalizaba con este marcador endosomal indicando su

reclutamiento en estos endosomas (46).

Otra fuente de transportadores canaliculares es el reciclado desde un
compartimiento endosomal de transportadores pre-existentes; este compartimiento sirve
como un reservorio, almacenando transportadores que estardn disponibles ante una
demanda fisioldgica. El proceso de reciclado comprende la insercion exocitica de vesiculas
que contienen dichos transportadores, seguido de su internalizaciéon endocitica, una vez
que la demanda ha sido satisfecha (47). Asimismo, este compartimiento puede evitar que
sufran degradacion; esto podria explicar el elevado tiempo de vida media de estos
transportadores, que puede llegar hasta cinco dias (43). La existencia de este
compartimiento de reciclado estd sustentado por un ntimero de evidencias experimentales
recientes: mediante microscopia inmunoelectronica, se demostrod que, en los hepatocitos de
rata, Abcbl1 puede ser detectada en estructuras vacuolares cercanas a la membrana apical,
ademads de en la propia membrana (20); esta localizacion pericanalicular pudo demostrarse

también para Abcc2, Abcbl1 y Abcbl mediante tincién inmunofluorescente en el modelo
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de duplas aisladas de hepatocitos de rata (DAHR) (48); la administracion de **S-metionina
in vivo, seguida del seguimiento tardio de su incorporacion a proteinas reveld que Abcbl1
se distribuye tanto en la membrana canalicular como en una fraccion endosomal
combinada, la cual podria representar el compartimiento de reciclado; el reciclado entre la

membrana canalicular y endosomas subapicales pudo ser directamente visualizado para

Abcbl1 (49) y Abcc2 (50;51) (Figura 1.2).
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Mientras que los factores que gobiernan la insercion de transportadores ABC en la
membrana canalicular fueron extensivamente estudiados, mucho menos se conoce acerca
de los eventos que gobiernan la internalizacion de los transportadores desde el dominio
apical. Rahner y col. (52) mostraron que marcadores de endocitosis de membrana y de fase
fluida expuestos a la membrana apical de hepatocitos desde el lado luminal, fueron

rapidamente internalizados por vesiculas de clatrina y dirigidos a un compartimiento
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subapical. Estudios recientes realizados por Lam y col. (53) sugieren que la internalizacion
constitutiva de Abcbl1 seria mediada por estas vesiculas. En este estudio se encontro
ademas en el dominio C-terminal (aminoacidos 1284-1321) de esta proteina una secuencia
. 1310 1314 . ~
conservada entre especies (° YYKLV ") que seria clave en la sefhal para la
internalizacion constitutiva del transportador. A su vez, se observd por alineamiento de
secuencias que esta secuencia se encuentra conservada en la familia de transportadores
ABC canaliculares, lo cual permite especular que la endocitosis de muchos de estos

transportadores se llevaria a cabo por mecanismos similares a los de Abcbl11.

En estudios realizados en DAHR se evalu6 la dependencia del trafico vesicular de
transportadores canaliculares, de la integridad de los microtiibulos y el citoesqueleto de
actina. Utilizando tincion inmunofluorescente, seguida de visualizacion por microscopia
confocal, Roelofsen y col. estudiaron el trafico de Abcc2 luego del aislamiento de las
DAHR (54). Estos autores observaron que, luego de una hora de aislamiento, Abcc2
(Mrp2) estd principalmente confinado a grupos de vesiculas junto a la membrana
plasmatica, las cuales son luego internalizadas y finalmente redirigidas a la membrana
canalicular, de modo que luego de tres horas, la mayoria del Abcc2 celular esta localizado
en este dominio de membrana. Este estudio también mostrd6 que este proceso es
parcialmente dependiente de la integridad de los microtibulos, ya que la administracion de
nocodasol, que inhibe la polimerizacion de los mismos, disminuy6 el direccionamiento de
Abcc2 a la membrana canalicular, sin llegar a bloquearlo totalmente. Este fenémeno fue
observado también en otro estudio en el cual la administraciéon de colchicina (compuesto
que desorganiza microtubulos) produjo s6lo una alteraciéon marginal en la capacidad de las
DAHR para recuperar la funcién de transporte canalicular del sustrato de Abcbl1 (Bsep),

colil-lisil-fluoresceina (CLF) (55); este resultado indicaria que la mayoria de Abcb11 pudo
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reinsertarse en el polo canalicular, aun cuando la funcién microtubular fue deteriorada. Por
el contrario, la desorganizacion del citoesqueleto de actina, usando citocalasina D como
agente diruptor, bloqueé completamente el restablecimiento de la capacidad de transporte
de CLF (55). Tomados de conjunto, estos hallazgos indicarian que el movimiento de las
vesiculas conteniendo transportadores de membrana es mayormente dependiente de la
integridad de la red de microfilamentos de actina. Roma y col. también estudiaron el rol de
vias de sefializacion dependientes de Ca®" y de PKC en la recuperacion de la funcion de
transporte canalicular y en la reinsercion de Abcc2 en DAHR (55). Estos estudios
mostraron que ambos procesos son dependientes de la elevacion del Ca*™ intracelular,
mientras que este fenomeno podria desencadenar al mismo tiempo un mecanismo contra-
regulatorio, ya que la activacion de isoformas de PKC Ca®’-dependientes ejerce un efecto

inhibitorio.

Como se describido hasta el momento, el mantenimiento de una densidad de
transportadores apropiada en la membrana canalicular se encuentra finamente regulado y
es clave, y de vital importancia para sostener una tasa secretora biliar adecuada. El
desbalance de los procesos de desinsercion y reinsercion de transportadores con
disminuciéon de densidad de los mismos en el dominio canalicular puede producir
alteraciones en la excrecion biliar normal de los diferentes sustratos. La disminucion de
esta excrecion normal de sustratos, en la cual nos enfocaremos en el presente trabajo de
Tesis, lleva a una alteracion conocida como colestasis y sera tratada detalladamente en los

siguientes apartados.
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1.2. Generalidades de Colestasis.

El término colestasis, el cual significa literalmente “estancamiento de la bilis”,
indica, desde el punto de vista fisiopatologico, un disturbio de la secrecion biliar capaz de
provocar una reduccion o cese total del flujo de bilis que llega al duodeno, llevando a la
retencion de constituyentes biliares en el higado y en la sangre, conduciendo a
manifestaciones clinicas caracteristicas, como prurito e ictericia, incremento en la sangre
de enzimas como fosfatasa alcalina, y- glutamil transpeptidasa y 5'-nucleotidasa, asi como

a un variable aumento en la bilirrubina, sales biliares y colesterol (56;57).

Estos cuadros colestasicos pueden tener un origen genético o adquirido. Dentro de
los trastornos genéticos podemos mencionar a aquellos que ocurren durante el desarrollo
de los conductos biliares, como: atresia de las vias biliares, sindrome de Alagille, y
enfermedad hepatica fibropoliquistica, etc. (56). Las colestasis adquiridas pueden ser de
origen obstructivo o hepatocelular (Figura 1.3). La obstrucciéon puede deberse a la
presencia de calculos biliares o tumores, mientras que la hepatocelular se debe a un
desorden funcional de los hepatocitos donde se esta llevando a cabo la formacién de bilis,
ya sea por enfermedades inmunitarias (Cirrosis biliar primaria o Colangitis esclerosante
primaria), por agentes infecciosos (citomegalovirus, colangitis bacteriana o infecciones por
Criptosporidium), en eventos isquémicos (post-trasplante, estenosis de arteria hepatica o
rechazo crénico del higado trasplantado) y finalmente por drogas (ciclosporina A,
anticonceptivos estrogénicos, androgenos, antidepresivos triciclicos, etc.) o endobidticos,
por embarazo o por nutricion parenteral total, entre otros. Estos desdrdenes colestaticos
pueden estar asociados a defectos en la funcion de los sistemas de transporte hepatocelular

involucrados en el transporte a bilis (56).
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Estudios genéticos

en el hombre y en animales transgénicos revelaron que la

herencia de mutaciones recesiva en los genes que codifican para algunos de los

transportadores hepaticos mencionados anteriormente producen fenotipos hepatobiliares;

por ejemplo, un defecto en ABCB11 y ABCB4 produce colestasis intrahepatica familiar

tipo 2 y 3 respectivamente; un defecto en ABCC2 produce el Sindrome de Dubin Johnson

y defectos en ABCGS5 o ABCGS producen sitosterolemia (58).

Varios modelos animales de colestasis hepatocelular reproducen las caracteristicas

de las enfermedades humanas colestaticas de tipo adquiridas y han ayudado en gran

medida al entendimiento de los mecanismos moleculares subyacentes a estas patologias.

colestasis

pancreas

origen de Litiasis coledoci

extrahepatica Ampuloma 6 cance
de cabeza de

Vesicula biliar

Falla en
transportadg

Higado

Conducto
hepatico
Conducto
colédoco

Conducto
Cistico
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Esfinter .~
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Duodeno pancreatico

1.2.1. Colestasis inducidas por drogas.

Dentro de este grupo de colestasis, son de especial interés aquellas debidas a

hormonas y derivados hormonales tales como estrogenos, testosterona C17-sustituida y
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esteroides anabolicos (59). Los estrogenos son considerados agentes causales de la
colestasis intrahepatica del embarazo, asi como también de aquella asociada a la
administracion de anticonceptivos orales o secundaria a la terapia de reemplazo hormonal
(60). Debido a la importancia de su correlato clinico, la colestasis inducida por estrogenos
en roedores es un modelo experimental de colestasis hepatocelular ampliamente utilizado.
La injuria colestasica puede ser generada en el transcurso de dias al administrar 17a-
etinilestradiol (EE) a ratas, o en minutos por administracion de estradiol 174-D-
glucuronido (E17G). Estos estrogenos inducen colestasis reduciendo tanto el FBDSB como

el FBcISB (61).

1.2.1.1 Colestasis por 17a-etinilestradiol (EE).

El EE disminuye la captacion sinusoidal de SB, en parte, por la disminucién en la
expresion de Ntcp en la membrana basolateral. A nivel canalicular, se demostré que EE
disminuye el transporte ATP-dependiente de taurocolato en preparaciones vesiculares de
membrana canalicular debido a una alteracién post-transcripcional en la expresion de
Abcbl1l (62;63;64). La expresion del transportador Abcbll se encuentra levemente
afectada, mientras que la expresion de Abcc2 (Mrp2) disminuye en mayor grado, ambos a
un nivel post-transcripcional (65). El EE también induce una disminucién en la expresion
de Oatps, afectando la transcripcion de sus genes, junto con una induccion también
transcripcional de Abcc3 (Mrp3) (64;66). La disminucién en el flujo biliar independiente
de SB inducida por EE puede deberse a la alteracion en la excrecion biliar de HCO;5™ (67) y
GSH (68). La disminucion en la excrecion biliar de GSH puede, a su vez, estar asociada a

una alteracion a nivel post-transcripcional en la expresion de Abcc2 (65).
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Finalmente, EE incrementa la permeabilidad de las uniones estrechas, con lo cual
puede ocurrir reflujo por via paracelular de los componentes determinantes de ambas

fracciones del flujo biliar (65;67;68;69;70).

En cuanto a las vias de sefalizacion involucradas en las acciones del EE, por un
lado, se ha postulado que sus acciones se relacionan con la conversion a EE 178-
glucurdnido (71;72) que es un potente colestasico (73), por lo que las vias de sefializacion
activadas serian similares a las descriptas para E17G (ver capitulo siguiente). Por otro lado,
se ha observado que ratones “knock out” para el receptor de estrogenos (RE) no sufren
toxicidad por EE (74); la participacion del receptor de estrogenos en el modelo de
colestasis cronica por EE en ratas podria deberse a que la union al receptor de estrogenos
podria facilitar la llegada del EE al reticulo endopldsmico para su glucuronizacién o a que
la unién al receptor de estrogeno podria iniciar vias de sefializacion intracelular como ha

sido demostrado para el estradiol (74;75).

1.2.1.2 Colestasis por estradiol 17p-D-glucurénido (E17G).

El estradiol 17B-D-glucuronido (E17G) es un metabolito endogeno del estradiol
glucuronizado en su anillo D (Figura 1.4). Los niveles de metabolitos de estrogenos D-
glucuronizados aumentan durante el embarazo, pudiendo éste ser un factor clave en la
patogénesis de la colestasis intrahepatica que ocurre en las mujeres embarazadas (76). La
administracion de E17G a ratas hembras produce una colestasis dosis-dependiente, aguda y
reversible, afectando las fracciones dependiente e independiente de sales biliares del flujo
biliar. La maxima caida del flujo biliar se registra luego de veinte minutos de inyectado el
compuesto, recuperandose parcialmente alrededor de los ochenta minutos y

restableciéndose totalmente luego de tres horas. El estudio sobre los cambios en la
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localizacion y actividad de Abcc2 en el higado de ratas inyectadas i.v. con E17G demostro
que este derivado estrogénico produce una internalizacion endocitica de Abcc2, la cual va
acompanada de un deterioro en la actividad de este transportador, evidenciado por una
disminucién en la capacidad de transporte del sustrato modelo dinitrofenil-glutation (77).
Ademas, se evidencio que la reinsercion de Abcc2 en la membrana canalicular dependia de
la integridad de microtibulos ya que animales a los que se les pre-administraba colchicina,
no recuperaban totalmente el flujo biliar, ni la velocidad de excrecion de bilirrubina,
fendmeno asociado a la falla en la reinsercion de Abcc2 (Mrp2) (78). También se observo
que la administraciéon de E17G a ratas mutantes que no expresan Abcc2 no induce
colestasis. Este hecho condujo a postular la existencia de algin tipo de interaccion entre
E17G y Abcc2 en el momento en que E17G estéd siendo transportado via Abcc2 a la bilis.
Esta interaccion afectaria de algin modo la localizacion y la actividad de Abcc2,

desencadenando, al menos en parte, los fendémenos colestasicos observados (79).
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Dado que Abcbl1 es internalizado endociticamente bajo las mismas condiciones
que Abcc2, es posible que exista una asociacion cercana entre estos transportadores
canaliculares. Se ha propuesto la existencia de un mecanismo de trans-inhibicion de
Abcbl11 inducido por E17G (80) a través de una interferencia con el transporte de sales
biliares mediado por Abcbl1 como consecuencia de la interaccion entre E17G y Abcc2

aunque su relevancia in vivo es dudosa (79;81).

Las acciones colestasicas de E17G no parecen vincular a acciones directas del
estrogeno sobre las estructuras que altera sino que actlia a través de activar distintas vias de
sefalizacion intracelular que se ha convertido en un hecho fundamental para explicar el

desarrollo de diferentes modelos de colestasis (82;83;84;85;86)

1.2.2. Rol de vias de senalizacion intracelular en colestasis.

1.2.2.1 Seializacion por PKC y PI3K/Akt.

La familia de proteinas quinasas C (PKCs) esta constituida por un grupo de serin
treonin quinasas dependientes de fosfolipidos. Esta familia consiste de al menos 10
miembros, divididos en 3 subgrupos: PKC clasicas (PKCc; a, BIL, BIl y v) que responden a
Ca®" y diacilglicerol (DAG), PKC noveles (PKCn; 8, €, 1 y 0) que responden a DAG pero
no a Ca®" y PKC atipicas (PKCa; 8, n/t) que no responden ni a Ca*" ni a DAG. Todas las

isoformas, sin excepcion, requieren fosfatidilserina para su activacion (87;88).

En general, para las PKCc y PKChn, el proceso de transduccion de sefiales se inicia
cuando un estimulo (por ¢j., vasopresina o factor de crecimiento hepatocitario) se une a su
receptor. En el primer caso, el complejo hormona-receptor cataliza el intercambio de GTP

por GDP sobre la proteina G asociada, activandola. Esta proteina activa a su vez a una
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fosfolipasa C B (PLC B) en la membrana plasmatica. Los receptores tirosin quinasa, en
cambio, desencadenan la activacion de la PLC y. Las PLCs producen dos mensajeros
secundarios por hidrélisis del fostatidil-inositol (4,5) bifosfato (PtdIns(4,5)2P). Los
productos de esta hidrolisis son DAG e inositol trifosfato (IP3) (89). El DAG activa
directamente a PKC, uniéndose a estructuras conocidas como “dedos de zinc”. El IP3, en
cambio, difunde desde la membrana plasmatica al reticulo endoplasmatico, en donde se
une a receptores especificos y causa la apertura de canales de Ca", liberandolo al citosol.
El aumento de las concentraciones de Ca®" junto con DAG vy la interaccion de la PKC con
fosfolipidos acidos hacen que la quinasa se encuentre en un estado cataliticamente
competente (90). Finalmente, la fosforilacion de PKC sobre sus proteinas blanco induce un
cambio conformacional en las mismas, resultando en una modificacion de sus propiedades
funcionales. Las diversas isoformas de PKC participan en la regulacion de proliferacion,

diferenciacion, sobrevida y muerte celular (87).

Las PKCc son selectivamente inhibidas por G6 6976, un derivado indolocarbazol
no-glicosidico metil y cianoalquil sustituido que compite con el sitio de unién a ATP de

estas enzimas (91).

Las PI3K son una familia de enzimas que fosforilan la posicion 3'-OH del anillo
inositol de los fosfoinositosidos, generando asi fosfatidil-inositoles (PtdIns). Estos
mensajeros secundarios de naturaleza lipidica disparan una gran cantidad de respuestas
intracelulares, dado que interactiian con cientos de proteinas diferentes, a través de sus
dominios de unién especializados (92). Las PI3K son activadas por diversos estimulos,

tales como factores de crecimiento, mediadores inflamatorios, hormonas,
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neurotransmisores, inmunoglobulinas y antigenos. Se dividen en tres clases, sobre la base

de sus caracteristicas estructurales y la especificidad de sustrato lipidico in vitro (93).

Las PI3K clase I son heterodimeros que constan de una subunidad catalitica de un
peso molecular de 110 kDa y una subunidad reguladora. Las PI3K I catalizan la conversion
de fosfatidil-inositol (4,5) bifosfato (PtdIns (4,5) 2P) a fosfatidil-inositol (3, 4, 5) trifosfato
(PtdIns(3, 4, 5)3P). Estos ultimos, reclutan proteinas con dominios HP (homologia a la
pleckstrina) como la proteina quinasa dependiente de fosfoinositidos 1 (PDKI1) y la
proteina quinasa B (PKB/Akt) (92;93), amplificaindose de este modo las cascadas de

sefializacion

Las PI3K clase II son capaces de fosforilar PtdIns y PtdIns 4P in vitro, pero sus
sustratos in vivo estan bajo investigacion. Esta familia de enzimas, con un peso molecular
de 170-200 kDa, poseen tres miembros: PI3K C2 a, B y 0, todas caracterizadas por su
dominio de homologia C2 carboxilo terminal. Son activadas por quimoquinas, citoquinas,
insulina, factores de crecimiento, etcétera; sin embargo su modo de accidn es escasamente

entendido (94).

Las PI3K clase III, son unicamente capaces de fosforilar PtdIns y generar PtdIns
3P. La subunidad catalitica Vps34 posee un rol esencial en el trafico desde el Golgi hasta
distintas organelas de las proteinas sintetizadas de novo. Vps34 se asocia a p150, una serin
treonin quinasa requerida para la activacion y reclutamiento de Vps34 a las membranas del
Golgi (95) y a los endosomas Rab5-positivos (96). En base a esta evidencia, p150 parece

ser también importante en la endocitosis y trafico vesicular (96).
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En este trabajo de tesis, utilizamos el inhibidor pan-especifico de las PI3K clase I
y II, Wortmanina (Wm). La Wm, de origen fingico, inhibe a las PI3K de manera
irreversible y no competitiva respecto del ATP, uniéndose covalentemente a un residuo
lisina en la posicion 802 conservado, presente en la subunidad catalitica p110; esto causa
un gran reacomodamiento del sitio activo de la enzima (97).
1.2.2.1.1. Rol de las vias de sefnializacion intracelular dependientes de PKC y PI3K en

colestasis.

Los cambios en la localizacion de los transportadores que ocurren en la colestasis
dependen de la activacion por el agente colestdsico de vias de sefializacion criticas en la
regulacion de la endocitosis/exocitosis. Los ejemplos representativos corresponden a las
isoformas de protein quinasas Ca** dependientes (PKCc), mayormente PKCa, (88;98).
Coincidentemente la activacion pan-especifica de PKC, clésicas y noveles, por forbol 12-
myristato-13-acetato también induce redistribucion de Abcc2 desde la membrana
canalicular a la basolateral en células HepG2 (99). En linea con estos hallazgos, Crocenzi y
col hallaron un rol critico de PKCc en la internalizacion de Abcbll y Abcc2, con la

consecuente falla secretora de sales biliares y aniones organicos, en la colestasis inducida

por E17G (84).

La activacion de PI3K ha sido involucrada también como una pieza clave en la
colestasis por taurolitocolato (TLC). En coincidencia con estos hallazgos, Boaglio y col
(83;83) recientemente mostraron que la via de PI3K y su efector Akt estan involucrados en
la internalizacion de Abcbl1 y Abcc2 inducida por E17G. En este caso, PI3K/Akt actia
complementariamente con PKCc. Mientras PKCc seria responsable de la internalizacion
endocitica, PI3K/Akt retrasaria la reinsercion espontanea de las vesiculas conteniendo

transportadores en la fase de recuperacion de la colestasis.
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El bloqueo tanto de la via PI3K-Akt como de la activacion de PKCc mediante la
utilizaciéon de inhibidores previene parcialmente la colestasis mientras que inhibiendo
conjuntamente ambas vias las acciones del E17G se previenen completamente indicando
un efecto independiente y complementario de las vias activadas por este metabolito

estrogénico.

1.2.2.2. Generalidades de las vias GPR30/AC/PKA.

Una de las vias de transduccion de senales mejor caracterizada es la via de
sefalizacion del AMPc, donde el ligando se une a un receptor acoplado a proteina G
(GPCR), que asociada a una adenilato ciclasa (AC) provoca un aumento en los niveles de
este segundo mensajero, llevando a la activacion de una molécula efectora tal como PKA
(100;101;102). EI control temporal de la via de sefializacion de AMPc no es s6lo debido a
la generacion de sefiales por la AC, sino también depende de la accion de fosfodiesterasas
de AMPc (PDEs), ademas en diferentes tipos celulares puede haber diferentes cantidades

de moderadores de AMPc (103;104).

Una de las primeras evidencias de la existencia de GPR30 procede de la
observacion de que el 17-B-estradiol puede estimular la actividad de la adenilato ciclasa y
por lo tanto la produccion de AMPc en las células MCF7 humanas de cancer de mama
(105). GPR30 es un receptor acoplado a proteina G, con siete dominios transmembrana, el
receptor GPR30 humano estd constituido por 375 aminoacidos con una masa molecular
teorica de aproximadamente 41 kDa. Se propone que el N-terminal se encuentra fuera de la
célula, y que los residuos de acido aspartico en la region terminal pueden ser modificados

por glicosilacion si GPR30 se localiza en la membrana plasmatica. Uno de los temas que
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esta en discusion es si GPR30 se localiza en la membrana plasmatica, en el reticulo

endoplasmatico o si se expresa en ambos lugares (106).

Se ha observado que el receptor GPR30 forma parte de una via de sefializacion
alternativa a aquellas activadas por estradiol no conjugado (E»). En los estudios de las vias
de senalizacion de GPR30, muchos de los datos han sido obtenidos utilizando como
modelo las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y SKBR. El E; se une a GPR30, la
subunidad o de la proteina G trimérica activada induce la activacion de la adenilato ciclasa,
que resulta en la producciéon de AMPc y la subsiguiente activacion de la proteina kinasa A
(PKA) (107;106;108). En higado, se ha observado que E, atentia la injuria hepatica
asociada al trauma hemorragico, inhibiendo los estadios tempranos de la apoptosis
mediante activacion de GPR30, seguido de PKA (107). En este trabajo de Tesis se ha
utilizado como antagonista de GPR30 al compuesto G15, que se ha descrito que es un

antagonista selectivo del mismo (109).

La holoenzima PKA es un heterotetramero compuesto por dos subunidades
cataliticas (C) mantenidas en un estado inactivo por la asociacion con un dimero de
subunidades reguladoras (R) (110;111;112). Dos clases de holoenzimas PKA se han
identificado, las tipos I y II, que difieren en sus subunidades regulatorias. Ambas
subunidades R (RI y RII) (113;114) y la subunidad C puede existir como multiples
isoformas. Aunque existen grandes diferencias en la distribucion tisular y en las
propiedades bioquimicas y fisicas de las isoformas de la subunidad regulatoria, la
holoenzima contiene dos subunidades cataliticas unidas con homo o heterodimeros de las
subunidades RI o RII (115;116). E1 AMPc se une cooperativamente a dos sitios

denominados A y B en cada subunidad R. En la holoenzima inactiva, solo el sitio B esta
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expuesto y disponible para la union de AMPc. En caso de ocuparse el sitio B por un
aumento de AMPc, esta union aumenta la afinidad del AMPc en el sitio A por un cambio
estérico intramolecular. La union de cuatro moléculas de AMPc, dos a cada subunidad R,
conduce a un cambio conformacional y a la disociacion en un dimero de subunidad R con
cuatro moléculas de AMPc unidos y dos mondmeros cataliticos (117). Las subunidades C
se convierten en cataliticamente activas y fosforilan sustratos dianas en residuos de serina
o treonina que se presentan en un contexto de secuencia de R-R-X-S/T, R-K-X-S/T, K-R-

S-X /T, 0 K-K-X-S /T (118).

En este trabajo de Tesis se han utilizado los inhibidores selectivos 2°-3’-
didesoxiadenosina y H89 para las vias de senalizacion de AC y PKA, respectivamente y se
ha usado un anticuerpo que detecta péptidos y proteinas que contienen un residuo phospho-

S/T con una Arginina en la posicion 3.

1.2.2.2.1. Generalidades de las vias GPR30/AC/PKA en colestasis.

Nuestro grupo de trabajo ha descrito dos roles distintos y opuestos para AMPc en
colestasis: el aumento de AMPc que ocurre luego de la estimulacion por glucagon o
salbutamol, que participa de los procesos de reinsercion de transportadores protegiendo de
la colestasis por E17G, y el AMPc sintetizado a partir de la accion de E17G sobre GPR30,
el cual es esencial para que se produzca la desinsercion de los transportadores, que es el

origen de la colestasis (119).

In vitro, Zucchetti y col (119) observaron que la inhibicién farmacoldgica de
GPR30 por el antagonista G15 producia un alto grado de proteccion, indicando que este

receptor participa en la alteracion funcional que E17G induce sobre los transportadores
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canaliculares Abcc2 y Abcbl1. Sin embargo, la activacion especifica de GPR30 con el
agonista G1 no mostro efectos colestasicos a pesar de lograr aumentar AMPc y activar
PKA, indicando que la activacion de esta via es necesaria pero no suficiente para producir
estas alteraciones. La participacion de AMPc fue evaluada mediante la determinacion de
sus niveles en DAHR, en donde se observaron aumentos moderados en presencia de E17G,
los cuales fueron revertidos al inhibir GPR30, hecho que confirma que para producir estos

aumentos se requiere la activacion de este receptor.

1.2.2.3. Otras vias de senalizacion

La activaciéon de quinasas dependientes de calcio-calmodulina (CaM-K) por
medios convencionales requiere la union del complejo calcio-calmodulina a la enzima para
iniciar el proceso. Como se menciond anteriormente, en las células en reposo, los niveles
de Ca** citoplasmatico y nuclear son bajos (aproximadamente 100 nM), mientras que luego
de un estimulo adecuado los niveles de Ca*" en el citoplasma y en el nucleo pueden
cambiar drasticamente debido a la apertura de los canales de calcio en la membrana
extracelular y o por los canales de inositol trifosfato que se encuentran en el reticulo
endoplasmico. Este incremento en los niveles de Ca®" es acompafiado de un aumento de los
niveles del complejo calcio-calmodulina llevando a la activacion de las enzimas activadas

por calcio-calmodulina como lo son la Cam-Ks (120).

Nuestro grupo tiene evidencia que en la colestasis por E17G estd implicada la via
Calcio-calmodulina/Cam-KII. El E17G aumenta los niveles de Ca®" intracelular y activa
Cam-KII; a su vez hemos evidenciado que los bloqueadores de Ca®’ (nifedipina y

verapamilo), los inhibidores de calmodulina (trifluoroperazina y W7) y de Cam-KII
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(KN62) protegen de la alteracion en los transportadores canaliculares inducida por el

estrogeno (121).

1.3. Generalidades del Receptor de Estréogeno (RE).

Cincuenta afos atras Jensen y Jacobsen (122) llegaron a la conclusion, basada en
la unién especifica del estradiol en el utero, que los efectos biologicos del estrégeno tenian
que ser mediados por la union a un receptor. Durante mas de veinticuatro afos, este
receptor fue estudiado extensamente en varios laboratorios (123), hasta que en 1986, dos
grupos de investigacion informaron la clonacion de este receptor de estrogeno (RE) (124).
Hasta el afio 1995, se postulaba que existia un tnico receptor de estrogeno y que éste era el
responsable de mediar todos los efectos fisioldgicos y farmacologicos de los estrégenos
naturales, sintéticos y antiestrégenos conocidos en ese entonces. Sin embargo, en ese afo,
un segundo receptor de estrégeno (REP), fue clonado a partir de una biblioteca de cDNA
de muestras de prostata de rata (125). Interesantemente, las evidencias evolutivas del
receptor de estrogeno y de las acciones estrogénicas sugieren que al principio los
estrogenos influian en la reproduccion independientemente del RE y que el receptor de
estrogeno no respondia a los estrogenos y actuaba como un activador transcripcional

constitutivo.

Se han caracterizado, por lo tanto, dos isoformas de Receptor de Estrogeno, REa y
REP. Ambos receptores poseen varios dominios funcionales, los dominios N-terminal tanto
de REa como de REP son altamente divergentes, mientras que los dominios de union a
ADN (DBD) y los dominios de unién a ligandos (LBD) son aproximadamente entre un
95% y un 55 % homologos, respectivamente. Es importante resaltar que en el higado solo

se expresa REa (126).
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Ademas de los estrogenos, el RE también muestra afinidad por algunos
contaminantes ambientales, tales como los hidrocarburos aromaticos policiclicos, los
ftalatos y pesticidas, que caben bajo la denominacion comin de xenoestrogenos (127) .
Ciertos componentes de origen vegetal denominados fitoestrogenos (128) también tienen
acciones estrogénicas biologicamente relevantes tanto en los seres humanos como en

animales de consumo humano.

Ademas de los efectos transcripcionales bien caracterizados para el estradiol, hay
efectos de accion rapida, es decir, que ocurren dentro de segundos o minutos después del
estimulo por estradiol. Estos efectos rdpidos involucran la activaciéon de quinasas y
fosfatasas y el aumento de flujos idnicos a través de membranas (129;130). Herramientas
tales como ligandos selectivos (131) o la utilizacién de lineas celulares disefiadas para
expresar selectivamente el RE en el nticleo, en el citoplasma o en la membrana pueden

resultar utiles en el estudio de estas acciones no nucleares del RE (132).

Recientemente, en distintos modelos celulares se han observado efectos rapidos
(segundos, minutos) luego de la estimulacion con estradiol (Tabla 1.1), en contraste con
sus efectos gendmicos conocidos, que son mediados por la clésica via del receptor nuclear
RE; por ende las acciones estrogénicas pueden ser divididas en citosélicas/no genémicas o

en genomicas (133;134).
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Vias de sefializacion activadas por estrogenos (no gendmicas).

Tejido Vias Referencia
PI3K/AKT J Biol. Chem. (2003) 278:2118-2123
MAPK Ciculation (2003) 108:3115-3121

. proteinas G J Biol Chem (2003) 276:27071-27076
endotelio vascular - . .
Am J. Physiol Herat Circ. Physiol. (2000).279:

Flujo de Ca** H319-H328
activacion de canal de K* Circulation. (2000). 101: 1594-1597
MAPK Science (2005) 307: 1625-1630

mama IGF-IR/PI-K/Akt Endocrinology (2005) 146: 624-632
PKC Endocrinology (2002) 144: 1812-1824
ERK Mol Biol Cell (2002) 13: 3720-3729
Flujo de Calcio J. Neurosci. (1999) 19: 2455-2463

neuronas .
e cAMP/PKA Endocrinology (2003) 144: 306-312
pituitarias X

MAPK J. Neurosci. (1998) 18: 6672-6680
Activacién de PKCa J- Cell Biochem (2001) 81: 413-429

huesos - :
activacion de fosfolipasa C | Bone. (2004) 34: 100-111

Las evidencias crecientes indican la presencia del RE en la membrana plasmatica

de células humanas donde se ha observado la activacion de cascadas de sefializacion
(MAPK/ERK, PI3K/Akt, PKC) y efectos celulares rapidos de E; (135). De qué manera el
RE se localiza en la membrana celular aun no esta claro; se ha propuesto que en las vias de
sefalizacion citosolicas estd implicada la activacion de un pool de REa asociado a
membrana mediante una palmitoilaciéon que sufre post-traduccionalmente (135). La
palmitoilacion en la Cys-447 ha sido reportada como una manera de facilitar la asociacion

de REa en membrana y asociarse con la proteina de anclaje caveolina-1.

Las activaciones de PKCc y de la via PI3K-Akt que han sido reportadas para E,

en distintos tejidos incluyendo el higado (75;136;137) también han sido informadas para
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E17G como se indico en parrafos anteriores(83;84). Por lo tanto, otras proteinas que
participan en vias no gendmicas inducias por E; podrian participar en acciones colestasicas

del E17G.

La participacion del RE en vias no gendmicas se manifiesta por la activacion de
sistemas de sefializacion celular. Se ha observado que una vez activado sufre una serie de
fosforilaciones (138), siendo la fosforilacion en la serina en la posicion 118 la mas

relevante.

Entre las quinasas que pueden fosforilar al REa (139), si bien muchas tienen que
ver con acciones nucleares (quinasas dependientes de ciclinas, kinasas dependientes de
ADN, etc), se destacan la GSK-3B (140) y la quinasa activada por mitogenos P38MAPK

(141). GSK-38, en particular, forma un complejo con ERa que lo estabiliza en citosol y

puede modular su fosforilacion y, por ende, su actividad (140).

Es sabido que REa interacttia con PKCc o PI3K-Akt (136;75) y debido a que la
cavidad del ligando en el REa tiene un tamafio mayor que el estradiol no conjugado (142)
y a que el E17G tiene afinidad por RE (143;144) planteamos como hipoétesis en este trabajo
de Tesis que potencialmente el E17G podria interactuar con éste, y como consecuencia de
esta interaccion, que el REa participaria en las vias de sefializacion activadas por E17G.
Ademas, es de interés investigar qué otras posibles proteinas con participacion en la
transduccion de sefal podria iniciar la cascada que induce el E17G a activar cPKC y PI3K

llevando a la colestasis.

Las estrategias utilizadas para evaluar la participacion de una via de sefializacion

en particular fueron la utilizacion de inhibidores selectivos, en este caso el ICI182,780. El
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compuesto ICI182,780 cuya nomenclatura es 7-alfa-[9-(4,4,5,5,5-
pentafluoropentilsulfinil)nonil]estra-1,3,5-(10)-trieno-3,17 beta-diol, ha sido desarrollado a
partir de un programa para producir una serie de compuestos derivados de esteroides que
contienen una cadena lateral larga sustituido en la posicion 7-alfa. Esta cadena lateral es
responsable de las propiedades antagonistas estrogénicas, teniendo la capacidad de
bloquear la accion trofica del estradiol en el utero de rata completamente, y estar libre de la
actividad agonista del estrogeno. Tales compuestos, como el ICI182,780, se han
denominado en la literatura como anti-estrogenos "puros" (145). Estos estudios con
ICI182,780 se complementaron con estudios de knock-down del REa y con la medicion de

su activacion, estimada por la fosforilacion en Ser-118.
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Objetivos

2.1 Objetivo General.

El presente trabajo de Tesis doctoral tiene como objetivo general evaluar el rol del

REa en la colestasis inducida por estradiol-17-D-B-glucurénido.

2.2 Objetivos especificos:

e Evaluar la participacion del REa en el modelo de in vitro de colestasis por

estradiol-17-D-B-glucurénido.

e Evaluar la participacion del REa en la colestasis por estradiol-17-D-B-glucurénido

en el Modelo de Higado Aislado y Perfundido de ratas.

e Dilucidar la relacion del REa con otras vias de sefializacion que participan en la

colestasis por estradiol-17-D-B-glucurénido.
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Metodologia

3.1 Reactivos.

El compuesto Colil-glicil-amido-fluoresceina (CGamF) fue donado por el Prof.
Alan Hofmann (Universidad de California, San Diego, EE.UU.). Los reactivos estradiol-
178- D-glucurénido (E17G), ICI 182,780 (Fulvestrant), colagenasa tipo A (de Clostridium
histolyticum), 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), albumina sérica bovina (BSA), azul
tripan, medio de cultivo Leibovitz-15 (L-15), dimetilsulfoxido (DMSO), detergente Triton
X-100, dodecil sulfato de sodio, tetrametil-etilen-diamina, ditiotreitol, persulfato de
amonio, Percoll, dexametasona, gentamicina, solucion de antibidtico 100X
(penicilina,estreptomicina, anfotericina), uretano, [-NAD, 3-a hidroxiesteroide
deshidrogenasa y el coctel de inhibidores generales de proteasas fueron adquiridos de la
empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.). El compuesto 5-cloro-metil-
fluoresceina diacetato (CMFDA) fue obtenido de Molecular Probes (Eugene, OR,
EE.UU.). Los medios de cultivo “Dulbecco’s Modified Eagle Medium” (DMEM) y
Williams E fueron obtenidas de Life Technologies (Grand Island, NY, EE.UU.). El
inhibidor de PKCc 5,6,7,13-tetrahidro-13-methil-5-oxo-12H-indolo[2,3-a]pirrolo[3,4-
c]carbazol-12-propanenitrilo (G66976) fue obtenido de Calbiochem (San Diego, CA,
EE.UU.). El compuesto Wortmanina (WM) fue adquirido de la empresa Fluka (St. Louis,
MO, EE.UU.). Los compuestos G-15 y didesoxiadenosina (DDA) fueron adquiridos de
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE.UU.). Todos los demés reactivos quimicos

utilizados en esta Tesis fueron de la més alta calidad disponible comercialmente.
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3.2 Animales.

A lo largo de todos los estudios, se utilizaron ratas hembra adultas Wistar con un
peso entre 250-300 g que fueron criadas en nuestro bioterio (Instituto de Fisiologia
Experimental, IFISE-CONICET) (81). Los tratamientos se llevaron a cabo bajo anestesia
con uretano (1 g/kg por via intraperitoneal), y se mantuvieron asi en todo el experimento.
Cuando fue necesario, la temperatura corporal fue medida y se mantuvo a 37°C. Todos los
animales recibieron cuidado segun los criterios establecidos en la Guia para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio "Octava Edicion” (Academia Nacional de Ciencias de
EE.UU., 2011). Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a la guia local
para el Uso de Animales de Laboratorio (Resoluciéon N° 6109/012), establecido por el
Comité de FEtica para el Manejo de Animales (Facultad de Ciencias Bioquimicas y

Farmaceuticas, UNR) y fueron aprobados por la Res. 342/2012.

3.3 Modelos experimentales in vitro.

Los modelos in vitro constituyen una herramienta de la biologia celular
importante para el estudio de enfermedades hepaticas y han sido ampliamente utilizados en
investigaciones bdsicas de la fisiologia, fisiopatologia, farmacologia y otras disciplinas
afines (146). En este trabajo de Tesis se han utilizado modelos in vitro para el estudio de
vias de senalizacion implicadas en la funciéon y localizacion de transportadores

canaliculares implicados en la secrecion biliar.

El cultivo primario de hepatocitos de rata, es un modelo in vitro util para el
estudio del metabolismo hepatico, en general, y de la expresion de proteinas, en particular,
pero tiene la desventaja que la polaridad del hepatocito no se conserva, es decir, que las
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membranas plasmaticas no logran adoptar la diferenciacion de basolateral y canalicular tal
como ocurre en el higado entero. Los cultivos primarios de hepatocitos de rata sobre una
capa de colageno son considerados un buen modelo, aunque de duracion limitada debido a
que luego de un plazo de tiempo mayor a 48 hs pierden la mayoria de las funciones
metabolicas especificas, incluyendo la expresion de muchas proteinas transportadores de

membrana (146).

Dentro del cultivo primario de hepatocitos de rata se han desarrollado variantes
que han acarreado avances importantes para este tipo de modelos, como es el caso del
modelo de duplas aisladas de hepatocitos de rata (DAHR), un modelo util para el estudio
de cambios agudos de la funcion secretora biliar con polaridad morfoldgica y funcional
conservada (147). Este modelo presenta una localizaciéon polarizada de estructuras
basolaterales y apicales, incluyendo transportadores, citoesqueleto de actina y tubulina, etc.
y es capaz de transportar y secretar al polo apical compuestos colefilicos, permitiendo una
facil y rapida visualizacion/cuantificacion por microscopia de fluorescencia. Su limitacion
radica en que se pueden utilizar por tiempos cortos (4-6 hs) y que la cantidad de células
que se obtiene es suficiente para estudios funcionales pero no es suficiente para estudios
que requieren mayores cantidades de proteinas como por ejemplo la evaluacion de la

expresion proteica mediante western blot.

Otro tipo de cultivo de hepatocitos es el cultivo en configuraciéon sandwich de
colageno (HRCS). Este, es un cultivo primario de hepatocitos de rata entre dos capas de
colageno gelificado, que permite que los hepatocitos desarrollen polaridad funcional,
formando una red de pseudocanaliculos biliares con el lumen sellado (148) y representa

una aproximacion exitosa para el mantenimiento de funciones hepaticas especificas,
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incluyendo la secrecion de la albumina, induccion de la enzima citocromo P-450, y la
absorcion de 4cidos biliares (149). Este modelo permite la diferenciacion entre los
procesos de transporte sinusoidal y canalicular y por lo tanto puede representar una
herramienta util para investigar la disposicion hepatobiliar de sustratos (150) . Por su larga
vida util, ademés son adecuados para hacer estudios de knock-down (silenciamiento) de

proteinas.

3.3.1 Obtencion de Colageno tipo I a partir de cola de rata.

A partir de cinco colas de ratas hembras de aproximadamente 50 dias, se
extrajeron los tendones, limpiando el tejido muscular con ayuda de bisturi. Se lavaron con
agitacion vigorosa en 250 ml de solucion lavadora (NaCl 4,5 M; Tris 0,05 mM pH 7.,5;
EDTA 20 mM). Luego de lavar tres veces con agua destilada los tendones fueron disueltos
durante 12-24 hs a 4°C en 250 mL de solucion de éacido acético (0,5 M, pH 2,5) con
agitacion moderada. La solucion resultante se filtro a través de una gasa y se centrifug6é 90
min a 37000 x g en tubos de 50 ml en una centrifuga Beckman Coulter Avant-J25
(Beckman Ltd, High Wycombe, Inglaterra), recuperandose el sobrenadante.
Posteriormente se agregd lentamente NaCl sélido, con agitacion continua y moderada,
hasta alcanzar una concentracién de 0,7 M, dejando en reposo a 4°C durante 12-24 hs.
Luego de este periodo se centrifugd la solucion 45 min a 37000 x g. El pellet se disolvio
durante 12-24 hs a 4°C en 60 ml de 4cido acético (0,5 M, pH 2,5) con agitacion moderada.
En un paso posterior se centrifugdé 90 min a 37000 x g y el sobrenadante resultante se
dializ6 (membrana de Dialisis de tamafio de poro de 12kDa) contra 4cido acético 0,5 M
(pH 2,5) durante 12-24 hs a 4 °C (151). Finalmente la solucion de colageno obtenida se

liofilizo6 utilizando un liofilizador de mesa Labconco, (Kansas City, EE.UU.)
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El colageno obtenido se disolvid en acido acético 5 mM con agitacion moderada
toda la noche a 4°C y se llevo a pH 7,4 con buffer (Na,HPO4 30 mM; NaCl 100 mM)
quedando una concentracion de 2,4 mg/ml. para preparar las placas con las que se
realizaron los cultivos primarios de hepatocitos (cultivos de hepatocitos y DAHR) cada vez
que fue necesario. La preparacion de las placas consistid en cubrir uniformemente los
pocillos con la solucion de colageno utilizando una espatula estéril, incubarlas a 37 °C

durante 2 hs y luego exponerlas 1 h a luz UV para su esterilizacion.

3.3.2 Obtencion de hepatocitos aislados.

Los hepatocitos fueron aislados a partir de higados de rata mediante la técnica de
perfusion con colagenasa (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EE.UU.), utilizando una
modificacion del método de Berry y Friend (152). Describiendo en forma breve, bajo
anestesia con uretano se administré heparina en la vena cava inferior (1500 U/kg de peso
corporal) y se introdujo un catéter 14G (Abbocath-T, Venisystem, Abbocath Ireland Ltd.,
Sligo, Irlanda) en la vena porta. El higado fue perfundido por via porta durante 10 min en
un modelo no recirculante, con una solucién Hanks” oxigenada (95% 0,/5% CO) libre de
Ca®™, pH = 7,47-7,50, suplementada con HEPES (3 g/) y EGTA (0,24 g/1), cambiandose
luego el medio de perfusion a un medio que contenia la misma solucidon sin EGTA,
suplementada con MgSO4 1 mM, CaCl, 2,5 mM y colagenasa tipo A (4300 U/l), durante 9
min a un flujo de 20 ml/min. Finalmente, se removi6 el higado, y las células se aislaron por
disociacion mecanica mediante agitacion suave con una varilla de vidrio durante 3-4 min.
Los hepatocitos fueron posteriormente purificados de células no-parenquimatosas por
centrifugacion a baja velocidad (30 x g, 2 min), seguida de 3 lavados consecutivos con

soluciéon Hanks’ oxigenada conteniendo CaCl, 2,5 mM y Tris 5 mM. La preparacion
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resultante consistio de ~ 400-600 x 10° hepatocitos por higado de elevada viabilidad (>

90%), segtn arrojo el ensayo de exclusion de azul tripan (153).

Posteriormente, los hepatocitos fueron sembrados a una densidad de 2x10°
células/ml en placas de 3 cm cubiertas con colageno y cultivados durante 24 hs con medio
de cultivo DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 % en condiciones
controladas de temperatura y humedad (37°C, 95% 0,-5% CO;) en un incubador Forma

Scientific (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, EE.UU).

3.3.3 Obtencion de las duplas aisladas de hepatocitos de rata (DAHR).

Numerosos estudios de trafico y reciclado de transportadores canaliculares se
llevaron a cabo utilizando el modelo de DAHR. En este modelo, las duplas son aisladas
por perfusion hepatica con colagenasa y enriquecidas por un proceso de elutriacion (154).
Luego de su aislamiento, las DAHR sufren una rapida endocitosis de los transportadores
canaliculares hacia vesiculas intracelulares; una vez puestas en cultivo, esto es seguido por
un redireccionamiento progresivo de estas vesiculas hacia el polo apical, con total
restablecimiento de la polaridad celular y la funcién de transporte luego de un corto
periodo de cultivo de entre cuatro y cinco hs, lo cual permite obtener un modelo in vitro

polarizado apto para estudios de transporte canalicular (54;55;155).

Las DAHR se obtuvieron a partir de la perfusion in situ de higados de rata, de
acuerdo al método de doble perfusion con colagenasa, previamente descripto por Wilton y
col. (154). Este método consiste en digerir, de manera incompleta, el higado de rata,
primero perfundiéndolo durante 15 min con una solucién amortiguadora libre de iones

Ca®’, para debilitar las uniones celulares, y luego limitando prefundiendo in situ con

41



Metodologia

colagenasa s6lo 5 min y con una concentracion de la misma de 1300 U/l (un 30 % de la
usada para obtener hepatocitos, permitiendo esta perfusion la liberacion de las células de la
matriz extracelular). Estas dos soluciones se perfunden a 20 ml/min. La cantidad de células
obtenidas se incrementa al incubar el resto del tejido hepatico durante dos disgregaciones
mecanicas de 7 min con 30 ml de la solucidn de colagenasa descripta anteriormente, en un
bafio de agua a 37 °C. Luego de filtrar la suspension celular obtenida a través de una malla
de nylon, se dejaron decantar las células durante 15 min a 0 °C. Luego se retir6d el
sobrenadante, se resuspendieron las células con medio L-15 fresco y se dejaron decantar
nuevamente por 15 min a 0 °C. Finalmente se descarto el sobrenadante y se resuspendieron

las células en un volumen minimo de L-15 fresco.

La suspension celular obtenida contuvo ~25% de duplas de hepatocitos con una
alta viabilidad (> 90%), determinada mediante exclusién del colorante azul tripan. Esta
preparacion inicial, conteniendo poblaciones variables de agregados hepatocitarios, fue
luego enriquecida en duplas mediante elutriacion, segun la técnica descripta por Wilton y
col. (154). Esta técnica se basa en la accion de dos fuerzas opuestas: la fuerza centrifuga
que trata de llevar a las células a la parte externa de la cdmara de elutriacion y el arrastre
que provoca un flujo continuo de medio impulsado por una bomba peristéltica que ingresa
desde la parte externa de la camara y sale por la parte interna de la misma y que por lo
tanto trata de llevar a las células hacia el centro. La técnica permite separar células en
funciéon de su velocidad de sedimentacion cambiando solamente la velocidad de flujo del
medio, mientras que la velocidad del rotor se mantiene constante (156). A bajo flujo se
recuperan células muertas y luego células con menor velocidad de sedimentacion y a altos
valores de flujo aquellas con alta velocidad de sedimentacidn, particularmente grupos

celulares. Las duplas de hepatocitos se recuperan en fracciones correspondientes a flujos
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intermedios. La cadmara debe mantenerse a temperatura ambiente (21 °C) durante todo el
estudio y el medio se utiliza frio (<8°C). Esto ayuda a conservar la integridad de las
células, manteniendo su fluidez de membrana. Las muestras obtenidas son preservadas en

hielo.

Para la centrifugacion elutriacional, se utiliz6 una camara estandar de elutriacion
montada sobre un rotor JE-6B (Beckman Ltd, High Wycombe, Inglaterra) en una
centrifuga Beckman-Coulter Avanti J2-S. Las células se separaron manteniendo la
velocidad del rotor a 1100 rpm e incrementando secuencialmente el flujo del medio de
elutriacion (solucion amortiguadora de fosfato con una concentracion de albumina de 1 g/l)

en la camara utilizando una bomba peristaltica.

La suspension de células se cargd en la cdmara de separacion a una velocidad de 8
ml/min. Se recogen fracciones de aproximadamente 100 ml con la siguiente secuencia de
flujos: 25, 40, 45, 50, 55, 60, 65 y 80 (ml/min). Las fracciones se enumeraron desde 1 hasta
8, Las fracciones 4, 5 y 6, son las fracciones enriquecidas en duplas. Las células elutriadas
se sedimentaron por centrifugacion a 80 g durante 5 min, resuspendiéndose finalmente en 4
ml de medio L-15. La preparacion resultante tuvo ~75% de duplas con igual o mayor

viabilidad que la preparacion inicial.

Estas duplas de hepatocitos fueron cultivadas a 37° C (5 x 10* células/ml o 2 x10*
células/ml, dependiendo del ensayo) 4,5 a 5 hs en las placas de 24 pocillos cubiertas con
colageno, conteniendo 0,8 ml de medio de cultivo DMEM por pocillo. Se demostro que
este tiempo es necesario y suficiente para que las duplas restablezcan la polaridad de sus
membranas celulares y adquieran una capacidad maxima de transportar y acumular en sus

vacuolas canaliculares sustratos fluorescentes de Abcb11 (157).
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3.3.4 Preparacion de cultivo primario de hepatocitos de rata en
configuracion “sandwich” (HRCS).

Como se menciond anteriormente, los cultivos primarios de HRCS mantienen
durante varias semanas el metabolismo de drogas, la funcion biosintética y la morfologia
celular; estos hepatocitos cultivados en sandwich de colageno forman una red canalicular
intacta y restablecen la excrecion polarizada de sales biliares y aniones orgéanicos. Cada
vez que fue necesario preparar este tipo de cultivo primario se ha procedido de la forma
que se detalla en los items a continuacion.
3.3.4.1 Preparacion del colageno y de la primera capa de colageno en las placas de

cultivo.

Se prepar6 una solucion 10 mg/ml de colageno (obtenido como se detalld en el
item 3.3.1) utilizando acido acético 20 mM como solvente dejandolo en agitacion
moderada a 4 °C por 12-24 hs. En un tubo tipo Eppendorf estéril se prepad una solucion
con las siguientes proporciones: 1 parte de medio DMEM 10X, 8 partes de colageno 10
mg/ml y 1 parte de NaOH 0,1 M; rapidamente, para evitar la gelificacion del coldgeno, se
recubrieron las placas de 6 pocillos con 100 pl de esta solucidon por pocillo utilizando una
espatula estéril, se dejaron las placas 1 h a 37 °C en una camara hiimeda, luego se dejaron
una 1 h bajo ldmpara UV para esterilizacion y por ultimo se les coloco medio de cultivo
(DMEM) hasta la preparacion de los hepatocitos. Esto Gltimo se realizd para mantener la

hidratacion del colageno gelificado.

3.3.4.2 Obtencion y sembrado de hepatocitos. Dia “0” de cultivo.

Los hepatocitos se aislaron de los higados de rata como fue descrito previamente

en el punto 3.3.2. Para garantizar una viabilidad mayor a un 90 % (segun el método de
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azul tripan) se realizé una centrifugacion con una solucién de Percoll a 80 x g por 5 min.
Una vez obtenidos los hepatocitos se siembraron 3 ml por pocillo a una concentracion de 3
x10° células/ml en medio de cultivo Williams E suplementado con 5 % suero fetal bovino,
solucion de antibidticos (gentamicina, estreptomicina, penicilina y anfotericina D),
dexametasona 0.8 mg/l e insulina 4 mg/l; y glucosa hasta alcanzar una concentracion de 3
g/l 'y se incubaron a 37 °C por 2 hs en una atmoésfera de 95 % O, 5 % CO, para lograr
adherencia de los mismos. Luego se cambi6 el medio y se cultivaron por 24 hs a 37 °C en
una atmosfera de 95 % O, 5 % CO; en un incubador Forma Scientific para luego agregar la

segunda capa de colageno.

3.3.4.3 Agregado de la segunda capa de colageno. Dia “1” de cultivo.

Inicialmente se prepar6 la solucion de coldgeno como se describio en el inciso
3.3.4.1, y se coloco en hielo para que el coldgeno no gelifique. Se aspird el medio de
cultivo, se realiz6 un lavado con L15 y se agregd gota a gota el colageno hasta completar el
pocillo (150 pl aproximadamente) y se incubd 1 h en estufa a 37 °C para que la solucion de

colageno gelifique.

Luego se agregd 2 ml por pocillo de Williams E suplementado con lo descrito
anteriormente sin el agregado de glucosa y se incub6 nuevamente a 37 °C en una atmosfera
de 95 % O,/ 5 % CO, en incubador Forma Scientific, renovandose el medio todos los dias
hasta el quinto dia de cultivo, momento en el que la polarizaciéon de las células es

finalizada.

45



Metodologia

3.4 Obtencion de fracciones celulares.

3.4.1 Preparacion de homogenados celulares.

Después de los tratamientos los hepatocitos fueron lavados con solucion de
sacarosa 0,3M fria y luego resuspendidas en la misma con el agregado de inhibidores de
proteasas (coctel de inhibidores de Sigma, NaF 1 mM, y Na;VOs 1 mM). Estas
suspensiones fueron sonicadas y se les realizd una centrifugaciéon a 500 x g en una
centrifuga preparativa Sigma 3K30 (Shrewsbury, Inglaterra) por 10 min para la
eliminacion de los fragmentos celulares y de la fraccion nuclear y asi obtener un

homogenado celular.

3.4.2 Preparacion de fracciones subcelulares (citosol y membrana total).

Cuando fue requerido, las fracciones citosolicas (sobrenadante) y de membrana
total (pellet) fueron obtenidas por medio de una ultracentrifugacion a 100.000 x g
(Ultracentrifuga Sorvall Combi Plus, Newtown, Connecticut, EE.UU.) por 1 h de un

homogenado celular como el obtenido en el punto anterior (158).

3.5 Técnicas aplicadas en el modelo de cultivo primario de hepatocitos.

La evaluacion de la activacion del REa y PKCa, asi como la evaluacion de los
niveles de sustratos fosforilados de PKA requiere utilizar técnicas de western blot. El
modelo mas adecuado para esta técnica es el de cultivo primario de hepatocitos aislados y
cultivados 24 hs sobre una capa de coldgeno, ya que tiene un altisimo rendimiento en
términos de numero de células y el periodo de cultivo permite que los hepatocitos se

recuperen del estrés post-aislamiento.
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3.5.1 Medicion de la activacion del REa.

La activacion del REa fue confirmada evaluando la fosforilacion en el aminoécido
Ser-118 (138), realizando WB de la forma fosforilada y la forma no fosforilada de la
proteina en preparados de membrana totales provenientes de 3.4.2 de cultivos primarios de
hepatocitos. Para ello, alicuotas que contenian la misma cantidad de proteinas fueron
sembradas en un gel de poliacrilamida desnaturalizante (con dodecil sulfato de sodio) y
sometido a electroforesis (159). En los WB de las fracciones de membranas se sembro6 una
cantidad de proteina que diera una sefial densitométrica en el rango lineal para los
anticuerpos utilizados. Las proteinas separadas fueron transferidas a una membrana
Immobilon-P (Sigma Chemical Co., St Louis, EE.UU.) e incubadas con un anticuerpo anti-
pSer118 REa (Santa Cruz Biotechnology inc, Santa Cruz, EE.UU.) (dilucién 1/1000) toda
la noche, después se utilizé un anticuerpo secundario de mono anti-IgG de cabra (dilucion
1/3000); finalmente las membranas fueron expuestas a un reactivo quimio-luminiscente
(Pierce ECL), y reveladas con Hyperfilm ECL. Luego, los anticuerpos contra la forma
fosforilada fueron removidos con NaOH 0,2 N (stripping) y las membranas se incubaron
con un anticuerpo anti-REa total (Santa Cruz Biotechnology inc, Santa Cruz, EE.UU.)
(dilucién 1/1000) toda la noche y luego se incubd con el anticuerpo secundario
correspondiente. Las bandas de pSer-118 REa y REa total fueron cuantificadas por
densitometria utilizando el programa Image] 1.44p (NIH, EE.UU.). Todas las
densitometrias de las bandas de REa fosforilado fueron relativizadas con respecto a las
densitometrias de las bandas de REa total y a su vez esta relacion fue relativizada tomando

como 100% el valor obtenido para el grupo control.
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3.5.2 Medicion de la activacion de PKCa por translocacion a membrana.

Las proteinas obtenidas de las fracciones citosodlica y enriquecida en membrana
total del mismo experimento se sembraron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante
(con dodecil sulfato de sodio) y sometidas a electroforesis (159). Después de que las
proteinas fueran separadas se transfirieron a una membrana Immobilon-P y fueron
incubadas toda la noche con un anticuerpo primario, anti-PKCa (human PKCa, BD
Biosciences Pharmingen, San José, CA, EE.UU.) (dilucion 1/1000), una de las PKCc
presente en el higado, seguido por incubacién con un anticuerpo secundario de mono anti-
IgG de ratén (dilucion 1/3000); finalmente las membranas fueron expuestas a un reactivo
quimio-luminiscente, y reveladas con Hyperfilm ECL. Las densitometrias correspondiente
se realizaron con Image] 1.44p. Para estimar la cantidad de PKCa asociada tanto con las
fracciones citosolicas como con las fracciones de membranas (llamaremos A), la
intensidad relativa de cada banda fue dividida por la cantidad de microgramos de proteinas
cargado en cada calle y entonces multiplicado por la cantidad total de proteina obtenida en
cada fraccion. La proporcion de la isoforma PKCa unida a membrana fue expresada acorde

a la siguiente formula: A membrana/(Amembrana T+ Acitosol)-

3.5.3 Medicion de la activacion de PKA.

Las alicuotas de homogenado celular conteniendo una cantidad proteica total
equivalente fueron sometidas a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 12%. Las
proteinas separadas fueron transferidas a membranas Immobilon-P e incubadas toda la
noche con un anticuerpo de conejo anti-fosfo (Ser/Thr) sustrato de PKA (Cell Signaling

Technology, Danvers MA, EE.UU.) (dilucion 1/1000). Después de 1 h de incubacion con
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un anticuerpo secundario de burro anti-IgG de conejo (dilucion 1/5000), las membranas
fueron reveladas usando protocolos estdndares de quimioluminiscencia. Las bandas
resultantes se cuantificaron por densitometria con el software ImagelJ 1.44p. Con el fin de
controlar la cantidad de proteinas sembradas en el gel, los anticuerpos adheridos a las
membranas fueron luego removidos (stripping) y las mismas fueron re-incubadas con un

anticuerpo de raton anti-actina (Invitrogen, Carlsbad CA, EE.UU.) (dilucion 1/5000).

3.6 Técnicas aplicadas en el modelo de DAHR.

El modelo de DAHR fue utilizado para evaluar la funcionalidad y la localizacion

de los transportadores canaliculares Abcc2 y Abcbl1.

3.6.1 Evaluacion de la funcion secretora de Abcbl1 y Abcc2 en DAHR.

La funcionalidad de los transportadores Abcblly Abcc2 en las DAHR fueron
evaluados analizando la capacidad de acumulacion vacuolar canalicular (AVc) de los
sustratos fluorescentes CGamF y glutation metil-fluoresceina (GS-MF), respectivamente
(55;154;). El compuesto CGamF es un analogo de sal biliar selectivamente transportado
por el transportador Abcbl1 (160), mientras que el CMFDA es un compuesto lipofilico
transportado por difusion pasiva a través de la membrana basolateral y convertido
intracelularmente en GS-MF por una accién secuencial de estereasa y glutation-S-
transferasas. El compuesto GS-MF es un sustrato especifico del transportador Abcc2. Para
evaluar la AVc de estos sustratos fluorescentes, las células fueron lavadas dos veces con
medio L-15 y expuestas a 0,3 uM CGamF (160) o 2,5 uM CMFDA (55;154;161) por 15

min. Luego de esta incubacion, se removio la CGamF o el CMFDA del medio realizando
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dos lavados con medio L-15 a 4° C y se examino el porcentaje de duplas que exhibian
fluorescencia canalicular utilizando un microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss
Axiovert 25). Las imagenes fueron capturadas con una camara digital (Q-color5, Olympus
America Inc, Center Valley, EE.UU). Finalmente, se determin6 en 3 campos de
microscopio (10 X) el porcentaje de duplas presentes que mostraban fluorescencia verde
visible en sus vacuolas canaliculares (AVc), analizando un total de al menos 200 duplas

por preparacion (Figura 3.1).
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enriquecimiento de las duplas por
P o2 P

o Lo e

Fo "

=—=,=— (Cultivo 4-5 horas
[T—=

' Pre-tratamiento con inhibidores en

esudo

"— Incubacion con el agente colestasico
Exposicion a CGamF

(sustrato de Abcb11) o
CMFDA (GS-MF,
Fijacion con p-formaldeido

e inmunofluorescencia

T_'- (antiAbcb11, anti-Abcc2)

EVALUACION DE LAACUMULACION  £yALUACION DE LOCALIZACION DE
CANALICULAR VACUOLAR DE GamF TRANSPORTADORES POR MICROSCOPIA
CONFOCAL

-

50



Metodologia

3.6.2 Estudios de localizacion intracelular de Abcb11 y Abcc2 en DAHR.

Para efectuar la inmunotincion para Abcbll y Abcc2 en DAHR, las mismas
fueron cultivadas sobre cubreobjetos colocados dentro de las placas de cultivo. Luego de
los tratamientos, las células pegadas a los cubreobjetos fueron fijadas durante 15 min con
paraformaldehido 4 % en buffer fosfato salino (PBS) (55) a temperatura ambiente y se
lavaron tres veces con PBS. A continuacion, las células se permeabilizaron con Triton X-
100 al 0,2 % en PBS conteniendo 3 % de albumina sérica bovina (BSA) durante 20 min.
Luego, las células fueron incubadas con un anticuerpo policlonal de ratéon anti-Bsep (1/100
2 h) (Kamiya Biomedical, Seattle, EE.UU.) o un anticuerpo monoclonal de conejo anti-
MRP2 humano (1/100, 2 h, M2I11-6 Alexis Biochemicals, San Diego, EE.UU.) seguido de
una incubacion de 1 h con un anticuerpo secundario de burro, anti-inmunoglobulina G
(anti-IgG) de conejo conjugado con Cy2 (1/200, Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.) o con un
anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de raton conjugado con FITC (1/200, Zymed, San
Francisco, EE.UU.). Finalmente, las células se montaron y se examinaron con el sistema de
laseres confocales Nikon C1 Plus, acoplado a un microscopio confocal invertido Nikon
TE-2000 (Nikon, Tokio, Japdn), toméandose entre 6 y 8 imagenes por cada preparacion de

un total de 3 preparaciones por grupo experimental.

El anélisis densitométrico de imagenes se realizd6 a lo largo de una linea
perpendicular de la vacuola canalicular de 8 um de longitud (4 um hacia cada lado del
centro de la vacuola canalicular) usando el software ImageJ 1.44p, como previamente fue
descripto para inmunofluorescencias de cortes de tejido hepatico en Mottino y col (78). Se
analizaron solamente los canaliculos que median entre 1 y 2,5 um. El espacio canalicular

se identifico en las DAHR inmunotefiidas con Abcbl1/Abcc2 por superposicion de cada
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imagen fluorescente con su imagen DIC correspondiente (71). Cada medicion fue
normalizada (la sumatoria de intensidades de fluorescencia de cada linea de 8 um fue igual

a 100 unidades arbitrarias). Las variancias de diferentes condiciones se compararon con el

test de Mann-Whitney. (Figura 3.2)

programa Image J
1.44p

4

Inmunocitoquimica
para Abch11 (Bsep) o Abcc2 (Mrp2) seguida
de microscopia confocal

Intensidad de fluorescencia

G A B

Distancia desde el centro de la
vacuola canalicular (pm)

inmunocitoquimica para Abcc2 y Abcbll, a partir de las imagenes confocales y mediante el programa
Imagel 1.44p, se obtienen los perfiles de fluorescencia asociados a los transportadores. La intensidad de
fluorescencia se cuantifico a lo largo de un eje perpendicular al centro de la vacuola canalicular, en una

3.7 Estudios preliminares en el cultivo primario de HRCS.

3.7.1 Expresion de Abcc2 y Abcbl1 en cultivo primario de HRCS.

Al quinto dia de cultivo, alicuotas de la fraccion de membrana que contenian la
misma cantidad de proteinas fueron sembradas en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante (con dodecil sulfato de sodio) y sometido a electroforesis (159). En los

WB de la fraccion de membrana se usé una cantidad de proteina que dio una senal
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densitométrica en el rango lineal para los anticuerpos utilizados. Las proteinas separadas
fueron transferidas a una membrana Immobilon-P e incubadas con un anticuerpo policlonal
de raton anti-Bsep ( dilucion 1/1000, Kamiya Biomedical, Seattle, EE.UU.) o un
anticuerpo monoclonal de conejo anti-MRP2 humano (dilucién 1/1000, M2-111-6 Alexis
Biochemicals, San Diego, EE.UU.) toda la noche en agitacion lenta a 4 °C; luego se incubo
1 h con los anticuerpos secundarios correspondientes, siendo finalmente las membranas
reveladas usando protocolos estindares de quimioluminiscencia tal como fue descrito

anteriormente. (Figura 3.3).

3.7.2 Expresion de REa en cultivo primario de HRCS.

Una vez evaluada la expresion de los transportadores canaliculares Abcc2 y
Abcbll en el cultivo primario de HRCS, se evalu6 la expresion del REa que es la principal
via de sefalizacion estudiada en este trabajo de Tesis. Luego de obtener el cultivo de
hepatocitos en configuracién sandwich (5 dias), se obtuvo una fraccion de homogenado

celular (Ver 3.4.1).

Alicuotas de esta fraccion que contenian la misma cantidad de proteinas fueron
sembradas en un gel de poliacrilamida desnaturalizante (con dodecil sulfato de sodio) y
sometidas a electroforesis (159). Las proteinas separadas fueron transferidas a una
membrana Immobilon-P e incubadas con un anticuerpo anti-REa total (Santa Cruz
Biotechnology inc, EE.UU) (1/1000), incubandose 1 h con el anticuerpo secundario
correspondiente y finalmente exponiendo las membranas a un reactivo quimioluminiscente

(Figura 3.3).
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Figura 3.3. Expresion de Abcb1l, Abcc2 y REa en el cultivo
primario de HRCS. Como se puede observar en las imagenes
representativas de los WB, la expresion de los transportadores
canaliculares Abcbll y Abcc2 en la ion de la membrana
plasmatica fue satisf.
se observo la expyl‘v'esm

3.7.3 Funcionalidad del transportador canalicular Abcc2 en cultivo
primario de HRCS.

Al quinto dia de cultivo las células se incubaron con CMFDA (5 uM) por 15 min
y luego se lavaron dos veces con medio de cultivo L-15 y se realizd un examen cualitativo
del transporte de GS-MF (Figura 3.4) observando la fluorescencia canalicular que exhibian
las células utilizando un microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert 25). Las
imagenes fueron capturadas con una camara digital (Q-color5 Olympus America Inc,

Center Valley, EE.UU.).
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Micrografia 10 X Visible. Micrografia de fluorescencia 10 X.
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Figura 3.4. Funci
celular fue expuésw: c

HRCS. El cultivo
lué cualitativamente

el transporte de GS-MF. Se confirmd asi la funcionalidad del transportador

Adcc2.

3.8 Técnicas aplicadas en el cultivo primario de HRCS.

El modelo de cultivo primario de HRCS fue utilizado para silenciar la expresion
del REa y luego evaluar la localizacién de los transportadores canaliculares Abcc2 y

Abcbl1.

3.8.1 Knock-down del REa. en cultivo primario de HRCS.

3.8.1.1 Disefio y sintesis de ARN de interferencia para REa de rata.

Cuatro duplex de ARN de 21 nucle6tidos (ARNi) dirigidos al ARNm del REa de
rata fueron disefiados utilizando el programa de seleccion WIsiRNA (162). El ARNi
“scrambled” (SC) fue disefiado aleatoriamente a partir de una de las secuencias de
nucleotidos de uno de los ARNi en este caso la del siRNA4. Los ANRi fueron sintetizados
utilizando el Kit Ambion’s Silencer™ siRNA. Las secuencias de los ARNi utilizados

fueron las siguientes:
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siRNA1: CCAAUGCACCAUCGAUAAG

siRNA2: GUCGAUUCCGCAUGAUGAA

siRNA3: GAGUUUGUGUGCCUCAAAU

siRNA4: GGCAUGGAGCAUCUCUACA

3.8.1.2 Protocolo de transfeccion en el cultivo primario de HRCS.

El cultivo primario de hepatocitos se obtuvo como se describié en el punto 3.3.4
pero con algunas modificaciones para desarrollar el knock-down del REa que seran
descriptas a continuacion. Antes del agregado de la segunda capa de colageno se realiz6 la
transfeccion de hepatocitos primarios mediante la adicion de 5 pl de lipofectamina
(Invitrogen, Grand Island, NY, EE.UU.) con una concentracion de ARNi de 70 nM por
pocillo, seguido de una incubacion de 4 hs a 37 °C con medio de cultivo con el agregado de

antibiodticos (ampicilinat+estreptomicina).

Después de la transfeccion, los hepatocitos se lavaron con medio L-15 y se
recubrieron con colageno gelificado como fue descrito en el apartado 3.3.4.3 para obtener
la polarizacion de los hepatocitos. La expresion del REa fue evaluada por WB en

homogenado total a las 48 hs y a las 72 hs de la transfeccion con los 4 ARNI sintetizados.

3.8.1.3 Viabilidad celular en la transfeccion.

La actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) fue usada como una
medida de viabilidad celular (163). La liberacion de LDH en el medio de cultivo fue

medido después de 24 hs de la transfeccion con los ARNi utilizando un kit comercial
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(Wiener Lab, Rosario, Argentina). Cabe aclarar que las primeras 24 hs de la transfeccion
es el periodo de tiempo critico debido que la incubacién con lipofectamina se hace
conjuntamente con medio de cultivo con antibidtico, pudiendo éste ingresar a la célula y

provocar dafio celular.

3.8.2 Evaluacion de la localizacion de Abcbl1 y Abcc2 en cultivo primario
de HRCS.

Para evaluar la distribucion intracelular de los transportadores Abcb11 y Abcc2 en
el cultivo primario de HRCS se modifico ligeramente la forma de cultivar los hepatocitos.
Los hepatocitos se cultivaron sobre cubreobjetos colocados en las placas de 6 pocillos,

quedando el mismo debajo de ambas capas de coladgeno.

Luego de los tratamientos las células se fijaron con paraformaldehido al 4% en
PBS durante 30 min, se bloquearon y permeabilizaron con 3% de BSA y 0,5% Triton X-
100 en PBS durante 30 min. Se incubaron con un anticuerpo policlonal de raton anti-Bsep
(dilucion 1/100, Kamiya Biomedical, Seattle, EE.UU.) o un anticuerpo monoclonal de
conejo anti-MRP2 humano (dilucion 1:100, M2II1-6 Alexis Biochemicals, San Diego,
EE.UU.) toda la noche a 4 °C en una camara hiimeda. Luego de una incubacién de 1 h con
un anticuerpo secundario de burro, anti-inmunoglobulina G (anti-IgG) de conejo
conjugado con Cy2 (dilucion 1/200) o con un anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de
raton conjugado con FITC (dilucion 1/200). Para delimitar los canaliculos, los filamentos
de actina se tifieron con faloidina Alexa Fluor 568 (Invitrogen, Carlsbad CA, EE.UU,
dilucion 1/100, 2 hs). Los nucleos celulares de los hepatocitos también fueron tefiidos con
4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Invitrogen, Carlsbad CA, EE.UU.) 1,5 mM durante 10
min. Finalmente, las células fueron montadas y examinadas con el sistema de laseres

confocales Nikon C1 Plus, acoplado a un microscopio confocal invertido Nikon TE-2000
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(Nikon, Tokio Japon). Todas las muestras fueron validadas y calificadas de acuerdo a un
criterio morfologico (presencia de pseudocanaliculo y longitud canalicular por célula). Al
menos tres areas de las imagenes obtenidas con células confluentes fueron seleccionadas al

azar de cada placa de cultivo.

3.9 Rol de REa en la colestasis por E17G.

Para corroborar la hipdtesis de la participacion del REa en la colestasis por E17G
se evalud la activacion del REa, la proteccion de la funcion y localizacion de los
transportadores en presencia de un inhibidor del REa y se evalu¢ el efecto del knock-down

del REo.

3.9.1 Activacion del REa por E17G en cultivo primario de hepatocitos.

Las células del cultivo primario de hepatocitos fueron expuestas a E17G (100 uM)
por 5, 10, 15 o 20 min, se prepararon fracciones de membrana totalescomo se describi6 en
el punto 3.4.2 y se evalu6 la activacion del REa por western blot como se describi6 en la

seccion punto 3.5. 1.

3.9.2 Determinacion de los efectos protectores de ICI182,780 (ICI).

3.9.2.1 Determinacion de la concentracion de trabajo de ICI.

Para determinar la concentracion del inhibidor bajo estudio que producia el
maximo efecto protector, se realizaron estudios de concentracion-respuesta en donde las
DAHR fueron incubadas por 15 min con concentraciones variables de ICI (0.01-10 uM) y

luego las células fueron expuestas a E17G (100 uM, 20 min). Finalmente, se realizaron
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estudios funcionales de los transportadores canaliculares en las DAHR como se describe en

el item 3.5.1. A partir de estas evidencias iniciales, se realizaron los estudios siguientes

utilizando la concentracion de ICI mas 6ptima. En todos los estudios de funcionalidad de

las DAHR los tratamientos se realizaron con el medio de cultivo L-15.

3.9.2.2 Estudios concentracion-respuesta de ICI sobre alteraciones colestasicas
producidas por E17G.

Al finalizar el periodo de cultivo necesario para el restablecimiento de su
polaridad funcional, las DAHR fueron expuestas al vehiculo (DMSO; grupo control) o
E17G a concentraciones variables (25-800 uM) por 20 min. Para evaluar el rol del REa en
el efecto producido por E17G, DAHR fueron pre-incubadas con el inhibidor del REa ICI
(ICL, 1 uM) por 15 min, y esto fue seguido por la incubaciéon con E17G por otro periodo de

20 min, para luego evaluar la funcionalidad de los transportadores canaliculares.

3.9.2.3 Proteccion de la deslocalizacion de Abcb11 y Abcc2 en DAHR.

Para efectuar la inmuno-tincidon para Abcbl1l y Abcc2 en DAHR (ver 3.5.2), las
mismas fueron cultivadas sobre cubreobjetos colocados dentro de las placas de cultivo y se

les realizaron los siguientes tratamientos detallados en la Tabla 2.1.

15 min 20 min
Abcc2 y Abcbl1l en el modelo
DMSO (0,2 v/v) DMSO (0,2 viv) de DAHR.
ICI (1uM) ICI (1uM)
DMSO (0,2 viv) E17G (200 uM)
ICI (1uM) E17G (200 uM)+ICI (1uM)

59



Metodologia

3.9.3 Evaluacion de la localizacion de Abcb11 y Abcc2en cultivo primario
de HRCS con knock-down de REo.

Luego de 48 hs del knock-down de REaq, los hepatocitos fueron tratados con E17G
(200 uM, 20 min) o vehiculo (DMSO, control) y se realiz6 el protocolo de inmunotincion

(ver punto 3.7.2).

3.10 Caracterizacion de la participacion del REa en la colestasis por
E17G.

En esta segunda parte del trabajo de Tesis, para caracterizar la participacion del
REa en la colestasis por E17G se llevaron a cabo estudios de complementariedad funcional
de vias de sefializacion en el modelo de DAHR y estudios de inhibicon conjunta de las vias

implicadas en el modelo de cultivo primario de hepatocitos de rata.

3.10.1 Vias de seiializacion de PI3K y REa.

3.10.1.1 Estudios de co-inhibicion de PI3K y REaq.

Los estudios de co-inhibicion de REa y PI3K se llevaron a cabo preincubando las
DAHR con el inhibidor de PI3K Wortmanina (100 nM), concentracion a la cual se produce
el efecto maximo de proteccion, junto con el inhibidor ICI (I uM) por 15 min antes de
exponer a las DAHR a E17G (100 uM) por un periodo de 20 min. Luego se evaluo la

funcionalidad de tanto Abcc2 como Abcbl1.
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3.10.2 Vias de senalizacion de PKCc y REa.

3.10.2.1 Estudios de co-inhibicion de REa y PKCec.

Los estudios de coinhibicion de REa y PKCc se llevaron a cabo preincubando las
DAHR con el inhibidor de PKCc G66976 (1 uM) junto con el inhibidor ICI (1 uM) por 15
min antes de exponer a las DAHR a E17G (100 uM) por un periodo de 20 min y evaluando

la funcion de transporte de Abcc2 y Abebl1.

3.10.2.2 Analisis de la activacion de PKCa por WB en condiciones de inhibicion de

REa.

Los hepatocitos fueron expuestos a E17G 100 uM por 5, 10, o 15 min. En
experimentos separados, se testeo el efecto producido por ICI (1 uM) exponiendo a las
células por 15 min al inhibidor, antes de agregar E17G 100 pM (5, 10 o 15 min) o su
solvente. Se han realizado experimentos a diferentes tiempos de incubacidon para poder
obtener el pico de activacion de la quinasa. La incubacion con ICI se mantuvo a través de
todo el periodo de exposicion a E17G. Finalmente, se evalud la activacion de PKCa por

medio de la translocaciéon a membrana como se describi6 previamente.

3.10.2.3 Analisis de la activacion de REa por WB en condiciones de inhibicion de

PKCa.

Se testeo el efecto de G66976 (inhibidor selectivo de PKCc, 1 pM) sobre el estado
de fosforilacion de REa por exposicion de las células por 15 min al inhibidor, antes de la
exposicion a E17G (100 pM, 15 min) o su solvente y posteriormente se evalud la

activacion del REa.
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3.10.3 Vias de senializacion de GPR30/AC/PKA y REa.

Las estrategias experimentales utilizadas para realizar este tipo de estudio fueron
utilizar inhibidores de las vias GPR30/AC/PKA y observar los efectos sobre la activacion
del REa y la activacion de PKCc (PKCa). Como inhibidores de estas vias se utilizaron el
antagonista de GPR30, G15 y el inhibidor de la adenilato ciclasa, didexoadenosina (DDA).
Por otro lado, también se realizaron experimentos en los que se inhibié el REa utilizando

ICI y se observo el estado de fosforilacion de sustratos especificos de PKA.

3.10.3.1 Evaluacion de la activacion de REa y de la activacion de PKCo.

Los hepatocitos obtenidos como se describio en el punto 3.3.2 fueron tratados
durante 15 min con G15, (10 nM) o con DDA (1 uM). Luego, las células fueron tratadas
con E17G (100 uM) o con su solvente (DMSO) por un periodo de 20 min. La incubacion
con los inhibidores fue sostenida a través de todo el periodo de exposicion a E17G. Se
obtuvieron fracciones de membrana y de citosol y luego se evaluo la activacion de REa y

la translocacion a membrana de PKCa.

3.10.3.2 Evaluacion del estado de fosforilacion de los sustratos de PKA.

Se obtuvieron nuevamente hepatocitos como se describié en el punto 3.3.2 y
fueron sometidos a los siguientes tratamientos: con ICI (1 uM) por 15 min, antes de
agregar E17G (100 uM, 15 min) o su solvente. La incubacion con ICI fue sostenida a
través de todo el periodo de exposicion a E17G. Como controles positivo y negativo de la
activacion de PKA se utilizaron el andlogo no hidrolizable de AMPc DB-AMPc (10 uM) y
DB-AMPc (10 uM) + H89 (1 uM) durante 15 min, respectivamente. Después de los

tratamientos se obtuvieron los homogenados celulares y evalu6 la activacion de PKA.
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3.11 Experimentos in vivo.

Para evaluar el rol fisiopatolégico de la participacion del REa en la colestasis
inducida por E17G se realizaron dos estudios en diferentes modelos in vivo de mayor
complejidad anatdmica; por un lado se evalud la activacion del REa en un modelo de
animal entero y por otro lado se estudi6 el efecto de la inhibicion de REa en un modelo de

higado aislado y perfundido de rata (HAPR).

3.11.1 Estudios en animal entero.

La vena femoral de ratas Wistar hembra fue cateterizada utilizando catéteres de
polietileno PC-50 (Intramedic, Clay Adams, Parsippany, NJ, EE.UU.). Los animales
recibieron E17G (15 pmol/kg) o solvente a través de esta via. Inmediatamente después, se
realizaron hepatectomias parciales a diferentes tiempos (5, 10, 15, 20 min), conservando

los tejidos a -70 °C.

3.11.1.1 Analisis de la fosforilacion de REa in vivo por WB.

Las muestras de higado se homogeneizaron en sacarosa 0,3M que contenia
inhibidores de proteasas (coctel de inhibidor de proteasa Sigma, 1 mM NaF, y 1 mM
Na3VOQ,), y fueron centrifugados a 500 x g. en una centrifuga preparativa Sigma 3K30
(Shrewsbury, Inglaterra) por 10 min para la eliminacion de los fragmentos celulares y de la
fraccion nuclear. La activacion del REa fue confirmada evaluando el estado de

fosforilacion de la Ser118 del REaq, a través de WB.
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3.11.2 Modelo de Higado Aislado y Perfundido de rata (HAPR).

Los higados de ratas hembra con el conducto biliar cateterizado con canula PE-10
(Intramedic, Clay Adams) fueron perfundidos in situ via la vena porta con un catéter 14G
en un modelo no recirculante de un solo paso, con soluciéon amortiguadora Krebs-Ringer
bicarbonato a 37 © C, pH: 7,4, equilibrada con 5% CO,y 95% O,. Inicialmente, antes de
cateterizar la vena porta, el flujo se mantuvo a 10 ml/min y una vez que se logré introducir
el catéter en la misma, el flujo se elevo a una velocidad constante de 30 ml/min utilizando
una bomba peristaltica (MasterFlex, Chicago, EE.UU.), segiin describieron previamente
Crocenzi y col. (84). La solucion de perfusion fue suplementada con taurocolato de sodio
(2,5 uM) y 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB, 0,5 uM) para luego realizar estudios de
secrecion de SB y dinitro-fenil-glutation (DNF-G). Después de un periodo de 20 min, el
cual permite obtener valores estables de flujo biliar basal, se realizaron diferentes

tratamientos que se describiran a continuacion.

3.11.2.1 Tratamientos en HAPR.

Para evaluar la capacidad protectora de ICI, se agregd este compuesto al
reservorio de perfusion a una concentracion de 0,5 uM o su solvente (DMSO, 370 ul/L).
Cinco minutos mas tarde, se recolectd una muestra de bilis por un periodo de 15 min
(basal). A continuacion, se administré el agente colestasico E17G mediante una inyeccion
unica intraportal (3 umol/higado, durante 1 minuto) o su solvente (DMSO/10% BSA en
solucion salina). La bilis fue luego recolectada a intervalos de 5 min durante un periodo de

60 min.
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Los experimentos fueron considerados validos solamente cuando el flujo biliar
basal fue mayor a 30 ul/min/kg p.c (aproximadamente 1 pl/min/g higado). El flujo biliar
fue determinado gravimétricamente asumiendo una densidad de la bilis de 1 g/ml. La
viabilidad hepatica fue monitoreada mediante la determinacion de LDH en el perfusato
saliente. Los experimentos que exhibieron una actividad mayor a 20 U/l fueron

descartados.

3.11.2.2 Estudio funcional de Abcb11 y Abcc2 en HAPR.

El estado funcional de los transportadores Abcbll y Abcc2 fue evaluado
mediante la determinacion de la excrecion biliar de SB y DNF-G, (metabolito intrahepatico

de CDNB), respectivamente.

3.11.2.2.1 Determinacion de SB.

Las SB fueron determinadas por el método de Talalay modificado por Berthelot
(164), técnica que consiste en la reduccion de las sales biliares por medio de la enzima 3-o-
hidroxiesteroide deshidrogenasa oxidando NAD a NADH y determinando el NADH

producido espectrofotométricamente.

Para cada muestra de bilis recolectada se prepard en un tubo tipo “Khan” 2 ul de
bilis, 100 pl de hidrato de hidracina 1 M, 50 pl de B-NAD 5 mM, 100 pl de preparacion
enzimdtica (3-o hidroxiesteroide deshidrogenasa) 0,4 U/ml y 700 ul de solucion de
pirofosfato de sodio 0,1 M, dejando en agitacion por 50 min a temperatura ambiente y
luego se leyo la absorbancia a 340 nm en un espectofotometro Pelkin Elmer Lambda2S

(Waltam, Massachusetts, EE.UU); el resultado fue asumido como concentracion de TC. La
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excrecion de TC fue calculada como el producto entre el flujo biliar y la concentracion

biliar del sustrato.

3.11.2.2.2 Determinacion de DNF-G.

El contenido total de DNF-G fue medido en bilis mediante cromatografia liquida
de alta presion (HPLC), utilizando un equipo Waters 600 HPLC Pump (Milford, EE.UU.)
(165). Para cada muestra de bilis recolectada, luego de haber sido desproteinizada por
precipitacion con acido perclorico al 70 % v/v, la muestra se corrid con fase movil de
acetonitrilo al 25% P/V con écido fosforico al 0,1 % P/V a un flujo de 1 ml/min con una
columna de tamafio 250x4,6 mm Phenomenex (CosmoBio, Bs. As., Argentina),
detectandose el pico de DNF-G a 365 nm. La excrecion de DNF-G fue calculada como el

producto entre el flujo biliar y la concentracion biliar del sustrato.

3.11.2.3 Estudios de localizacion de transportadores en HAPR.

En un nuevo grupo de experimentos, un 16bulo del higado fue extraido después de
los 10 min de haber inyectado el E17G (pico maximo de colestasis), inmediatamente fue
congelado con isopentano (MERK, Darmstadt, Alemania) pre-enfriado con nitrégeno
liquido y fue almacenado a -70 C° para luego realizarle una tincion inmunofluorescente y
un andlisis de microscopia confocal correspondiente. Las microsecciones del tejido
hepatico fueron obtenidas con un micrétomo criostatico Zeiss Microm HMS500 (Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemania), secadas al aire y fijadas con paraformaldehido al 3% en PBS, pH:
7,4 para estudios de localizacion. Después de la fijacion, los portaobjetos con el tejido
hepéatico fueron incubados toda la noche con anticuerpos especificos contra epitopes de

Abcbl1 (dilucién 1/100), Abcc2 (dilucion 1/100) y ocludina (dilucion 1/100) (Zymed
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Laboratories Inc., San Francisco, EE.UU), siendo esto seguido por una incubaciéon de 1 h
con el anticuerpo secundario de burro anti-IgG conjugado a Cy2 (dilucion 1/200) o
conjugado a Cy3 (dilucion 1/200) correspondiente para cada transportador. La tincion de
ocludina fue llevada a cabo para delimitar el canaliculo (81;166) ya que debido al arreglo
tridimensional del higado es un marcador més apropiado que la actina. Finalmente, todas
las imagenes fueron tomadas con el sistema de laseres confocales Nikon C1 Plus, acoplado
a un microscopio confocal invertido (Nikon, Tokio Japdén). Para garantizar que las
tinciones y las capturas de imagenes de los diferentes grupos sean comparables, para todos
los grupos pertenecientes al mismo protocolo experimental, los cortes de higado fueron
preparados en el mismo dia, montados en el mismo portaobjetos de vidrio, y sometidos al
mismo procedimiento de detencidon y andlisis de microscopia confocal simultaneamente. El
analisis del grado de internalizacion de los transportadores Abcbl1 y Abcc2 fue realizado
sobre las imagenes obtenidas del microscopio confocal con el programa Image] 1.44p,

como se describio en forma similar al inciso 3.6.2 (81).

3.12 Analisis estadistico.

Los resultados fueron expresados como la media + error estindar de la media
(SEM). Las comparaciones multiples se realizaron con ANOVA de una via, seguida por el
test de Newman-Keuls’. Las variancias de los perfiles densitométricos de la localizacion de
Abcbl1 y Abcc2 fueron comparados con el test Mann-Whitney U. Los cuatro pardmetros
de las curvas dosis-respuesta fueron comparados usando el programa GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE.UU). Valores de p < 0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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4.1 Estudios in vitro.

4.1.1 Estudio de la participacion del REa en la colestasis.

4.1.1.1 Evaluacion de la activacion del REa por el E17G en cultivo primario de

hepatocitos.

El WB de p-REa (Ser118), un indicador de la activaciéon de REa, muestra que

E17G aument6 la cantidad de p-REa en una manera dependiente del tiempo en la fraccion

de membrana total (Figura 4.1). Esta activacion alcanza un maximo a los 15 min de

incubacién con el estrogeno.
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4.1.1.2 La inhibicion del REa protege parcialmente las alteraciones colestasicas

producidas por E17G en DAHR.

4.1.1.2.1 Anadlisis del efecto de ICI a diferentes concentraciones.

El tratamiento con ICI protegié parcialmente del efecto provocado por E17G

sobre la acumulacion vacuolar canalicular de CGamF y GS-MF para el rango de

concentracion de ICI examinado excepto para la concentracion 10 uM (Figura 4.2). El

efecto maximo de ICI se observd para una concentracion dentro del rango de (0,1-1) uM;

asi el resto de los experimentos en los diferentes modelos in vitro se realizaron utilizando

la concentracion de 1 uM.

AVe CGamF (% de Control)
8

AVc GS-MF (% de Control)
o
=
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—  E17GHCI
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CGamF (|qu|erda) y GS-MF (derecha). AVc de CGamF y GS-MF fueron calculados como el porcentaje de
duplas mostrando fluorescencia visible en su pseudo

4.1.1.2.2 Efecto de ICI en la alteracion de la actividad de Abcb11 y Abcc?2 inducida por

E17G.

Para caracterizar el efecto preventivo de ICI, se llevaron a cabo diferentes estudios

concentracion-respuesta utilizando concentraciones variables de E17G y una concentracion

fija del inhibidor (1 uM). Las curvas se ajustaron asumiendo que el parametro del efecto
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minimo fue igual a 100% (similar al control), y que el coeficiente de la pendiente de Hill
fue igual a 1. El inhibidor ICI protegio de manera significativa la disminucion inducida por
E17G en la AVc de CGamF y GS-MF en todo el rango de concentraciones de E17G
estudiado (Figura 4.3). Las concentraciones inhibitorias 50 (CI50) de la acumulacion de
CGamF y GS-MF inducida por E17G fueron de 91+1 uM y 104+1 uM, respectivamente, y
resultaron significativamente aumentadas en la presencia del inhibidor del REa en 102 % y
164 %, respectivamente. El efecto maximo de E17G no fue modificado por la

preincubacion con ICI (Ver Tabla 4.1).
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E17G+ICI

E17G+ICI

-3+4 -12+7 4+3 -6+13

91+1 102+1° 104+1 164+2°

4.1.1.2.3 El tratamiento con ICI previene la internalizacion de los transportadores
Abcb11 y Abcc2 provocada por E17G.

El E17G produjo una redistribucién significativa de los transportadores Abcbl1 y
Abcc2 desde la membrana canalicular hacia el interior celular (vesiculas intracelulares)
(Fig 4.4 A). El pretratamiento de las DAHR con ICI previno marcadamente esta
deslocalizacion. El analisis densitométrico, demostré una redistribucion tanto de Abcbl1
como de Abcc?2 inducida por E17G sobre una mayor distancia desde la vacuola canalicular

que fue prevenida completamente cuando se bloqueo el REa (Fig. 4.4 B).
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inducida por E17G en DAHR. A: Las imagenes confocales representativas muestran la distribucion de los
transportadores canaliculares bajo estudio con los diferentes tratamientos. Notese que bajo las condiciones
controles (DMSO o ICl) la fluorescencia asociada a los transportadores esta principalmente localizada en Ia
membrana canalicular. El tratamiento con E17G (200uM) induce una clara internalizacion de vesiculas que
contienen transportadores mas alla de los limites de la vacuola canalicular, fenomeno que se previene
significativamente con el pre-tratamiento con IClI (1 uM, 15 min). B: Analisis densitométricos de la
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4.1.1.3 Knock-down del REa en cultivo primario de HRCS.

4.1.1.3.1 Validacion de la transfeccion.

Luego de sintetizar los diferentes ARN de interferencia, se realizo el protocolo de
knock-down del REa en el cultivo primario de HRCS y a las 48 hs y a las 72 hs de la

transfeccion se realizaron los WB correspondientes. EI ARN de interferencia que
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denominamos siRNAI1, dirigido contra la secuencia de nucléotidos 898-916

(CCAATGCACCATCGATAAG) del ARNm del REa  produjo una disminucion

significativa en la expresion del REa, por lo cual este siRNA1 fue el elegido para los
estudios de localizacion del transportadores Abcc2 y Abcbl1. En la Figura 4.5 se puede

observar que el siRNAI a las 48 hs disminuy6 aproximadamente un 50 % la expresion de

REo.
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4.1.1.3.2 Viabilidad celular en la transfeccion.

En la Figura 4.6 se observa que las transfecciones con los diferentes ARNi no
produjeron aumentos estadisticamente significativos de la liberacion de LDH al medio de

cultivo medido luego de las 24 hs de las transfecciones indicando que no se afecto la

viabilidad celular.
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4.1.1.3.3 Evaluacion de la localizacion Abcc2 y Abcb11 en cultivo primario de HRCS.

Para confirmar la participacion de REa en la alteracion colestdsica provocada por
E17G, se evalu6 el estado de localizacion de los transportadores Abcc2 y Abcbll en el
cultivo primario de HRCS transfectadas con el ARN de interferencia siRNA1. La Figura
4.7 y la Figura 4.8 muestran las imagenes confocales representativas de los transportadores
Abcbll y Abcc2, respectivamente, donde se puede apreciar que E17G induce una
redistribucion de los mismos hacia el interior, es decir, una deslocalizacion de la
membrana canalicular. El knock-down de REa previno este efecto provocado por E17G
sobre ambos transportadores proporcionando un soporte adicional al rol de REa en las vias
de sefializacion que participan la internalizacion inducida por E17G de los transportadores
canaliculares que conducen a una falla secretora biliar. Las células tratadas con el SC

mostraron el mismo patrén de deslocalizacion que el E17G.
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Control

E17G+siRNA1 E17G+Sc

Figura 4.8. Imagenes confi ucién celular de Abcb11
(verde) en cultivo primario de HRCS. También se muestra la red de actina (rojo) y los nucleos
(azul). El E17G indujo una clara internalizacion de Abcb11, visualizado como vesiculas que
contienen transportador mas alla de
blancas). En las célul:
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zando la zona perinuclear (flechas
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mostraron un tip nto de E17G.
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4.1.2. Relacion del REa con otras vias de sefializacion implicadas en la
colestasis por E17G.

4.1.2.1 Evaluacion de la relacion de la via de PI3K con REa.
4.1.2.1.1 REa participa de manera complementaria con PI3K en la falla secretora
canalicular inducida por E17G.
Los efectos protectores de ICI (1 uM) y Wm (100 nM) sobre la disminucion en la
AVc de CGamF y GS-MF inducida por E17G fueron aditivos (Fig 4.9, A y B), sugiriendo
este resultado que REa y PI3K actuarian en vias de sefializacion independientes. Vale la
pena senalar que la concentracion empleada de los inhibidores utilizados produce efectos
maximos de proteccion llevandonos esta situacion a especular acerca de los efectos

sumatorios.
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4.1.2.2 Relacion de la via de PKCc con REa.
4.1.2.2.1 REa no actua de manera complementaria con PKCc en la falla secretora
canalicular inducida por E17G.

Contrariamente, a lo observado para la via de PI3K, no se observd un efecto
preventivo aditivo cuando se utilizaron los inhibidores ICI (1 uM) y G66976 (1 uM) (Fig
4.10, A y B), por lo tanto, es posible que REa y PKCc compartieran una misma via de
sefalizacion, mereciendo estos hallazgos estudios adicionales para analizar la secuencia de
activacion de ambas proteinas. Nuevamente, se emplearon concentraciones de los
inhibidores que producen efectos maximos de proteccion llevandonos esta situacion a

especular acerca de los efectos sumatorios.
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4.10.Efecto de la co-incubacion de |
GS-MF (B) inducida por E17G. DAHR fueron
s6lo como conjuntamente por 15 min. Luego, las D
periodo adicional de 20 min. La AVc de CGamF y GS-MF fueron calculados como el porcentaje de
duplas que mostraron fluorescencia visible en su seudocanaliculo de un total de al menos 200
duplas por preparacién y referidas al valor de AVc contro edia £
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4.1.2.2.2 La activacion de REa. precede a la activacion de PKCc (PKCa).

Para evaluar la secuencia temporal de la activacion de REa y PKCa, dos tipos de

experimentos fueron llevados a cabo en cultivo primario de hepatocitos. En primer lugar,

la Figura 4.11 muestra que el pre-tratamiento de los hepatocitos con ICI no afecta la

activacion de PKCa inducida por E17G, estimada a través de la translocacion de la quinasa

a la membrana, descartando que la activacion de REa fuera necesaria para la activacion de

PKCoa. En segundo lugar, la Figura 4.12 indica que el pre-tratamiento de los hepatocitos

con G66976 previene la activacidon de REa observada para los hepatocitos tratados con

E17G indicando que la activacion de PKCa ocurre antes que la de REa y es necesaria para

que se produzca la activacion del mismo.
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Figura 4.12. Activacion REa en
presencia del inhibidor G66976.
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4.1.2.3 Evaluacion de la interaccion de la via de GPR30/AC/PKA con REa.

Como en estudios previos se habia observado que la proteccion con un
antagonista de GPR30 era casi completa, los estudios de “sumacion” en las DAHR no son
adecuados para evaluar si GPR30 y RE comparten la misma via de sefalizacion. Por lo
tanto, se decidid evaluar directamente el efecto de la inhibicion de la via de
GPR30/AC/PKA sobre la activacion del REa y la activacion de PKCa, asi como efecto de

la inhibicidén de REa sobre la activacion de PKA, ultimo eslabon de la via.
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4.1.2.3.1 La activacion de REa y PKCa es independiente a la activacion de GPR30.

En cultivos primarios de hepatocitos, se realizd pre-tratamiento con el inhibidor
de GPR30 (G15) y tratamiento con E17G. En la Figura 4.13 se observa que el tratamiento
con G15 no previno la activacion caracteristica de REa (Figura 4.13 A) ni la activacion de

PKCa (Figura 4.13 B) que produce E17G.
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4.1.2.3.2 La activacion de REa y PKCa es independiente a la activacion de AC.

La Figura 4.14 muestra que el tratamiento con el inhibidor DDA, no previno la de

activacion de REa (Figura 4.14A) ni la activacion de PKCa (Figura 4.14 B).
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4.1.2.3.3 EI ICI previene parcialmente la activacion de PKA inducida por E17G.
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Se evaluo la actividad de PKA por wb evaluando la fosforilacion de sustratos de
PKA (figura 4.15) en cultivos primarios de hepatocitos aislados. Este western blot presenta
varias bandas que representan posibles sustratos fosforilados de PKA, dentro de las cuales
dos bandas de aproximadamente 25 y 110 kDa respondieron a DB-AMPc (activador de
PKA, control positivo) y a su correspondiente inhibicion por el inhibidor de PKA
estudiado (H89), por lo que se consideraron sustratos de PKA. En la misma figura puede
observarse que la incubacion durante 15 min con E17G aument6 la fosforilacion de estos
sustratos de PKA, efecto que fue bloqueado parcialmente en presencia del inhibidor ICI

para el caso de la banda de 110kDa pero no para la banda de 25 kDa.

4.2 Experimentos in vivo.

4.2.1 Activacion de REa en el modelo de animal entero.
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In vivo, E17G también activa el REa. En homogenados de higados, la activacion
del REa fue observada a los 10 min después de la inyeccion de E17G, ademas se observo
que la activacion del REa se mantiene hasta 20 min después de haber inyectado el E17G

(Figura 4.16).

4.2.2 Estudios en higado aislado y perfundido de rata (HAPR).

Para indagar la participacion del REa estudiadas en un modelo de mayor
complejidad fisioldgica que los cultivos primarios se disefiaron experimentos de secrecion

biliar en higado aislado y perfundido de rata (HAPR) (ver disefio en metodologia).

A diferencia de los modelos in vitro en la condicion aguda, la reduccion inicial del
flujo biliar debido a la endocitosis de transportadores canaliculares después de la
administracion de E17G y la recuperacion posterior del mismo debido a la reinsercion de
estos transportadores se producen diferencialmente en el tiempo. Por lo tanto, pueden ser
facilmente analizados con el modelo de HAPR, que permite el seguimiento dindmico de

cambios en la funcion secretora biliar.

4.2.2.1 Estudios de Flujo Biliar y de Velocidad de excrecion de DNF-G y TC.

La administracion en bolo de E17G disminuy6 el flujo biliar a un minimo de
aproximadamente 40% del flujo basal dentro de los 10 min, y ademas el flujo biliar no se
recuper6 en el periodo de perfusion (Figura 4.17). Esto fue acompanado por una
disminucion en la excrecion de DNF-G, (minimo 40 %) sustrato de Abcc2 (Figura 4.18 A)
y de una disminucion de la excrecion de taurocolato (minimo 35 %) sustrato de Abcbl1
(Figura 4.18 B). La actividad de ambos transportadores se recuperd a un 60 %

aproximadamente del valor basal (Figura 4.18, A y B). La excrecion acumulativa de DNF-
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G disminuyo a un 72 + 2 % de la excrecidn control, mientras que la excrecion acumulativa
de TC fue 59 + 4 % del control después de la administracion de E17G (Tabla 4.2). E1 ICI
protegio de la disminucion del flujo biliar inicial provocada por E17G (minimo 78 %) y

previno completamente las alteraciones del flujo biliar provocadas por E17G a partir de los

15 min.
" Figura 4.17. ICI 182,780
protege contra el dano
120+ ah inducido por E17G del flujo
~ r en el modelo de HAPR.
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El pre-tratamiento con ICI también produjo una proteccion de la excrecion biliar
de los sustratos de Abcc2 y Abcbl1 observada en las ratas tratadas con E17G, donde la
excrecion de DNF-G alcanzé un minimo de 75 % y el minimo alcanzado para TC fue 82
%. La excrecion de ambos sustratos para las ratas tratadas con ICI+E17G aumentaron y
alcanzaron la excrecion de sustratos de ratas control y de ratas tratadas con E17G 15 min

después de inyectado del mismo. Como resultado, la excrecion acumulativa de DNF-
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glutation (99+2% del control) y TC (99+3% de control) en ratas ICI+E17G no difirieron de

las ratas control (Tabla 4.2).
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4.2.2.2 Estudios de localizacion de transportadores en HAPR.

La Figura 4.19 muestra imagenes confocales representativas de los
transportadores Abcb11 (iméagenes superiores) o Abcc2 (imagenes inferiores), en verde, y
ocludina, en rojo, 10 min después de administrado el E17G (o DMSO). En higados
tratados con E17G, ambos transportadores canaliculares, Abcbll como Abcc2, fueron
detectados en estructuras intracelulares, consistente con su internalizacion endocitica desde
la membrana canalicular. Este patréon de internalizacién se hizo evidente en algunas
estructuras canaliculares y en otros sitios coexisti6 con la localizacién canalicular
conservada de los transportadores. En los estudios densitométricos realizados (ver
Metodologia), los higados tratados con E17G mostraron un perfil mas ancho y mas plano
consistente con un aumento de la fluorescencia a una mayor distancia de la membrana
canalicular, indicativo de la internalizacion de estos transportadores en compartimentos

intracelulares (Figura 4.20). En higados perfundidos con E17G + ICI, la distribucion de
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tanto Abcb11 como Abcc2 fueron casi idénticos que los higados controles (DMSO y ICI) y
esto fue corroborado con los analisis densitométricos (Figura 4.20). Ni E17G ni ICI per se,
alteraron el ancho del canaliculo estimado por los dos picos densitométricos de la ocludina

(Figura 4.20).

Control E17G E17G+ICI ICI

- . . .
o .

Figura 4.19. La inhibicion del REa previene la internalizacion de Abcb11 y Abcc2 en el modelo de HAPR.
Las imagenes confocales representativas de muestras de higado muestran a Abcb11 (verde) y ocludina
jo) (i superior); y Abcc2 (rojo) y ocludina (verde) (imagen inferior). En higado control al igual

ICI, tanto Abcb11l como Abcc2 se mantienen confinados en el e
a ocludina. En cambio, en algunos canaliculos de E17G
a mayor distancia de la membrana canalicular asoci
ternalizacién endocitica. ICl previene la internalizacion «

, s imagenes se observa un patrén semejante al grupo control para la )
transportadores en estudio. ICI per se no indujo ninglin cambio en la localizacion de los transportadores
canaliculares.
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5 Discusion.

En las ultimas dos décadas, diferentes evidencias han aportado conocimientos que
han ayudado a dilucidar cascadas de sefializacion en el fendmeno de colestasis
(84;85;86;145;167). Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que PKCc participa en parte
de la colestasis aguda inducida por E17G (84) y por el agente pro-oxidante terz-butil
hidroperéxido (86). La activacion de PKCc inducida por estos agentes colestasicos se
correlaciona con su capacidad de inducir la internalizacion endocitica de transportadores
canaliculares criticos para la secrecion biliar, como lo son Abcbl1 y Abcc2 (84;86). Estos
hallazgos preliminares concuerdan con un trabajo que indica que la activacion selectiva de
PKCec por timeleatoxina induce tanto la colestasis como la internalizacién endocitica de

Abcbl1 (85).

Las acciones de PKCc en la colestasis aguda causada por E17G no podian
explicar la totalidad de los fenomenos observados, indicando que otras vias de sefializacion
podrian estar implicadas. Una de las vias de sefializacion candidata era la via dependiente
de PI3K. Sustentando esta hipotesis, Boaglio y col (83) mostraron por primera vez que
E17G activa PI3K en el higado, y que este evento estd involucrado en el efecto colestasico
del estrogeno. La via de sefializacion PI3K participa también en la colestasis inducida por
la sal biliar taurolitocolato (167) que exhibe marcadas similitudes fisiopatoldgicas con la
causada por E17G. En ambos modelos (E17G y taurolitocolato) se ha observado la

internalizacion endocitica de Abcb11 (81) y Abcc2 (77).

Recientemente, otros trabajos de nuestro grupo han demostrado en el modelo de
colestasis aguda inducida por E17G provoca la activacion de las distintas proteinas

activadas por mitogenos, p38™V*%, ERK1/2MAPK y INK1/2M4P% (168), evidenciada por el
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aumento de su fosforilacion, inducida por E17G en el modelo de hepatocitos aislados de
rata. También en el mismo trabajo se demostr6 en DAHR, que la inhibicion selectiva de
p38MAPK ¢ ERK1/2MAPK no asi la de INK 1/2M2PK previene la alteracion inducida por
E17G tanto en la localizacion de Abcbl11 y Abcc2 como en la secrecion canalicular de sus

sustratos fluorescentes.

Si bien hasta el momento se habia vinculado a las MAPKs con fendémenos
coleréticos y pro-insertores, la existencia de evidencia de entrecruzamientos con las vias de
sefializacion de PKCc y PI3K (quinasas pro-colestasicas, ambas activadas por E17G) en
distintos contextos experimentales y tipos celulares (169;170), incluidos hepatocitos (171)
llevo a nuestro grupo a concluir que estos entrecruzamientos podrian resultar en efectos
finales opuestos (colestasicos) de las MAPKs dependiendo de los agentes moduladores

involucrados y el entorno celular en particular (168).

Otro hallazgo de nuestro grupo de trabajo ha sido la participacion de GPR30 en el
modelo de colestasis por E17G tanto en in vitro como in vivo mediante un aumento de
AMPc y la subsiguiente activacion de PKA indicando que este receptor participa en la
alteracion funcional que E17G induce sobre los transportadores canaliculares Abcc2 y
Abcbl1 (119). La accién de inhibidores de GPR30 y de Adenilato Ciclasa confirmaron que
estas vias participan cascada arriba de PKA, lo cual concuerda con estudios previos donde
se observo activacion de PKA por activacion de GPR30 con estradiol no conjugado (107).
Sin embargo, la activacion especifica de GPR30 no mostré efectos colestdsicos a pesar de
lograr aumentar AMPc y activar PKA, indicando que la activacion de esta via es necesaria
como ha ocurrido con los estudios de otras vias de sefalizacion pero no suficiente para

producir estas alteraciones.
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A modo de sintesis, se ha descripto que E17G es capaz de activar las vias de
PKCec, PI3K, MAPKs (p38™4P% ERK1/2MA™) y GPR30. Estas vias, fueron a su vez
implicadas en la generacion de la colestasis por el conjugado estrogénico en cuestion, ya
que la inhibicion de cada una de ellas tuvo efectos protectivos (83;84;119). Es de destacar,
sin embargo, que la inhibicion de las vias recién nombradas, con excepcion de la via
iniclada en GPR30, condujo a wuna proteccion parcial, habiéndose descripto
complementaridad y proteccion total en el caso de inhibicion conjunta de PI3K-
ERK1/2MA" y PKCc-p38MAPK. A partir de los trabajos de Crocenzi y col. (84), Boaglio y
col. (83;168) y Zucchetti y col (119) se puede deducir la existencia de al menos dos vias
de sefializacion necesarias para la colestasis: una que seria responsable del proceso que
conduce a la desinsercion de los transportadores canaliculares, y otra que seria necesaria

para mantener a los transportadores desinsertados de la membrana canalicular.

Varios trabajos cientificos han evidenciado que el estradiol no conjugado es capaz
de activar varias vias de sefializacion inclusive las vias de sefializacion ya mencionadas
anteriormente, estos estudios se han desarrollados en diferentes tipos de tejidos incluyendo
c¢lulas hepaticas (134;172). Estas activaciones en algunos casos fueron independientes al
RE (tanto REa como REP) y en otros casos fueron dependientes de la activacion de REa
(172) o por la activacion del REP. Cabe destacar que REB no se expresa en el tejido
hepético (173) debido a ello las conclusiones de los estudios realizados en esta Tesis se
asignaron al REa. Como ya hemos mencionado anteriormente este receptor cumple una
funcién central tanto en los efectos citosolicos como en los efectos nucleares producidos
por el estradiol. No existe evidencia alguna de la participacion del receptor de estrégeno en

la colestasis inducida por estradiol-17p-D-glucurénido y este trabajo de tesis ofrece una
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primera vision del papel de este receptor en las alteraciones en la funcion de los

transportadores canaliculares provocadas por el mismo.

En la primera parte del presente trabajo de Tesis reunimos evidencias que
demuestran la participacion del REa en la colestasis por E17G. En primer lugar,
observamos que E17G activa REa, en forma similar a como se ha observado con el
estradiol no conjugado; esta activacion se ha manifestado tanto en un modelo in vitro de
colestasis aguda (Figura 4.1) como en un modelo in vivo de animal entero (Figura 4.17).
Esta activacion del REa medida por la proporcion de REa fosforilada en la Ser-118
alcanza un maximo de activacién a los 15 min en el modelo de cultivo primario de
hepatocitos y a los 10 min en modelo de animal entero. Estas diferencias en los tiempos de
activacion pueden deberse a la diferencia inherente al modelo y ademaés a que la evaluacion
fue desarrollada en diferentes fracciones celulares, fraccion de membrana en el caso del
modelo in vitro y homogenado en el modelo in vivo. También hay que tener en cuenta que
la administracion del E17G en estos dos modelos se efectia de diferente manera, en un
caso (hepatocitos), E17G esta siempre presente, mientras que in vivo, E17G es excretado

por bilis y deja de actuar.

Esta activacion del REa se ha involucrado en el desarrollo de la colestasis, la
estrategia utilizada para demostrarlo fue utilizando el compuesto ICI182,780, también
conocido comercialmente como Fulvestrant, el cual es un inhibidor total de REa (sin
actividad estrogénica) que es utilizado ampliamente en el tratamiento de cancer de mama
metastdsico en mujeres postmenopdusicas con receptores hormonales positivos (145). El
ICI 182,780 previno parcialmente la disminucion en la actividad de Abcbll y Abcc2

provocada por E17G en el modelo de DAHR en una amplia variedad de concentraciones
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ensayadas salvo cuando se utilizé a una concentracion de 10 uM (Figura 4.2). Se obtuvo
una maxima proteccion para el rango de concentraciones de (0,1-1) uM; para los estudios
en los modelos in vitro se utilizo el ICI a una concentracion de 1 uM debido a que era la
concentracion utilizada en la mayoria de la bibliografia, en tanto que para el modelo de
HAPR se utiliz6 una concentracion de 0,5 puM por una cuestion meramente de costo
econdmico, ya que se requiere una cantidad mucho mayor de ICI para los estudios en in
vivo que en los estudios in vitro. De los experimentos de “concentracion de E17G-
respuesta” se puede mencionar que el ICI protegid en todos los rangos de E17G utilizados
obteniéndose un CI50 de los tratamientos de E17G+ICI significativamente mayor que el
CI50 para el tratamiento de E17G para ambos transportadores (Figura 4.3). Ademéas ICI
protegid de la deslocalizacion de los mismos inducida por E17G evaluado a través de las
imagenes obtenidas por microscopia confocal (Figura 4.4). Las protecciones funcionales
obtenidas para ambos transportadores fueron parciales y la proteccion de la deslocalizacion
de los transportadores desde el canaliculo fue total, estas diferencias puede deberse a que el
transportador localizado en el canaliculo no necesariamente tiene que ser funcional. Estos
experimentos de localizacion de transportadores son compatibles con los experimentos de
funcionalidad y este patron discordante de proteccion parcial de la alteracion en la
actividad de transporte y proteccion total de la deslocalizacion de los transportadores en

colestasis por E17G ya fue descripta previamente por nuestro grupo (83;84).

Por otro lado se ha desarrollado un modelo in vitro de hepatocitos de rata
polarizado (cultivo primario de HRCS, ver Figura 2.3 y Figura2.4), en el que se ha podido
desarrollar la técnica de knock-down del REa (Figura 4.5 y Figura 4.6). Si bien la
polarizacion se alcanza completamente a partir del quinto dia de cultivo, se ha reportado

que a partir de las 72 hs comienzan a formarse los primeros canaliculos (174). Sobre la
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técnica de knock-down puede mencionarse que de cuatro ARN de interferencia ensayado
tanto a las 48 hs como a las 72 hs, s6lo uno (el denominado siRNA1) produjo una
disminucion del REa (Figura 4.5). Si bien al observar disminucion a las 48 hs hubiéramos
esperado que el knock-down se mantuviera a las 72 hs, estos resultados reflejan los
complejos mecanismos de regulacion de la transcripcion que poseen las células como
pueden ser las diferentes vidas medias de los transcriptos primarios. El desarrollo de esta
técnica permitio hacer un estudio de localizacioén de los transportadores canaliculares en
estudio, como el maximo efecto del knock-down del REa fue a las 72 hs del cultivo
primario de HRCS (48 hs post-transfeccion) estos estudios se realizaron en ese periodo de

tiempo.

Las imdgenes confocales obtenidas de los transportadores Abcc2 y Abcbll
proporcionaron la informacion de que el tratamiento con E17G a las células con knock-
down para el REa (Figura 4.7 y Figura 4.8) no se indujo deslocalizacion caracteristica que
se observa en las células tratadas con E17G que no fueron transfectadas. Cabe aclarar que
en las células con knock-down del REa también se observaron zonas con deslocalizacion
de ambos transportadores aunque en menor proporcion de las que se observaron en células
no transfectadas. Estos resultados son logicos dado que la disminucion de la expresion de
REa del 50 % producida por los experimentos de knock-down representa un promedio de
la expresion del REa en células no transfectadas con la expresion disminuida del REa en
c¢lulas transfectadas. Estos resultados fueron valiosos porque refuerzan la participacion del
REa en la colestasis por E17G, minimizando la probabilidad que las acciones de

ICI182780 se deban a algun efecto inespecifico independiente de REa, aun no descripto.
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Esta proteccion tanto de alteraciones de la actividad como de la deslocalizacion de
los transportadores no solo ha sido demostrada en un modelo in vitro como es el modelo de
DAHR vy validado por el modelo de cultivo primario de HRCS sino también se

demostraron en un modelo mas complejo y fisioldgico como es el modelo de HAPR.

El rol del REa en la colestasis por E17G fue mas evidente en el modelo de HAPR
donde se observd que ICI protegiod casi completamente del efecto producido por E17G
sobre el flujo biliar (Figura 4.18A) y sobre la velocidad de excrecion de sustratos de Abcc?2
(DNF-G) (Figura 4.19A) y Abcbll (TC) (Figura 4.19B). Aunque se observd una
disminucion leve pero significativa en los pardmetros de velocidad de excrecion de TC y
DNF-G 10 min después de la administracion de E17G en ratas tratadas con ICI 182,780
inmediatamente se produjo un efecto rebote y la velocidad de excrecion de TC y el DNF-G
fueron similares a las ratas control. La mayor prevencion de la colestasis producida por ICI
que se observo en HAPR con respecto al modelo de DAHR no es sorprendente ya que el
bloqueo de otras via de sefializacion como PKCc y PI3K también fue mas efectivo en
HAPR que en DAHR (83;84). Las causas de esta diferencia no son claras, aunque
indudablemente son inherentes a las diferentes caracteristicas de los modelos
experimentales. En el HAPR, la accién de E17G es transitoria ya que se administra una vez
y es excretada a nivel canalicular, mientras que en DAHR el estrégeno esta siempre
presente y ademads, si bien es excretado a la vacuola canalicular, E17G queda retenido alli

sin posibilidad de drenar al exterior como en el HAPR.

De estos experimentos de HAPR es interesante mencionar que aunque el E17G
produce una disminucion de la velocidad de excrecion de DNF-G y TC (Figura 4.19 Ay

B) puede observarse que luego de los 10 min de haber administrado el E17G se observa
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una recuperacion de las mismas para ambos sustratos, haciéndose para el caso de la
velocidad de excrecion de DNF-G a partir de los 40 min similar (estadisticamente) al
Control y al tratamiento con ICI (E17G+ICI). Esta recuperacion no fue acompaifiada de una
recuperacion del flujo biliar como se podria pensar, este fendmeno puede deberse a que los
agregado de sales biliares y CDNB son considerados trazas y que ademas el sistema de
perfusion es un sistema abierto, ésta mejor funcionalidad de los transportadores no alcanza
a crear una fuerza impulsora para la formacion de bilis sumado a que también se ve
afectada otros transportadores implicados en el FBiSB, como puede llegar a ser el

transportador AE2.

Independientemente, se realizaron estudios de localizacion de los transportadores
Abcbl11 y Abcc2 en el modelo de HAPR en los que se observo al igual que en las imagenes
obtenidas en el modelo de DAHR que el tratamiento con ICI previno de la deslocalizacion
de los transportadores (Figura 4.19 y Figura 4.20) llevando una correlacién con los
resultados obtenidos en los modelos in vivo, tanto la activacion del REa en el modelo de
animal entero como la recuperacion del flujo biliar y la funcionalidad de los

transportadores en el modelo de HAPR.

En un intento de esclarecer los mecanismos por los cuales el REa participa en la
colestasis por E17G y en vista que Boaglio y col (83) describieron que las vias de
sefalizacion de PI3K y PKCc (PKCa) actuan complementariamente en su participacion de
la colestasis por E17G debido a que la inhibicion de ambas proteinas protege
completamente las alteraciones en el transporte canalicular, en una segunda parte de esta

tesis se estudio con cuales de estas vias de sefializacion el REa estaria interactuando.
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Los experimentos de coinhibicidon inhibiendo tanto PI3K (Wm 200 nM, méximo
efecto) como el REa (ICI 1 uM, maximo efecto) en el modelo de DAHR resultaron
aditivos (Figura 4.9 A y B) sugiriendo que tanto REa como PI3K pertenecen a diferentes
vias de sefializacion, mientras que la coinhibicion de PKCc (G66976 1uM, maximo efecto)
y REa (ICI 1 uM, maximo efecto) no llevaron a una sumatoria de efectos (Figura 4.10 A 'y
B) sugiriendo que ambas proteinas participan de una misma via de senalizacion. El
proximo paso del trabajo fue enfocarse en la activacion temporal de PKCc y REa,
mediante la combinacion de la inhibiciéon de una de las proteinas y la medicion de la
activacion de la otra utilizando la técnica western blot. Los experimentos demostraron que
la activacion de PKCc, en este caso PKCa, precede a la activacion de REa (Figura 4.11 y
Figura 4.12). Estos resultados no estarian indicando que PKCa necesariamente estuviese
fosforilando a REa, s6lo que PKCc se activa antes que REa pudiendo existir posiblemente

otras moléculas de sefalizacion intermediarias.

Estos resultados no serian los inicos que avalarian la activacion independiente de
ligando de receptores de esteroides ya que se han sido descrito trabajos en lo que se
evidencia que diferentes clases de receptores (receptor de andrdgenos, receptor de
pregnanos) inducen actividad por la activacion de vias de senalizacion independiente de
ligando. El fenémeno de la activacion independiente del ligando se conocid cuando se
descubrié que el neurotransmisor dopamina, que sefializa a través de AMPc, puede activar
tanto PR y REa. El REa también podria ser activado por el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (175). Desde entonces, una gran variedad de sefiales que no funcionan
como ligandos directos de estos receptores de esteroides, se ha demostrado que inducen la
actividad transcripcional de cuatro receptores de esteroides sexuales, REa, REB, PR, y

receptor de androgenos (176). Esto no descarta, en nuestro caso, que aunque la activacion
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de REa (fosforilacion en Ser-118) sea independiente de la union a E17G, la union con este

sea necesaria para proseguir la via cascada abajo del REa.

Siguiendo con las evidencias obtenidas con nuestro grupo de trabajo se relacion6
la participacion de las vias de sefializacion PKCc-REa con las vias de sefializacion
descriptas por Zucchetti y col (119). Debido a que evidencias previas la inhibicion
especifica de GPR30 utilizando el compuesto G15 proporciond altos porcentajes de
prevencion (alrededor del 90 %) no se utilizaron estudios de sumacion de efectos en el de
DAHR ya que podrian llevar a conclusiones erroneas (dado que el valor méximo de
proteccion es 100%, la ventana para observar sumacion seria solo 10%, un valor
demasiado bajo y que impediria obtener diferencias estadisticamente significativas) La
metodologia planteada para este punto de la Tesis fue el uso de inhibidores especificos
(G15, DDA, ICI) en el modelo de cultivo primario de hepatocitos y estudiar la activacion
de las vias en cuestion. Tanto con G15 como cuando se utilizO0 DDA y se evalud la
activacion de PKCc y REa por E17G no se observd bloqueo de dicha activacion. Esto
llevaria a concluir que la activacion de PKCc (PKCa) y REa ocurre por vias de
sefializacion independientes a las vias de sefializacion de GPR30/AC (Figura 4.14 y Figura

4.15).

Un punto de vista que no puede dejarse de lado es que si bien los tratamientos con
la G15 y DDA no provocaron una disminucion de la fosforilaciéon en la Ser-118 REa
(Figura 4.14 B y Figura 4.15 B) no puede descartarse la fosforilacion en otros
aminodcidos. Por ejemplo Chen D y col (177) observo la fosforilacion en la Ser-236 del
REa por medio de PKA, también Carascossa S y col (178) observo la fosforilacion en la

Ser-448 en células MCF7 y LCC2 por medio de la participacion de PKA. Esto nos da una
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idea de la posibilidad de que las vias de PKCc y PKA acttien sinérgicamente sobre el REa
de una manera independiente de ligando. La actividad de PKA no activaria al RE de la
forma clasica pero la fosforilacion inducida por PKA podria condicionar las acciones

cascada abajo de RE.

Por otro lado, cabe sefialar que cuando se realizaron los estudios inversos es decir
que se realiz6 el tratamiento de los hepatocitos con el ICI y se estudié como una medida de
activacion de la via de sefializacion de GPR30/AC la actividad de PKA que es la quinasa
efectora de esta via en el modelo de colestasis por E17G (119), se obtuvo que la inhibicion
de REa no afectaba la fosforilacion del sustrato de PKA de 25 kDa, descripta como una de
las bandas que responden al E17G, pero si afect6 la banda de 110 kDa, que es otra de las
bandas descripta que responden al E17G (Figura 4.16). Una de las explicaciones posibles
es que los niveles de fosforilacion de los sustratos PKA (110 kDa y 25 kDa) sean el
resultado de la fosforilaciéon de PKA activados a diferentes niveles, el sustrato de 110 kDa
requeriria que ademas de PKA participe alguna via cascada abajo del REa mientras que
para la fosforilacion del sustrato de 25 kDa se requeriria solo la activacion de la via
GPR30/AC/PKA, independiente de REa. No debe descartase tampoco que alguno de los
sustratos fosforilados de PKA, ya sea el de 110 kDa que responde a los tratamientos con
ICI o el de 25 kDa que no responde, no participe de las vias de sefializacion implicadas en
la colestasis ya que las acciones de E17G son multiples y no todas conducen a la

desinsercion de transportadores.

Los eventos de fosforilacion-desfosforilacion de proteinas ocurren a través de una
serie de regulacion no so6lo de kinasas sino también de la regulacion de fosfatasas. Por este

motivo, otra explicacion posible es que en la regulacion de la fosforilacion del sustrato de
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110 kDa, que es fosforilado por PKA, la fosfatasa involucrada sea inhibida mientras REa
se mantenga activa, por algun efector cascada abajo de REa. Existe evidencia que vincula a
REa con fosfatasas con la salvedad de que generalmente se observado la activacion de las
mismas, se puede mencionar que Tan y col han reportado que la Striatina-3y se asocia al
REa de una manera dependiente de ligando en un sistema hibrido de levaduras, la
Striatina-3y es una proteina de anclaje que reclutaria a la proteina fosfatasa PP2A y en este
caso PP2A desfosforilaria el fosfato de la Ser-118 del REa. (179). Por otro lado He y col
han descripto que la asociaciéon del REa y la tirosina fosfatasa SH2 aumenta con el
tratamiento del estradiol no conjugado y participa del control del balance de energia en
ratones transgénicos (180). Si bien no hay evidencias en la literatura sobre inhibicion de
fosfatasas mediadas por REa, es una posibilidad ya que Hu y col describieron que la
quinasa Src inhibe a PP2A en cerebro (181) y se sabe que esta quinasa es activada cascada
abajo de REa (182). En esta situacion en particular, lo que puede estar ocurriendo con el
sustrato de 110 kDa seria que, en condiciones normales, el sustrato fosforilado por PKA
seria desfosforilado con rapidez pero cuando se activa REa la fosfatasa se inhibiria y el

sustrato permaneceria fosforilado.

Por otro lado, retomando al punto de la fosforilacion de REaq, varios grupos de
investigacion han demostrado en un numero de tipos celulares diferentes que en respuesta
al estradiol no conjugado, el REa sufre fosforilaciones en serinas ubicadas en diferentes
posicion de la cadena de aminodcidos (138). Las serinas en la posicion 104, 106 y 118 son
altamente conservadas y fueron identificadas a sufrir fosforilaciones identificaindose la

fosforilacion en la Ser-118 como una activacion del receptor de estrogeno (183).
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Dado que las quinasas tienen mayor espectro de sustrato en los modelos in vitro
que en los modelos in vivo, es dificultoso determinar el rol fisiologico de estas
fosforilaciones del REa, basado solamente en modelos in vitro, y determinar qué quinasa

cumple la funcion de fosforilar al REa (138).

Entre las quinasas que pueden fosforilar al REa (139), conocidas hasta el
momento, si bien muchas tienen que ver con acciones nucleares (quinasas dependientes de
ciclinas, quinasas dependientes de ADN, etc), se destacan la GSK-3B (140) y la quinasa
activada por mitogenos p38™™* (141). En concordancia con este hecho, Goode y col
demostraron que PKCc podria fosforilar a GSK-3B (184). Otro posible intermediario
blanco de PKCc podrian ser las MAPK las cuales también han sido sefaladas para

fosforilar la Ser-118 del REa (185).

Existen varias potenciales explicaciones para la fosforilacion del REa en la
colestasis por E17G. En primer lugar podria tratarse de que PKC fosforile una fosfatasa,
activandola, y que esta fosfatasa desfosforile GSK-38. Como ejemplo, Calcineurina puede
desfosforilar GSK-3B (186) y esta proteina interacciona con PKC a nivel de AKAP79
(187). Por otro lado, Medunjanin y col/ han reportado que GSK38 y REa forman un
complejo interactuando ambas proteinas, es probable que el desarmado de este complejo
influya en la fosforilacién de GSK38 (140). En este sentido, la proteina quinasa p38™*™™
podria fosforilar al REa. aunque se ha reportado esta fosforilacion es en una Thr-311 y no
en la Ser-118 (188). Sin embargo, esta fosforilacion podria favorecer la unién de otros

quinasas que posibiliten la fosforilacién en la Ser-118. Como se mencioné p38MATX es

fosforilado cascada abajo de PKCc luego de la accion de E17G (83).
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Si bien el pensamiento inicial proponia una secuencia de activacion diferente, es
decir que el E17G se uniera al REa y luego se active PKCc o por otro lado que GPPR30
fuese de la misma via de sefializacion, los datos presentados llevan a un pensamiento
completamente alternativo es decir la activacion del receptor de estrogeno por E17G
requiere la activacion de la PKCc y que ademas la activacion de REa es independiente a la
activacion de GPR30, otro receptor de estrégeno localizado en la membrana plasmatica y
en el reticulo endoplasmico que se ha implicado recientemente en colestasis inducida por
E17G, llevando a formular una de las cuestiones fundamentales ;Cual seria el receptor
inicial de E17G? Un posible mecanismo es que E17G se una primero tanto al REa como al
receptor GPR30, entonces el complejo RE-E17G active la PKCc y finalmente PKC por si
mismo o por medio de una quinasa intermedia fosforile al REa. Otro posible mecanismo
que no puede ser descartado es que PKCc actie como el receptor de union inicial de E17G,
que conduzca a su activacion y a la fosforilacion posterior de REa provocando una
activacion independiente de ligando. Siguiendo esta linea, Alzamora R y col han
demostrado la activacion directa de la PKCa por concentraciones fisioldgicas
(aproximadamente 0.1-0.5 nM) de aldosterona y 17-B-estradiol, y la activacion directa de
PKCd por 17-B-estradiol (189). Las principales conclusiones de estos estudios fueron que
la union directa de aldosterona y 17-f-estradiol a determinadas isoformas de PKC (PKCa y
PKC9) dispara senales de fosforilacion, sugiriendo que PKCa y PKCS pueden servir como
receptores de aldosterona y 17-B-estradiol, proporcionando un nuevo mecanismo para

efectos rapidos producidos por estas hormonas.

El mecanismo por el cual la activacion del REa conduce a la desinsercion
endocitica de los transportadores no puede deducirse de los resultados presentados en esta

Tesis. EI REa como se menciond anteriormente puede activar vias de sefalizacion
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nucleares y vias de sefializacion citoplasmaticas. El papel de los efectos gendomicos no
puede descartarse, sin embargo, segun los conocimientos actuales del periodo de tiempo
requerido para la sintesis de proteinas parece superar el tiempo empleado por E17G para
ejercer sus efectos colestdsicas. Los efectos citoplasmaticos en los que participa el REa
parecen ser los mas probables. El receptor de estrogeno unido a la membrana plasmatica se
sabe que interactua con la membrana y con las proteinas citoplasmaticas adaptadoras
incluyendo caveolinas, striatina, p130Cas, Shc, HPIP, MTA-1s, y MNAR / PELP-1, estas
son proteinas de anclajes encargadas de regular los complejos proteicos que controlan la
migracion y la quimiotaxis, apoptosis, ciclo celular, diferenciacion, y homeostasis (182). A
través de la interaccion con estas proteinas, el REa activa vias de sefializacion tales como
Src/MAPK y PI3K/Akt. Si bien debido a la evidencia presentada en este trabajo de Tesis
esta ultima interaccién es poco probable ya que REa y PI3K actuarian por vias de
sefalizacion independientes, sin embargo, las vias de sefializacion de las MAPKSs son vias
de senalizacion que pueden continuar con la cascada de activacion de proteinas que
conduzcan a la internalizacion endocitica de los transportadores canaliculares responsables
de la secrecion de sustratos para la formacion de la bilis. Tampoco puede ser descartada la
posibilidad que ademas de vias de sefalizacion de quinasas sean activadas vias de

sefalizacion de fosfoesterasas, tales como PP1, PP2A, MKP1, MKP3, etc; (ver Figura 5.1).

Los presentes resultados ayudan a consolidar el concepto de que el fendmeno
colestasico agudo puede ser causado por un desbalance entre vias de sefializacion
intracelulares y no necesariamente por la accion directa de un compuesto colestasico sobre
estructuras hepatocelulares relevantes a la formacion de bilis. De una manera reflexiva me
gustaria mencionar también que los resultados presentados dan ejemplos de los

maravillosos resultados de la evolucion debido a que las vias de sefializacion existentes en
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las células como es sabido fueron el resultado de una presion evolutiva dando prevalencia a
las vias de sefalizacion mas aptas y beneficiosas sin importarles a los sistemas biologicos
(células), desde un punto de vista del pensamiento humano (la ciencia), si estas vias eran
las vias mas sencillas (o sea simples), complejas o si implicaban un mayor gasto de

energia.
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Conclusion

6 Conclusion.

La accidén colestasica del E17G provoca un desbalance entre la desinsercion
endocitica y la reinsercidon exocitica de transportadores canaliculares. Este desbalance esta
relacionado con la activacion de determinadas vias de sefializacion intracelular. Existen
tanto vias de sefalizacion que promueven la desinsercion como vias que favorecen a la
reinsercion de transportadores. Los resultados de esta Tesis han demostrado la
participacion del REa dentro de las vias que promueven la desinsercion de transportadores
canaliculares Abcc2 y Abcbl1 inducida por E17G, es decir, juega un rol en la colestasis

por estrogenos.

A pesar que la interaccion entre un derivado estrogénico como el E17G y un
receptor estrogénico (REa) puede parecer natural, era necesario conocer el rol del REa ya
que el objetivo final es develar las vias de sefializacion involucradas en colestasis. Muchas
moléculas de sefalizacion pueden actuar antes o después de REa. A partir de experimentos
realizados en esta tesis, se pudo colocar a esta proteina en una de las vias de sefializacion

que conducen a las colestasis por estrogeno descriptas hasta el momento.

El E17G primero activa PKCc, una de las vias de sefalizacion implicadas en la
desinsercion endocitica de transportadores canaliculares, entonces esta proteina per se o
probablemente a través de otra proteina de sefializacion intermediaria activa a REa que
finalmente lleva a la desinsercion de transportadores mediante la activacion de mediadores
desconocidos hasta el momento. Si no se tuviera en cuenta al REa o se lo considerara una
unién obvia sin mas estudio se podria concluir erroneamente que PKC cumple un rol en la

desinsercion de transportadores en lugar de concluir que la desinsercion es cascada abajo
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de PKC via REq.

Otros experimentos demostraron que la via de sefializacion que involucra a PI3K,
que es la responsable de mantener los transportadores canaliculares desinsertados al igual
que la via que involucra a GPR30/AC/PKA, serian independiente de la activacion del RE
en la colestasis producida por E17G por lo que se concluye que las acciones colestéasicas de

E17G requieren que el estrogeno active varias vias simultineamente.
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