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Resumen

RESUMEN

Numerosas patologias hepaticas poseen un componente oxidativo como parte de su mecanismo
de dafio tisular. El estrés oxidativo eleva los niveles citosélicos de Ca?* y puede, potencialmente,
activar una serie de eventos de sefializacion induciendo cambios morfologicos y funcionales que
conducen, en Ultima instancia, a la muerte celular. La comprensién de estos procesos es de suma
importancia, ya que puede promover el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas con
capacidad para prevenir, 0 mejor aun, revertir los dafios al tejido hepatico inducidos por estrés
oxidativo. En este trabajo de tesis, se demostrd la participacion de proteina quinasa C (PKC)
dependiente de Ca?* en la disfuncién biliar, y en la desorganizacién del citoesqueleto de actina y
de las uniones estrechas, inducidos por el pro-oxidante modelo tert-butil hidroperéxido (tBOOH),
utilizando el modelo de duplas aisladas de hepatocitos de rata. tBOOH (100 uM, 15 min) elevo los
niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS), indicado por el aumento en la lipoperoxidacion
(+186%, p < 0,05) y la producciéon ROS-dependiente de 27,7 -diclorofluoresceina (+36%, p < 0,05).
A su vez, generd un aumento en la concentracion citosélica de Ca?* (+100%, p < 0,05), y estimul6
la translocacién a membrana de la isoforma dependiente de Ca?" de PKC PKCa como parametro
de su activacion (+79%, p < 0,05). También, se observé una reduccién en el nimero de duplas
capaces de acumular y de retener (aprox. -50% en ambos parametros, p < 0,05) en su vacuola
canalicular el analogo fluorescente de sal biliar colil-lisil fluoresceina (CLF). Estos eventos se
acompafiaron de internalizaciéon de la bomba exportadora de sales biliares Bsep, redistribucion de
la proteina asociada a uniones estrechas ZO-1, desorganizacion de F-actina y formacion de
protrusiones de membrana (+285%, p < 0,01), este Ultimo un marcador precoz del dafio
estructural al citoesqueleto. Todos estos eventos fueron completamente prevenidos por el
guelante de Ca?* intracelular BAPTA/AM (20 uM), los inhibidores panespecificos de PKC H7 (100
uUM) y SP (10 uM), el inhibidor de isoformas de PKC dependientes de Ca?* G66976 (2 uM) vy el
activador de PKA DB-AMPc (500 uM); PKA frecuentemente contrarregula los efectos de PKC. Por
otro lado, una dosis mayor de tBOOH (500 pM, 15 min) indujo despolarizacién mitocondrial (aprox.
+80%, p < 0,01), fendbmeno asociado a la apertura de poros de transiciébn de permeabilidad
(PTPM), y aumento en la produccion de ROS de origen mitocondrial (+1000% en los niveles de
lipoperoxidacién, p < 0,01). Estos eventos fueron prevenidos (aprox. —30%, p < 0,05) por el
guelante de Ca?" intracelular BAPTA/AM (50 uM), por los inhibidores de CaM W7 (100 uM) o
trifluoperazina (TFP, 10 uM) y por el inhibidor de CaMKIl KN-62 (10 uM); el nivel de prevencion
alcanzado fue similar al obtenido con el bloqueante de PTPM CsA (5 pM), indicando que la
exacerbacion del dafio hepatocelular oxidativo, via formacion de PTPM, se encuentra mediada por
la via citosodlica de sefializacion Ca?*-CaM-CaMKIIl. En conclusién, estos resultados indican que
los ROS pueden ejercer efectos deletéreos en el hepatocito activando cascadas de transduccion

de sefial, y no s6lo actuando como efectores directos del dafio oxidativo.

Vi



1. INTRODUCCION

“En el campo de la observacion,
la oportunidad sélo favorece
a la mente preparada.”

Louis Pasteur (1822-1895).
Quimico y biélogo francés.



Capitulo 1 Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. ESTRES OXIDATIVO

1.1.1. Generalidades
El estrés oxidativo se define como el resultado de un desbalance entre diferentes agentes
pro-oxidantes y los sistemas de defensa naturales de un organismo (antioxidantes), situacién

gue genera, a menudo de manera irreversible, dafo a la integridad celular (Fig. 1).

1
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/ \ AOX \ AOX) / / \\.

/ \\ / \
/ROS\ /
/ \ // ROS \
A
Figura 1. Definicion de estrés oxidativo. AOX = reservas antioxidantes; ROS = radicales libres del oxigeno.

En condiciones fisiologicas normales, la utilizacion del oxigeno como parte del metabolismo
aerdbico de las células genera metabolitos reactivos que, de no ser debidamente neutralizados
por los sistemas antioxidantes enddgenos, pueden ser potencialmente dafiinos. Algunas de
estas especies tienen funciones fisioldgicas (por €j., en la respuesta inmune), y su produccion
es un factor importante en diversas funciones celulares, mientras se mantengan en niveles
limitados (Gamaley y Kluybin, 1999). Sin embargo, la regulaciébn de su generacion es
fundamental para evitar patologias, ya que el aumento excesivo en los niveles de radicales
libres del oxigeno (ROS) siempre se acompafia de lesion tisular. Esta situacion de estrés
oxidativo no balanceado puede darse por una disminucion de las defensas antioxidantes (por
ej., por accién de un xenobidtico) o por un incremento en la generacion de especies reactivas
(por ej., en presencia de toxinas oxidantes per se, 0 que, al metabolizarse generan radicales)
(Gutteridge y Halliwell, 1999). Asimismo, el estrés oxidativo tiene una contribucién significativa
en el desarrollo de un elevado niumero de patologias, como la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Alzheimer, la artritis reumatoidea y en el fendbmeno de isquemia-reperfusion en
transplante de 6rganos. En este Ultimo caso, se verifica la paradoja del oxigeno, donde el

aporte de oxigeno restituido durante la reperfusién no disminuye el dafo tisular sino que lo

1



Capitulo 1 Introduccién

incrementa, participando en dicho fendbmeno reacciones de oxidacion de proteinas y
lipoperoxidacién (Gutteridge y Halliwell, 1999). El grado de dafio celular como consecuencia del
estrés oxidativo parece incrementarse en los organismos a medida que envejecen, lo cual ha
llevado a postular que el estrés oxidativo seria un factor primario en el envejecimiento o
senescencia (Lenaz, 1998; Finkel y Holbrook, 2000). Finalmente, en el campo de la
hepatologia, el extrés oxidativo parece ser un factor fundamental en la progresién a cirrosis de
la esteatohepatitis tanto alcohdlica como no alcohdlica, en el sindrome colestésico y en
patologias que cursan con acumulacion de metales pesados (ver item 1.5 para mas detalles).

1.1.2. Sistemas pro y antioxidantes endégenos

Las especies reactivas del oxigeno son moléculas quimicas con capacidad de actuar como
agentes oxidantes y/o ser facilmente convertidas a radicales libres (moléculas inestables con
un electron desapareado que las hace altamente reactivas). Entre las especies que se generan

principalmente a nivel fisiolégico, se encuentran el anién superédxido (O2"), el radical hidroxilo

(HO"), el oxigeno singlete (*O;) y el peréxido de hidrégeno (H.O2) (Finkel, 1998). Estos
radicales libres pueden reaccionar en el medio ambiente en donde se generan con una
variedad de sustratos biolégicos (lipidos, proteinas, ADN, glucosa, componentes de la
membrana celular, factores de transcripcion, etc.) y, a su vez, actuar como segundos
mensajeros intracelulares a nivel molecular, pudiendo potencialmente afectar el desarrollo de
varias patologias (Finkel, 1998) (Fig. 2).

Para protegerse del efecto toxico de estos pro-oxidantes enddgenos derivados del oxigeno,
las células han desarrollado sistemas de defensa que regulan la produccidon de especies
reactivas, entre los cuales se encuentran antioxidantes (por ej., vitaminas A, C y E),
oligoelementos, y proteinas (enzimas) capaces de degradar los sustratos oxidados. La
importancia antioxidante de estas biomoléculas depende de la especie reactiva sobre la que
actian, dénde y cémo se genera ésta, asi como del dafio que produce (Fig. 2). Los
antioxidantes pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia oxidativa y tener mas
de un mecanismo de accién (Gutteridge y Halliwell, 1999). Entre las reservas antioxidantes que

se sintetizan en las células animales podemos mencionar:

a) La familia de las superoxido dismutasas (SOD). Esta familia esta constituida por
metaloenzimas que convierten el O, a H;O.. Se encuentra virtualmente en todos los
organismos aerobicos y, fundamentalmente, se compone de cuatro tipos de enzimas:

CuZnSOD, CuSOD, FeSOD y MnSQOD.

b) Las enzimas catalasa y peroxidasa. Estas enzimas transforman el H,O, en agua y estan
ampliamente distribuidas en bacterias aerébicas, plantas y animales. La glutation peroxidasa
2
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(GPx) utiliza el glutation reducido (GSH) como sustrato. (Spector, 1991; Halliwell y Gutteridge,
1998; Gamaley y Klyubin, 1999).
Oxigeno molecular
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Figura 2. Balance entre agentes oxidantes y reservas antioxidantes.

En los fluidos extracelulares, no se encuentran catalasas ni peroxidasas, y la SOD se
encuentra en cantidades muy pequefias. Sin embargo, la lista de reductores extracelulares es
amplia, e incluye a proteinas con capacidad de prevenir reacciones catalizadas por iones
metalicos, como el hierro y el cobre (Stocker y Frei, 1991; Gutteridge y Halliwell, 1999). Entre
estos agentes antioxidantes se encuentran:

a) Ceruloplasmina: tiene actividad ferroxidasa y se une a cobre e inhibe reacciones de tipo

Fenton (ver item 1.2.3.).

b) Transferrina y lactoferrina: se unen al hierro e inhiben reacciones de tipo Haber Weiss (ver
item 1.2.3.).
¢) Haptoglobina y Hemopexina: participan en la inhibicién de la peroxidacion lipidica catalizada

por la hemoglobina.

d) Albamina: tiene funcion poco clara, se une al hierro y al cobre pero no inhibe las reacciones
Fenton (ver item 1.2.3) (Halliwell y Gutteridge, 1998).

Entre los agentes antioxidantes intracelulares de bajo peso molecular de mayor importancia

se encuentran:
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a) El tripéptido glutation (GSH). En su forma reducida, es el antioxidante intracelular que se
encuentra en mayor concentracion. Actia como cofactor de la GPx para detoxificar H.O»
(Fig. 3), pero también puede eliminar radicales libres por vias no enzimaticas. Luego de su
oxidacion como consecuencia de estas reacciones, su estado reducido es regenerado por
accién de la glutation reductasa, conformando el denominado “ciclo del GSH” (Fig. 3).
Ademas de su funcién redox, el GSH esta involucrado en otros procesos fisioldgicos, como
el mantenimiento de la comunicacion entre células y el transporte intracelular de cobre. Es
ademas cofactor enzimatico en diversas vias metabdlicas. Finalmente, participa en la
regulacion del estado redox de puentes disulfuros en proteinas, junto con otras moléculas
como la tiorredoxina y la glutarredoxina. (Spector, 1991; Taylor et al, 1996; Halliwell y
Gutteridge, 1998; Dalton et al, 1999; Gamaley y Klyubin, 1999).

Glutation reducido

(2 GSH)
NADP*‘\ / \

Glutation reductasa Glutation peroxidasa

Peroxido de
hidrégeno
Hgﬂg.

Riboflavina
(FAD)

Selenio ]
_/ Agua
NADPH+H* 2H,0
(GSSG)

Glutation oxidado

Figura 3. Ciclo del glutation (GSH).

b) Bilirrubina y &cido Urico. Se han propuesto como antioxidantes al unirse a metales e impedir

reacciones de tipo Fenton (ver item 1.2.3).

c) Aminoacidos, con capacidad para secuestrar iones metalicos y con susceptibilidad para

oxidarse en presencia de H>O- y bicarbonato (Stadtman y Berlett, 1991).

d) Melatonina. Esta molécula atrapa al radical HO®, ademés de estimular enzimas antioxidantes
importantes como SOD, GPx y glutation reductasa. Se considera actualmente como un
importante antioxidante, ya que se ha mostrado su efectividad, en dosis farmacoldgicas,
para reducir el dafio ocasionado por agentes téxicos que inducen estrés oxidativo (Reiter et
al, 1997).
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Los antioxidantes derivados de la dieta complementan las funciones de las defensas
endogenas celulares. Entre los mas importantes estan los carotenoides, el a-tocoferol y el
acido ascorbico. Los dos primeros son antioxidantes liposolubles que protegen las membranas
celulares del dafio peroxidativo, mientras que el acido ascoérbico es un antioxidante hidrosoluble
con capacidad de neutralizar especies reactivas del oxigeno y del nitrdgeno en el citosol,
ademas de actuar como cofactor de diferentes enzimas involucradas en reacciones
bioquimicas que reducen metales de transicion (por e€j., hierro y cobre), entre otras. Existen
evidencias que, en ciertas enfermedades que producen estrés oxidativo, hay disminucion de
los niveles de acido ascérbico (vitamina C), como por ejemplo en la artritis reumatoidea
(Spector, 1991; Stocker y Frei, 1991; Halliwell, 1999). Este antioxidante tiene funciones
paradojicas, ya que puede funcionar como agente pro-oxidante en presencia de hierro o cobre
(Spector, 1991; Stocker y Frei, 1991).

1.2. MECANISMOS FISIOLOGICOS DE GENERACION DE ESTRES OXIDATIVO

Todas las células de un organismo se encuentran permanentemente expuestas a un nivel
basal de estrés oxidativo, el cual es controlado por sus reservas antioxidantes. Este ataque
oxidativo constitutivo ocurre como consecuencia del aporte de electrones de dos fuentes
fundamentales: la cadena de transporte de electrones mitocondrial y los citocromos existentes
en el reticulo endoplasmatico (R.E.). Otras fuentes enddgenas de radicales libres son los
metales de transicion (por ej. cobre, hierro), los macréfagos y algunos sistemas enzimaticos

como ciclooxigenasas, lipooxigenasas y xantina oxidasa (Finkel, 1998; Lenaz, 1998).

1.2.1. Generacién de estrés oxidativo de origen mitocondrial

La generacion de ROS por la mitocondria es un evento continuo y fisiolégico. Dependiendo
del tejido, las condiciones respiratorias y el sustrato usado, entre un 0,02-2% del O total
consumido por la mitocondria resulta en la generacion del anién superdxido (O.*) in vitro
(Boveris, 1977). El proceso se debe a la reduccion monoelectrénica del O, en las enzimas
NADH:coenzima Q, succinato:coenzima Q y coenzima QHa:citocromo c¢ oxido-reductasas
(complejos 1, 11 y 1ll, respectivamente) de la cadena respiratoria. Estos complejos respiratorios
estan localizados en la membrana mitocondrial interna, produciéndose O, tanto en la matriz
mitocondrial (complejos | y 1l), como en el espacio intermembrana (complejo Ill) (St-Pierre et al,
2002; Turrens, 2003). Evidencias recientes sugieren que la generacion de O, también es
promovida por deshidrogenasas solubles de la matriz, tales como las enzimas piruvato y a-

cetoglutarato deshidrogenasa (Starkov et al, 2004).
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1.2.2. Enzimas redox como fuente de estrés oxidativo

El R.E. contiene enzimas del citocromo P-450 (CYP-450) que catalizan reacciones de
oxidacién de fase |, en donde el sustrato es oxidado a expensas del oxigeno molecular. En el
higado, esta organela es particularmente rica en CYP-450, siendo los electrones requeridos
para su actividad donados por el NADPH, via la enzima NADPH-CYP-450 reductasa. La forma

reducida de esta enzima puede reducir el oxigeno para dar O, (Gutteridge y Halliwell, 1999).
Otras fuentes de O y de H2O- son ciertas enzimas oxidativas, como la xantina oxidasa, las

NADPH/NADH oxidasas, la acil-CoA oxidasa, y pequefias moléculas auto-oxidables como las

catecolaminas y las quinonas (Dalton et al, 1999; Gamaley y Kluybin, 1999).

1.2.3. Otras fuentes enddgenas de estrés oxidativo

Diariamente, bajo condiciones fisiolégicas normales, el 3% de la hemoglobina total se
convierte en su forma oxidada. La autoxidacion de la hemoglobina resulta en la generacién de
O (Stocker y Frei, 1991).

Las células fagociticas del sistema inmunolégico también generan una importante cantidad
de H;O, mediante la enzima NADPH oxidasa, que se encuentra unida a sus membranas.
Aunque las células no fagociticas también generan H.O, mediante una NADPH oxidasa, esta
enzima difiere de la anterior tanto estructural como genéticamente, siendo su tasa de
generacion de peréxido apenas del 1% del generado por las células fagociticas (Gamaley y
Kluybin, 1999). Por otro lado, en el plasma sanguineo se genera continuamente H,O; a partir
de la oxidacion del GSH y/o del ascorbato (Spector, 1991; Halliwell et al, 2000; Long y Halliwell,
2000).

El O2*" es convertido a perdxido de hidrégeno (H202), mediante la reacciéon de Fenton con
complejos de bajo peso molecular de hierro (Il) y cobre generando radicales hidroxilo (HO®). El

proceso neto de produccion de HO* a partir de O, y de H,O; es la reaccion Haber-Weiss, en la

cual los iones metalicos actian como catalizadores (Stadtman y Berlett, 1991; Dalton et al,
1999).

Reaccion de Fenton:
Fe* + Hx0, — Fe* + HO* + HO®
Reaccion de Haber-Weiss:
Fe¥ + 0" —» Fe* + 02

Fe?* + H,0, - Fe® + HO" + HO"

05 + H,O = Oz + HO*+ HO-
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Otra especie reactiva es el oxigeno singlete (*0,), que se genera cuando los electrones que

han sido excitados por la luz pasan su energia de excitacibn a uno de los electrones
desapareados del O,. También puede formarse durante la dismutacion del O2*", en la reaccion

de Haber-Weiss o por la descomposicién del H,O.. El 'O, causa modificaciones en los
aminoacidos y provoca dafios a las membranas celulares y al ADN (Finkel, 1998).

1.3. ESTRES OXIDATIVO Y TRANSDUCCION DE SENALES

Convencionalmente, los agentes oxidantes han sido vistos como productos téxicos derivados
del metabolismo celular. Sin embargo, un nimero creciente de evidencias experimentales
sugieren que, en bajas concentraciones, juegan un importante papel regulatorio, actuando
como moléculas de sefializacion transduccional. De esta manera, participan en un elevado
namero de procesos celulares, como el crecimiento y la adaptacién a respuestas medio-
ambientales (Finkel, 1998; Halliwell y Gutteridge, 1998). Su papel regulatorio predomina a
niveles bajos de exposicién (por cortos periodos de tiempo), mientras que su efecto tdxico se
manifiesta a niveles elevados y sostenidos en el tiempo (Halliwell et al, 2000). Algunas de las
respuestas fisiolégicas reguladas por ROS, tanto en la mitocondria como en el citosol,
involucran cambios asociados con el reestablecimiento de la homeostasis celular, tales como la
activacion/inactivacién de genes que codifican para factores de transcripcién, la induccion de
enzimas de defensa antioxidante, la alteracion de proteinas estructurales, la activacioén de vias
de sefializacion mediadas por proteina quinasas y la modificacion de sefiales idnicas, en
especial, elevacion de los niveles de Ca** (Halliwell y Gutteridge, 1998; Gamaley y Klyubin,
1999). Por su importancia tematica en el marco de este trabajo de tesis, abordaremos con

mayor detalle los Ultimos dos.

1.3.1. Alteracion de la homeostasis de Ca?* inducida por estrés oxidativo

En condiciones normales, los niveles intracelulares de Ca?* se mantienen en un rango de
concentracion de aproximadamente 100 nM, es decir, unas 10.000 veces inferior a su
concentraciéon en el medio extracelular. Un aumento de Ca?' intracelular sostenido durante
algunos minutos es suficiente para provocar alteraciones metabdlicas, eléctricas y estructurales
gue conducen a la muerte celular. Estas alteraciones parecen estar mediadas por la
sobreactivaciéon de un gran nimero de enzimas dependientes de Ca?*, como proteina quinasa
C (PKC), proteina quinasa Il dependiente de Ca?‘/calmodulina (CaMKII), fosfolipasas,
proteasas, fosfatasas, oxidasas y endonucleasas (Orrenius et al, 1989; Hannan y Maxwell,
1995). El mantenimiento de los niveles adecuados de Ca? es el resultado de la accion

coordinada de diferentes sistemas de transporte localizados sobre la membrana plasmatica y
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las membranas de diferentes organulos subcelulares (R.E. y mitocondrias), asi como de la
unién especifica del Ca?* a diferentes proteinas citosélicas (por ej., calmodulina).

Desde hace varios afos, se ha asociado la lesion celular provocada por diferentes agentes
oxidantes con un incremento significativo de los niveles intracelulares de Ca?" (Orrenius et al,
1989). Por ejemplo, en hepatocitos aislados, se ha demostrado que el estrés oxidativo inducido
por los agentes pro-oxidantes menadiona o tert-butil hidroperéxido (tBOOH) provoca liberacion
de Ca?" desde el R.E. y la mitocondria (Thor et al, 1982; Bellomo et al, 1982). Para explicar
este fendmeno, se ha propuesto que el estrés oxidativo disminuye la actividad de los sistemas
intracelulares de translocacion de Ca?*, ocasionando un aumento incontrolado del mismo en el
citosol de las células (Orrenius et al, 1989). Este efecto estaria mediado por la oxidacion de
grupos sulfidrilos (~SH) en las ATPasas dependientes de Ca?' localizadas en R.E. y en
membrana plasmética, provocando una inhibicion de su actividad como enzimas
transportadoras. Esto disminuye la capacidad del R.E. para eliminar el Ca?* del citosol, y de la
membrana plasmatica para exportarlo de la célula. La incapacidad para mantener bajo el nivel
de Ca?' intracelular provoca la activacion de enzimas degradativas dependientes de Ca?
(caspasas, fosfolipasas, endonucleasas), y desencadena fendbmenos bioquimicos responsables
de la lesion celular irreversible y la muerte celular asociada con la pérdida de la
impermeabilidad de la membrana plasmética (Orrenius et al, 1989, Nicotera et al, 1992).

Resultados recientes sugieren que el incremento de Ca?' citosélico inducido por estrés
oxidativo se encuentra relacionado con una despolarizacion temprana de la membrana
mitocondrial observada en muchos fenémenos de lesién y muerte celular (necrosis 0 apoptosis)
(Hannan y Maxwell, 1995). Esta despolarizacion se debe a un conjunto de cambios
estructurales de la membrana mitocondrial denominados colectivamente transicion de
permeabilidad mitocondrial. Estos cambios involucran la apertura de un poro que atraviesa la
membrana interna y externa mitocondrial, denominado poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (PTPM) (Gunter y Pfeiffer, 1990). Esto facilita el pasaje de iones y otros solutos de
bajo peso molecular (< de 1500 Da) a través de la membrana de la mitocondria, provocando un
aumento del tamafio de la organela por hinchazdn coloidosmética (“swelling”) y desacople de la
fosforilacion oxidativa por colapso de su potencial de membrana (ver item 1.4.1 para mas
detalles). Se ha sugerido que dicha transicion depende de cambios en el estado ciclico de
acilacién/desacilacion de fosfolipidos de la membrana mitocondrial interna provocados por la
activacion, dependiente de Ca?", de la fosfolipasa A., ya que estudios realizados con
inhibidores de esta enzima mostraron una reversion del fenbmeno de permeabilidad
(Brockemeier et al, 1985). Por otro lado, también se ha postulado que esta transicion genera un
incremento sostenido de la captacion mitocondrial de Ca?*, la cual es dependiente del potencial

transmembrana, que llegaria a abolir o reducir dicho potencial (Swann et al, 1991). A su vez, la

8
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oxidacién de los nucledtidos de piridina intramitocondriales (NADH y NADPH) resulta en un
eflujo acelerado de Ca?" desde la mitocondria (Swann et al, 1991). Dicha situacién conduciria a
un fenémeno de reciclaje de Ca?* a través de la membrana mitocondrial, acompafiado de la
pérdida de la capacidad homeostatica de dicho organulo y de una desenergizacién de su
membrana.

Estos trabajos han permitido entender el modo en que el Ca?* y los ROS se encuentran
relacionados entre si para producir efectos deletéreos. Por un lado, el estrés oxidativo estimula
la liberaciéon especifica de Ca?* desde la mitocondria y, por otro, una aceleracién del ciclo de
liberacién/captacion de Ca?* por la mitocondria es capaz de incrementar la generaciéon de ROS
(Richter et al, 1996).

1.3.2. Activacién de moduladores de sefial inducida por estrés oxidativo en hepatocitos

Evidencias recientes sugieren que los ROS funcionan como segundos mensajeros celulares, ya
qgue un considerable numero de procesos celulares fisioldgicos y fisiopatolégicos parecen estar
sujetos a regulacion redox (Kamata e Hirata, 1999). Se ha demostrado que las especies reactivas
del oxigeno inducen cambios a corto y largo plazo en la funciéon hepatocelular, afectando a los
mecanismos de transduccion de sefales. Esto puede ocurrir a través de la modificacion del estado
de fosforilacion de los blancos relevantes para la funcién celular y por alteraciones en la actividad
de los factores de transcripcion (Cesaratto et al, 2004; Poli et al, 2004).

De los multiples caminos de sefializacion que se encuentran activados en condiciones de
estrés oxidativo, la cascada dependiente de proteina quinasa C (PKC) parece jugar un rol
fundamental. La hip6tesis de un papel central de PKC en el dafio oxidativo hepatocelular se ve
sustentada por evidencias indirectas que indican que un moderado estrés oxidativo, tal como el
ocasionado por bajas dosis de tetracloruro de carbono o menadiona, induce activacion de PKC,
un proceso en parte mediado por modificacion de su estructura enzimatica, asi como por la
formacion de productos de lipoperoxidacion que actlan como activadores endégenos de la
enzima (Kamata e Hirata, 1999). Esta proteina posee propiedades estructurales Unicas que la
hacen susceptible a activacion por modificacién oxidativa (Kamata e Hirata, 1999). El dominio
N-terminal contiene un motivo de unién a zinc especialmente rico en residuos de cisteina que
son susceptibles a la oxidacién por ROS. Cuando estos residuos se oxidan, la funcion
autoinhibitoria de este dominio regulador se ve comprometida, estimulando la actividad celular
de PKC. Ademas, bajo condiciones pro-oxidantes, ocurre la fosforilacion de residuos de tirosina
en PKC que provoca un aumento de su actividad enzimética. Por otro lado, la formacién de
hidroperéxidos derivados de la peroxidacion lipidica, un evento temprano en condiciones de
estrés oxidativo, estimulan la actividad de PKC. Finalmente, bajo estas condiciones, ocurren

elevaciones de Ca?* citosodlico que pueden activar a las isoenzimas denominadas clasicas de
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PKC (isoformas o y 2 en hepatocitos). Por lo tanto, no es sorprendente que PKC se encuentre
involucrada en un numero creciente de alteraciones hepatocelulares que ocurren bajo
condiciones de estrés oxidativo, tales como la apoptosis inducida por sales biliares (Jones et al,
1997), o la peroxidacion lipidica y dafio a la membrana inducido por compuestos pro-oxidantes
tales como tert-butil hidroperoxido (tBOOH), H.O, y sales biliares (von Ruecker et al, 1989;
Borgognone et al, 2005).

La activacion de PKC se ha visto involucrada en una serie de alteraciones a nivel de las
estructuras hepatocelulares que intervienen en la secrecion biliar. Se ha observado que
moduladores hormonales capaces de activar PKC, tales como vasopresina y ésteres de forbol,
inducen alteraciones morfoldgicas y funcionales a nivel de la membrana canalicular similares a las
ocasionadas por agentes productores de estrés oxidativo (Roma et al, 1998), siendo estas
alteraciones mediadas por isoenzimas de PKC activadas por Ca?* (Roma et al, 1999). Ademas,
esta activacion provoca la formacion de ampollas de membrana asociadas con un reordenamiento
del citoesqueleto de actina, acompafado de un impedimento en la capacidad de duplas de
hepatocitos para secretar apicalmente la sal biliar fluorescente colil-lisil-fluoresceina (CLF) (Roma
et al, 1998). Estos resultados concuerdan con estudios mas recientes, en donde se muestra que la
activacion de isoformas de PKC dependientes de Ca?" impide la secrecion de sales biliares en
higado aislado y prefundido, fendmeno debido en parte a una internalizacion de la bomba

exportadora de sales biliares bile salt export pump (Bsep) (Kubitz et al, 2004).
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1.4. MECANISMOS DE DANO HEPATOCELULAR POR ESTRES OXIDATIVO

A continuacion, se describen con mayor detalle algunos de los mecanismos fisiopatologicos de
generacién de dafio oxidativo que conducen a alteraciones morfolégicas y funcionales del
hepatocito, tales como disfuncién mitocondrial (secundaria a la formacién de poros de transicion
de permeabilidad mitocondrial), lipoperoxidacion de membranas, desorganizacion del
citoesqueleto de actina y de las uniones estrechas paracelulares, alteracion de proteinas (por €j.,
enzimas, transportadores, etc.) y dafios al ADN, los cuales conducen finalmente a la muerte
hepatocelular por necrosis y/o apoptosis (Poli, 1993).

1.4.1. Formacién de poros de transicién de permeabilidad mitocondrial

Las mitocondrias son organulos citoplasmaticos especializados en la transformacion de la
energia de oxidacién en energia quimioosmotica, que se traduce en la sintesis de ATP a partir
de ADP. Ademas de proporcionar la energia necesaria para que las células lleven a cabo sus
multiples funciones, en los ultimos afios se ha puesto de manifiesto su papel fisiopatoldgico,
particularmente en la induccion de muerte celular por apoptosis y necrosis (Lenaz, 1998;
Kowaltowski et al, 2001). Estas dos modalidades de muerte celular se distinguen claramente
una de otra por sus caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas. A pesar de que el proceso
apoptotico y los factores que lo desencadenan no son del todo conocidos, hoy se piensa que la
apoptosis y la necrosis representan dos extremos de un proceso continuo, denominado
necroapoptosis, ya que ambos tipos de muerte ocurren simultaneamente en tejidos expuestos
al mismo estimulo.

Se ha demostrado que el poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (PTPM) juega un
rol fundamental en ambas formas de muerte celular (Kroemer y Reed, 2000; Kowaltowski et al,
2001; Kim et al, 2003). Si el proceso del PTPM es general, afectando a la mayoria de las
mitocondrias en la célula y comprometiendo la via glicolitica, los niveles de ATP celular
disminuyen, favoreciéndose la muerte celular necrética. En cambio, si el proceso progresa de
manera mas lenta, donde la gliclisis es capaz de mantener los niveles de ATP, se produce un
colapso del potencial de membrana mitocondrial (Aym), hinchamiento de la mitocondria
(“swelling”), permeabilizacion o ruptura de la membrana externa y liberacién no regulada de
proteinas del espacio intermembrana (citocromo ¢, Smac/DIABLO), dando lugar a la muerte por
apoptosis (Kim et al, 2003). El requisito de niveles preservados de ATP para que se produzca
la muerte celular por apoptosis se explica por el hecho que los cambios morfol6gicos propios
de este tipo de muerte celular (formacion de “blebs” con migracion de organelas a los mismos y
generacion de cuerpos apoptéticos) son energéticamente desfavorables, requiriendo ATP para

su implementacion (Richter et al, 1996).
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El proceso irreversible de transicion de permeabilidad mitocondrial, con formacion del PTPM,
se caracteriza por un incremento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna a
solutos de tamafio menor o igual a 1500 Da (Hunter et al, 1976). La apertura de este canal no
especifico permite un equilibrio entre los iones de la matriz y del espacio intermembrana
mitocondrial, disipando el gradiente de protones y desacoplando la cadena respiratoria. Tal
desacople produce una exacerbacion de la fuga de electrones mitocondriales al citosol, con
consecuente produccién de estrés oxidativo de origen mitocondrial. Ademas, se produce un
hinchamiento (“swelling”) de la mitocondria, debido a una hiperosmolaridad de la matriz
(Kroemer y Reed, 2000; Kowaltowski et al, 2001). Como la membrana interna esté invaginada
en forma de crestas y posee mayor superficie que la membrana externa, la expansion de la
matriz puede provocar la permeabilidad y/o la ruptura de la membrana externa, liberando las
proteinas del espacio intermembrana mitocondrial (Green et al, 2002). La caracterizacion
bioquimica de la mitocondria ha permitido la identificacién de este poro dependiente de Ca?*y
de voltaje que controla la permeabilidad mitocondrial (Bernardi et al, 1994). Este complejo
multiproteico se localiza en los lugares de unién entre la membrana mitocondrial interna y
externa, permitiendo asi la comunicacién entre la matriz mitocondrial y el citosol cuando se

produce la apertura del poro (Kroemer y Reed, 2000).

1.4.1.1. Componentes del PTPM
No se conoce en su totalidad la composicion del poro mitocondrial, aungque se han descripto

diversos componentes. El nlcleo del poro esta constituido por el translocador de nucleétidos de

adenina (ANT), el canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC), la ciclofilina D (CyP-D) y

diferentes proteinas que se asocian a esta unidad basica, como el receptor de benzodiazepinas, la

creatina quinasa, la hexoquinasa, la proteina apoptética Bax y la enzima glicerol quinasa (Fig. 4)

(Kroemer y Reed, 2000; Crompton et al, 2002). A continuacion describimos en detalle sus

principales componentes:

i. ANT: muchos de los agentes que provocan la apertura del poro son ligandos del ANT. Este
transportador antiporte anclado en la membrana interna, que intercambia ADP/ATP, es
esencial para mantener la carga energética en el citosol. Normalmente, el ANT esta cerrado,
pero cuando es ocupado por un sustrato transportable, modifica su conformacion, cambiando
la orientacion del lugar de union ADP/ATP de la matriz mitocondrial (estado m) al citosol
(estado c). Los ligandos que se unen al ANT en el estado m inhiben el PTPM, mientras que
los que se unen en el estado c lo inducen (Halestrap et al, 1990). Pero el ANT, por si sélo, no
provoca el PTPM, ya que requiere de la colaboracion de otros componentes como VDAC o

Bax.
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ii. VDAC: es la proteina mas abundante de la membrana externa mitocondrial, constituyendo
un canal que permite el paso de solutos de hasta 5 kDa hacia los sistemas de transporte
especificos de la membrana interna. La formacion de los complejos VDAC-ANT mantiene los
puntos de unién entre la membrana mitocondrial interna y externa, y son imprescindibles
para un metabolismo energético celular eficaz. Este complejo es capaz de reclutar toda una
serie de quinasas (hexoquinasa, glicerol quinasa, creatina quinasa), las cuales utilizan como
sustrato el ATP producido en la matriz mitocondrial. También el receptor de benzodiazepinas
(PBR) interacciona con VDAC. Esta proteina se encuentra en la membrana mitocondrial
externa, encargandose del transporte de colesterol de la membrana externa a la interna, la
regulacion de la sintesis de esteroides y del transporte de porfirina (Castedo et al, 2002). La
sobre-expresion celular de PBR y el uso de agonistas farmacolégicos han demostrado su
papel como regulador en la apoptosis, aunque se desconoce su mecanismo de accion
(Casellas et al, 2002). Ensayos de reconstruccion y permeabilizacion de VDAC en liposomas
han mostrado que, en el desarrollo del PTPM, participan también otros complejos (Shimizu et
al, 1999).

Glucosa 6-
fosfato + ADP Glucosa + ATP
Quinasas
Fosfatasas
HKIlI Caspasas
Bcl-2
PBR M ™
MME VDAC VDAC
Creatina /
+ATP
mtCK —————4
Creatina-P
+ADP
ANT ANT
mm :
™ cardiolipina
Ciclosporina A s
CyP-D

Figura 4. Componentes y reguladores del PTPM. ANT, translocador de nucleétidos de adenina; VDAC, canal aniénico
dependiente de voltaje; CyP-D, ciclofilina D; PBR, receptor de benzodiazepinas; mtCK, creatina quinasa mitocondrial; HK

I, hexoquinasa; Bax/Bcl-2, proteinas pro- y anti-apoptéticas de la familia Bcl-2.

iii. CyP-D: es una chaperona con actividad peptidil-prolil-cis-trans isomerasa que esta localizada

en la matriz mitocondrial. La funcién celular de la CyP-D es controvertida, pero su actividad
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catalitica la involucra en el plegamiento y cambio conformacional de ciertas proteinas
mitocondriales (Matouschek et al, 1995). Su integracién en el complejo VDAC-ANT se
estableci6 mediante cromatografia de afinidad y, dado que la CyP-D reside en la matriz
mitocondrial, la union soélo puede ser via ANT. Posteriormente, la reconstruccion del
complejo VDAC-ANT-CyP-D en liposomas reprodujo los efectos observados en mitocondrias
intactas durante el PTPM (Crompton et al, 1998). Se ha observado que la ciclosporina A
(CsA) inhibe la apertura del poro al unirse al centro activo de la CyP-D, bloqueando asi su
interaccion con ANT. Sin embargo, en algunos tipos celulares de origen neuronal, la CsA tan
solo es capaz de provocar una inhibicion transitoria de la apertura del poro, indicando la
existencia de una via independiente de la CyP-D para el PTPM (Andreyev et al, 1999).
Células que sobre-expresan CyP-D son menos sensibles al dafio mediado por estrés
oxidativo, manteniendo la funcionalidad mitocondrial (Lin et al, 2002), sugiriendo que la CyP-
D interacciona con las proteinas del poro evitando que se produzcan modificaciones en sus

componentes debido a la accion de los radicales libres (Kim et al, 2003).

1.4.1.2. Regulacion del PTPM

Existen diferentes factores que regulan la apertura del PTPM, siendo el ion Ca?* uno de sus
principales moduladores. La mitocondria esta implicada en la homeostasis de Ca?* intracelular,
ya que actla como un reservorio para el Ca?", procediendo a su acumulacién en casos de
excesos de este catidon citosdlico, o a su extrusion en casos de demanda del mismo. La
mayoria de los agentes apoptéticos provocan un aumento de Ca?* en el citosol que, al
acumularse en la mitocondria, disminuye el potencial de membrana, provocando la generacion
de ROS, despolarizacién de la membrana mitocondrial, formacién de PTPM con liberacion de
citocromo ¢ y Smac/DIABLO, y posterior muerte celular por apoptosis (Kruman et al, 1998). La
permeabilidad de transicion mitocondrial no pareceria ser un resultado de la apertura de PTPM
preformados, sino el ensamblado de PTPM ocasionado por cambios en el estado redox
mitocondrial inducidos por Ca?", los cuales producen alteraciones conformacionales de
proteinas pre-existentes en la membrana mitocondrial, tales como ANT; la modificacion
oxidativa de grupos sulfidrilo criticos en ANT en mitocondrias sobrecargadas con Ca?* podrian
modificar la afinidad de esta proteina por CyP-D para conformar el PTPM (Kanno et al, 2004).
Los mecanismos por los cuales el Ca?" per se induce estrés oxidativo mitocondrial no son
totalmente conocidos. Grijalva y col. reportaron que la unién de Ca?" a la cara interior de la
membrana mitocondrial interna conduce a la formacién de agregados de cardiolipina que
incrementan la liberacion de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial, promoviendo asi
la formacién de PTPM (Grijalva et al, 1999). Ademas, el Ca?* puede modular directamente el

estado de apertura del PTPM una vez ensamblado, tal como lo indican experimentos
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mostrando que el Ca?" es necesario aln después de ocurrida la oxidacién de grupos sulfidrilos
(Bernardi et al, 1992).

Otra caracteristica clave de la regulacion del PTPM es su control por el gradiente
electroquimico de protones mitocondrial (AuH*mM) y por el gradiente eléctrico mitocondrial
(Aym). Aunque ambos son dependientes entre si, pueden regular el poro de manera
independiente. En efecto, la protonacion de la membrana mitocondrial interna favorece la
conformacion cerrada del poro, de modo que, a pH 6,8 0o menor, el mismo permanecera
cerrado independientemente de los cambios en el Aym. En cambio, a pH por encima de 7, se
favoreceria la conformacion cerrada cuando el Aym es elevado y la conformacion abierta en
condiciones de despolarizacién (Bernardi, 1992). Este uUltimo mecanismo de regulacion, sin
embargo, no parece ser funcional en condiciones en las cuales el PTPM es generado
principalmente por la induccion de estrés oxidativo en la mitocondria, al menos en hepatocitos.
En efecto, el colapso del Aym inducido por desacomplantes de la fosforilacién oxidativa no
induce “swelling” mitocondrial, sino que, por el contrario, estabiliza a la mitocondria expuesta a
agentes pro-oxidantes (Aronis et al, 2002).

Proteinas de la familia Bcl-2, también han sido consideradas reguladores del PTPM. Los
miembros anti-apoptoticos de la familia Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL) se encuentran anclados en
diferentes membranas (mitocondria, R.E. y nucleo) a través de su dominio hidrofébico
carboxilo-terminal, mientras que los factores pro-apoptéticos de esta misma familia (Bax, Bad,
Bid, Bak y Bim) residen principalmente en citosol; estos ultimos translocan a la mitocondria,
intercaldndose en la membrana mitocondrial externa para iniciar el proceso apoptético, ya sea
formando canales de manera autbnoma (Eskes et al, 1998) o colaborando con componentes
del poro mitocondrial (Kroemer y Red, 2000; Wei et al, 2001). Recientemente, se ha descripto
que Bax y Bcl-2 regulan el PTPM a través de su interaccion con ANT, y que son capaces de
moadificar su funciéon como transportador antiporte de ADP/ATP (Fig. 5) (Kroemer y Reed, 2000;
Belzacq et al, 2003). Por otro lado, Bcl-2 aumenta la permeabilidad del R.E. para el Ca?,
reduciendo su acumulacion en la mitocondria y previniendo asi la activacion del poro (Murphy
et al, 2001). Un aumento en los niveles de Ca?* activa ademas proteinas de la familia de las
calpainas, cisteinas proteasas dependientes de Ca?* asociadas con la muerte celular
apoptética, permitiendo que Bax interaccione con componentes del PTPM para favorecer la
liberacion de citocromo ¢ (Fig. 5) (Narita et al, 1998; Hajnoczky et al, 2000; Kroemer y Red,
2000). ElI Ca?" también activa a la proteina calcineurina, una serina/treonina fosfatasa
dependiente de Ca?'/calmodulina que desfosforila a Bad, facilitando su translocaciéon a la
mitocondria, en donde ejerce efectos regulatorios sobre la muerte celular apoptética vinculados
con la formacion de PTPM (Fig. 5) (Wang et al, 1999; Hajn6czky et al, 2000).
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Figura 5. Algunos de los mecanismos dependientes de Ca?* que promueven la formacion del PTPM vy la liberacion
de componentes pro-apoptéticos desde la mitocondria. UP, transportador mitocondrial de Ca?*; CyP-D, ciclofilina D;
ANT, translocador de nucleétidos de adenina; VDAC, canal anionico dependiente de voltaje; Bcl-2/Bax, proteinas

anti- y pro-apoptéticas de la familia Bcl-2.

La membrana mitocondrial tiene una composicion lipidica peculiar, por poseer bajos niveles
de colesterol y por ser la tnica membrana eucariota que contiene cardiolipina. Este fosfolipido
determina la insercion de Bid en la membrana mitocondrial, desde donde ejerce sus efectos
regulatorios de la muerte celular apoptética (Kroemer y Reed, 2000; Lutter et al, 2000).
Recientemente, se ha demostrado que la produccién endoégena de ROS por parte de la
mitocondria favorece la liberacion de citocromo ¢ al peroxidar la cardiolipina (Petrosillo et al,
2003). Por otro lado, las propiedades dinamicas de la bicapa estan vinculadas al PTPM, ya que
se ha descripto que la formacién del poro depende de la fluidez de la membrana mitocondrial
(Ricchelli et al, 1999). En relacién con esto, la insercion de Bax aumenta la difusion de los
lipidos en la bicapa lipidica mitocondrial (Epand et al, 2003).

La formacién de PTPM es sensible al estado redox celular. Varios compuestos inducen la
expresion de enzimas de la cadena respiratoria, incrementando la produccion de ROS vy
provocando la muerte celular via PTPM (Chandra et al, 2002). Los productos derivados de la

peroxidacion lipidica inducen PTPM tanto in vitro como in vivo (Moncada et al, 2002). Los
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radicales libres son capaces de generar el PTPM al oxidar los tioles de las proteinas del poro
(Chernyak et al, 1996; Kroemer y Reed, 2000; Kowaltowski et al, 2001). Por ejemplo, se ha
observado que el anién superoxido provoca la formacion del PTPM, independientemente de
Bax y Bak, al interaccionar con VDAC (Madesh et al, 2001). Se establece asi un circulo vicioso
donde los ROS inducen la formacién de PTPM vy los electrones que fugan al citosol como
consecuencia de ello exacerban el estrés oxidativo inicial, llevando finalmente a la muerte
celular por necroapoptosis.

Otro regulador del PTPM es la ceramida generada en la membrana plasmética por accién de
las esfingomielinasas (a partir de esfingomielina) o de la ceramida sintasa. Este esfingolipido
reduce la concentracién umbral de Ca?" necesario para la formaciéon del poro (Szalai et al,
1999). Ademas, estudios en mitocondrias aisladas de higado de rata han mostrado que la
ceramida es capaz de inducir directamente la apertura del poro debido a su interaccién con el
complejo Il de la cadena respiratoria que provoca la generacién de ROS (Garcia-Ruiz et al,
1997). El gangliésido GD3, derivado de la ceramida, es un potente inductor del PTPM
independiente de Ca?", tanto en mitocondrias aisladas como in situ (Scorrano et al, 1999;
Garcia-Ruiz et al, 2000) y este efecto es inhibido por Bcl-2 (Rippo et al, 2000). Por otro lado,
acidos grasos saturados como el palmitato, que se acumulan en la isquemia de corazon,
provocan la apertura de PTPM en mitocondrias aisladas, al interaccionar con ANT (Kroemer et
al, 1998). La activacion de fosfolipasas dependientes de Ca?* de la matriz mitocondrial también
puede contribuir con la apertura del PTPM, ya que los productos de la hidrélisis de fosfolipidos
promueven la transiciébn mitocondrial, e inhibidores de fosfolipasas, como la trifluoperazina, la

previenen (Nieminen et al, 1995).

1.4.2. Lipoperoxidacion de membranas

La mayoria de las macromoléculas biol6gicas pueden ser oxidadas por radicales libres del
oxigeno (ROS). Sin embargo, las biomoléculas mas labiles son los lipidos (Halliwell y Chirico,
1993). La lipoperoxidacion (LPO) es un proceso cuyo mecanismo, medicion e interpretacion
han sido ampliamente estudiados (Halliwell y Chirico, 1993). Se ha precisado que, en los
sistemas bioldgicos, esta reaccion puede ocurrir bajo control enzimatico o no enzimatico,
siendo esta ultima forma la que ocurre en condiciones de estrés oxidativo y el dafio celular
(Romero et al, 1998).

La LPO es particularmente disruptiva de la integridad de membranas, ya que se desarrolla
como una reaccién en cadena auto-catalitica que se inicia cuando los ROS atacan un acido
graso polinsaturado (AGP) y le arrebatan un atomo de hidrégeno al grupo metileno adyacente
al doble enlace, para formar el radical acilo graso. Rapidamente, esta molécula adiciona

oxigeno y se transforma en un radical peroxilo, que actia como transportador de la reaccion en
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cadena atacando a otros AGPs e iniciando nuevas reacciones en cadena. Este mecanismo se
facilita con la presencia de iones de metales de transicion (Morrisey y O'Brien, 1998) y por los
dobles enlaces contenidos en la cadena de los AGPs (Halliwell y Chirico, 1993). Los productos
finales de la LPO son lipidos peroxidados que, al degradarse, originan nuevos radicales libres y
una amplia variedad de compuestos citotéxicos, como el 4-hidroxinonenal (4-HNE) y el
malondialdehido (MDA). Estos ultimos se utilizan frecuentemente como marcadores para
evaluar la magnitud del dafio peroxidativo (Morrisey y O'Brien, 1998; Romero et al, 1998). Las
consecuencias del dafio en la estructura molecular de los AGPs son mas evidentes cuando
estos lipidos forman parte de las membranas celulares o subcelulares, ya que se altera su
cohesion, fluidez, permeabilidad y funcién metabdlica (Yu, 1994; Bandyopadhyay et al, 1999).
Las membranas biolégicas son ricas en AGPs susceptibles de ser oxidados por la cascada
peroxidativa. Este proceso lleva a un incremento de la permeabilidad de la membrana
plasmatica y, finalmente, a la muerte celular. Se ha reportado que la LPO ocurre durante la
progresion de la injuria celular provocada por diferentes hepatotoxinas y compuestos
hepatotoxicos (por ej., CCls, metales pesados, acumulacion de sales biliares, etc.), revelando
su importancia como causa de dafo celular en condiciones de estrés oxidativo (Comporti,
1985; Sokol et al 1993).

1.4.3. Alteracién del citoesqueleto de actina

El citoesqueleto de actina es una red dindmica de polimeros de actina (actina filamentosa o
“F-actina”), asociados a una gran variedad de proteinas que, conjuntamente con ella,
conforman el citoesqueleto celular (principalmente microfilamentos intermedios y microtibulos)
(ver Fig. 6). Sus principales funciones fisiolégicas estan relacionadas con la motilidad celular y
los cambios de forma de la célula durante el ciclo celular. Sin embargo, también participa en la
organizacion del citoplasma para generar fuerzas mecénicas dentro de la célula en respuesta a
diversas sefiales extracelulares (particularmente durante modificaciones del volumen celular),
siendo ademas esencial para algunas actividades contractiles, el control de interacciones
célula-célula (via paracelular y la adhesion molecular) y el transporte intracelular mediado por
vesiculas (transcitosis) (Small et al, 1999). En células no polarizadas (o en células aisladas de
epitelios polarizados, que han perdido su polaridad durante el aislamiento), la actina conforma
un anillo en el area circundante de la membrana plasmatica (Fig. 6 A). En epitelios polarizados
como el hepatico, o en hepatocitos aislados que se han mantenido parcialmente unidos luego
del aislamiento, como es el caso de la dupla de hepatocitos que se muestra en la Fig. 6 B, la
actina tiene, en cambio, una distribucion polarizada, disponiéndose como un anillo alrededor
del polo canalicular. Esta disposicion posibilita que cumpla funciones tanto contractil del

canaliculo biliar como reguladora de la apertura de las uniones estrechas intercelulares. En
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efecto, la disrupcion de la integridad del citoesqueleto de actina con inhibidores de la dinamica
de asociacion/disociacion de los monomeros de actina afecta tanto la frecuencia de
contractilidad de la vacuola canalicular central (Watanabe et al, 1985) como la permeabilidad

paracelular hepatica (Elias et al, 1980).
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Figura 6. Distribucién del citoesqueleto de actina en hepatocitos aislados (A) y en duplas de hepatocitos (B).

En diferentes tipos celulares, la integridad del citoesqueleto de actina es uno de los blancos
primarios de ataque por las especies reactivas del oxigeno. El estrés oxidativo induce
profundas alteraciones en la red de microfilamentos, iniciando un proceso de fragmentacion de
la F-actina. EI mecanismo de este proceso no esta suficientemente aclarado, pero involucraria
disminucién del contenido de ATP, oxidacién de grupos sulfidrilos de los residuos de cisteina
de la actina y entrecruzamientos entre los filamentos (Huot et al, 1996; Dalle-Donne et al,
2001). Una de las consecuencias morfolégicas de este dafio oxidativo es la formacion de
multiples protrusiones (“blebs”) en la superficie de la membrana plasmatica. La ruptura de
‘blebs” causa la pérdida del gradiente i6nico y la liberacibn al espacio circundante de
componentes intracelulares esenciales para el normal funcionamiento celular, conduciendo a la
muerte celular por necrosis (Dalle-Donne et al, 2001). Otro de los mecanismos propuestos para
explicar estas anormalidades morfol6gicas asociadas al estrés oxidativo es la alteracion de la
homeostasis del Ca?* provocada bajo estas condiciones. El aumento en la concentracién de
Ca?* promueve la disociacion de los microfilamentos de actina de la a-actinina, una proteina
gue sirve como intermediaria en la asociacion de los microfilamentos con las proteinas que
unen actina en la membrana plasmatica (Jewell et al, 1982). El Ca?" puede activar también
ciertas proteasas (calpainas) que modifican a las proteinas que unen actina, eliminando el
anclaje de la membrana plasmatica al citoesqueleto y permitiendo asi la formacion de las

protrusiones (Miyoshi et al, 1996).
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Se ha observado que el tratamiento de varios tipos celulares, hepatocitos entre ellos, con
distintos agentes pro-oxidantes genera la formacién de ‘blebs” de membrana, que puede ser
prevenida por la adicibn al medio extracelular de diferentes agentes reductores (por e€j.,

ditiotreitol o B-mecaptoetanol) (Dalle-Donne et al, 2001).

1.4.4. Alteracion de las uniones estrechas paracelulares

Las células que conforman un epitelio estan conectadas entre si a través de uniones
estrechas intercelulares (“tight junctions”). Estas estructuras, junto con una serie de proteinas
reguladoras de su funcién, constituyen la denominada zonula occludens intercelular. Estas
actian como barreras que impiden el paso indiscriminado de sustancias a través de la via
paracelular, manteniendo la diferenciacion en la composicién del fluido apical del basolateral.
Su funcién de barrera también previene la difusién lateral de lipidos y proteinas de membranas,
posibilitando el mantenimiento de la polaridad celular. La eficacia de esta barrera biolégica
depende de la integridad de las uniones intercelulares (Powell, 1981). Para el caso de epitelios
secretores como el hepatico, las uniones intercelulares posibilitan que se establezca un
gradiente osmatico entre el plasma y la bilis, permitiendo que se establezca un flujo acuoso
unidireccional en el sentido plasma-bilis, generando el flujo biliar (Anderson, 1993).

La zonula occludens esta conformada por diferentes proteinas ancladas en las membranas
de dos células adyacentes (Fig. 7) (Gonzalez-Mariscal et al, 2003). La ocludina, claudina-1 y
junctional adhesion molecule-1 (JAM-1) son proteinas transmembrana que contribuyen
directamente a su funcién de barrera. Otras proteinas, tales como ZO-1 o cingulina, conforman
puntos de anclado para el citoesqueleto de actina, contribuyendo a la regulaciéon de la via
paracelular por cambios dinamicos del mismo. Finalmente, algunas de estas proteinas cumplen
un papel regulatorio de la expresiéon génica. Por ej., ZO-1 une al factor de transcripcién ZONAB,
el cual incentiva la proliferacion de células epiteliales, impidiendo que ejerza su efecto en el
nucleo celular; esto posibilita la inhibicion por contacto de la proliferacion celular, necesaria
para modelar la arquitectura normal del epitelio (Balda et al, 2003).

Los agentes oxidantes pueden originar alteraciones a nivel de la barrera paracelular de
epitelios secretores y, por ende, de su funcion secretora, modificando la permeabilidad y el
transporte de solutos y electrolitos (Grisham et al, 1990). Por ejemplo, se ha demostrado en
duplas aisladas de hepatocitos que niveles bajos de estrés oxidativo causan alteraciones
hepatocanaliculares tempranas, relevantes para la formacion de bilis, que involucran dafios en

la permeabilidad de las uniones estrechas (Ahmed-Choudhury et al, 1998; Stone et al, 1994).
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Figura 7. Uniones intercelulares (ver detalles en el texto).

El estrés oxidativo estd asociado con un incremento en la fosforilacion de residuos de
tirosina de las proteinas celulares, lo cual puede desestabilizar y alterar la barrera transepitelial.
La modificacién de estos residuos afecta tanto a las uniones adherentes como a las uniones
estrechas. En estos procesos de fosforilacion/defosforilacién de tirosinas participa la proteina
quinasa C (PKC), provocando cambios en la permeabilidad paracelular (Stuart y Nigam, 1995;
Rao et al, 1997). En concordancia con esto, se ha comprobado en duplas de hepatocitos
aislados que la activacion de PKC por administracién de vasopresina o, mas especificamente,
por ésteres de forbol, induce apertura de la via paracelular (Nathanson et al, 1992; Roma et al,
1998).

1.4.5. Alteracion de proteinas

Las proteinas, péptidos y aminoacidos constituyen un blanco importante para las especies
reactivas del oxigeno y del nitrdgeno. Se ha observado que la presencia de cantidades
significativas de aminoacidos aromaticos o sulfurados en una estructura proteica la tornan mas
vulnerable a la accién de los radicales libres (Berlett y Stadtman, 1997). Por ejemplo, la
inactivacion oxidativa de residuos de metionina en las proteinas contribuye a la inhibicion de la
funcion proteica y a la pérdida de su actividad (Friguet, 2006). Estudios realizados in vitro

indican que las proteinas sufren alteraciones localizadas en los sitios ligados a metales de
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transicion. Estos sitios son particularmente susceptibles debido a la facilidad con que los
metales ligados reaccionan con el perdxido de hidrégeno para formar iones hidroxilo que,
posteriormente, atacan a los aminoacidos adyacentes (Halliwell et al, 2000). Los productos del
dafio oxidativo de proteinas son frecuentemente amino acidos hidroxilados y carbonilados que,
habitualmente, se utilizan para la determinacion del grado de oxidacién proteico (Levine et al,
1994). Generalmente, las proteinas oxidadas son menos activas y termoestables, exponen sus
residuos hidrofébicos, y son degradadas en el citosol (Friguet, 2006).

Un ejemplo de los cambios que puede desencadenar el estrés oxidativo en su accion sobre
las proteinas son los que sufre la enzima Ca?-ATPasa, encargada de mantener el gradiente de
iones Ca*2. Esta enzima contiene grupos tioles que pueden ser inactivados por las especies
reactivas del oxigeno. Cuando ello ocurre, se pierde la actividad catalitica de la enzima,
modificAndose la homeostasis del Ca*™ en las células. El incremento en la concentracion
intracelular de este ion produce la activacion de proteasas, que atacan al citoesqueleto, y a
otras proteinas estructurales o funcionales (Kehrer, 1993). De hecho, el incremento de Ca?* se
considera como una de las principales causas de alteracion metabdlica ocasionadas por el

estrés oxidativo (Bandyopadhyay et al, 1999).

1.4.6. Genotoxicidad

El ADN también constituye un blanco de ataque por parte de las especies reactivas. El estrés
oxidativo puede activar endonucleasas capaces de romper la estructura de la molécula de ADN
y asi llevar a su fragmentacion. La activacion de estas enzimas es esencialmente causada por
un incremento en los niveles de Ca?" que, a su vez, puede estimular otros procesos que dafien
al ADN. Por ejemplo, puede activar la topoisomerasa Il, de modo de hacerla capaz de cortar las
hebras del ADN pero no religarlas (Orrenius et al, 1992).

Los radicales libres también pueden atacar directamente a la molécula de ADN. El radical
hidroxilo es capaz de generar lesiones en esta molécula, ya que reacciona con la
desoxirribosa, provocando la pérdida de la base y la fragmentacién del ADN. Alternativamente,
puede reaccionar con la timina, produciendo lesiones que, al ser reparadas por las enzimas de
reparacion, genere cortes simple hebra en la molécula de ADN que puedan llevar a una
desnaturalizacién localizada de la misma haciéndola mas susceptible al ataque por radicales
libres (Teebor et al, 1988).

El ADN mitocondrial también se encuentra expuesto a un flujo constante y elevado de
radicales libres provenientes de la cadena respiratoria. Este ADN carece de histonas en su
estructura, lo cual le resta estabilidad y lo hace particularmente susceptible al dafio oxidativo.
Ademas, se ha observado que sus mecanismos de reparacion son menos eficientes

(Bandyopadhyay et al, 1999).
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En general, dentro del espectro de alteraciones que puede sufrir el ADN, se describen la
oxidacién de desoxirribosas, la ruptura y entrecruzamientos de cadenas, y la modificacién de
bases nitrogenadas. Sin embargo, estas alteraciones seran significativas en la medida que
sean intensas y capaces de eludir los sistemas de reparacion antes de que ocurra la

replicacion (Bandyopadhyay et al, 1999).

1.5. IMPORTANCIA FISIOPATOLOGICA DEL ESTRES OXIDATIVO EN HEPATOPATIAS

La participacion del estrés oxidativo en diferentes patologias hepéticas es un tema de amplio
debate en el presente, documentandose un numero creciente de evidencias de su papel en
trastornos hepéticos, algunos de alta incidencia poblacional. Por ej., se ha demostrado la
existencia de dafio oxidativo en patologias conducentes a una excesiva acumulacion
hepatocelular de compuestos potencialmente pro-oxidantes, tales como aluminio, hierro
(hemocromatosis, porfiria cutdnea tarda, talasemia mayor, cirrosis alcohdlica), cobre (intoxicacion
con Cu?*, enfermedad de Wilson) o sales biliares (en hepatopatias de origen colestasico) (Poli,
1993; Sokol et al, 1993). También, se ha postulado un papel fisiopatolégico del estrés oxidativo en
isquemia hepética post-transplante (secundaria a cirrosis 0 a tumores con Ccompromiso
circulatorio) y en el alcoholismo, donde se ha observado una marcada disminucion de las reservas
antioxidantes y un aumento de la produccién de radicales libres de origen tanto mitocondrial como
del reticulo endoplasmico (Poli, 1993; Albano, 2006). En relacién con este ultimo, el alcohol
induce la sintesis de CyP2E1, una isoenzima del CYP-450 que libera electrones al citosol por
desacople funcional con el sustrato, representando una fuente sustancial de estrés oxidativo en el
higado alcohdlico. Existen también evidencias de aumento del estrés oxidativo hepatico en
pacientes con enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA), una entidad clinico-
histol6gica de etiologia multifactorial cuyos mecanismos adn no se conocen totalmente (Weltman
et al, 1998; Angulo, 2002; Chitturi y George, 2003; Leclercq, 2004), que se asocia a condiciones
de obesidad (entre el 69 y 100% de los casos), diabetes mellitus tipo 2 e hiperlipidemia (James y
Day, 1998; Lyn Patrick, 2002). La EHGNA es una patologia similar a la inducida por alcohol, pero
en ausencia de consumo significativo de éste. Clinicamente, puede presentarse como una
esteatosis asintomética y aquiescente o, en la minoria de los casos, progresar hacia
esteatohepatitis, fibrosis y, finalmente, cirrosis (James y Day, 1998; Lyn Patrick, 2002). Entre uno
de sus factores de progresion claves, se encuentra el estrés oxidativo, tanto de origen mitocondrial
(por sobrecarga de la cadena respiratoria de electrones provenientes de la 3-oxidaciéon de acidos
grasos) como de origen reticulo-endoplasmatico (por induccién de sintesis de CyP2E1 por acidos
grasos) (Sanyal, 2005). Las defensas antioxidantes enddgenas también se encuentran

disminuidas, contribuyendo al desbalance redox (Leclercq, 2004).
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1.6. METODOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO

Para estudiar los procesos de dafio oxidativo que ocurren en el higado y en hepatocitos
aislados, se utilizan frecuentemente compuestos exdgenos que pueden generar estrés oxidativo a
través de diferentes mecanismos. Algunos de estos compuestos son capaces de generar
especies reactivas del oxigeno en forma directa (por ej., quinonas), mientras que otros pueden
afectar el balance antioxidante de manera tal de que las células sean menos eficientes al
enfrentarse a los agentes pro-oxidantes (por ej., el paracetamol) (Kon et al, 2004; Jaeschke,
2005). Dado que estos ultimos requieren que se establezcan bloqueos de sintesis de sistemas
enzimaticos no-oxidantes, su instalacion es lenta y, por lo tanto, se reservan para estudios en
donde se evallan efectos cronicos del estrés oxidativo.

Entre los modelos agudos de estrés oxidativo, se destaca el empleo de compuestos quimicos
capaces de generar, una vez administrados y metabolizados, radicales libres del oxigeno. Entre

ellos se encuentra la menadiona, una quinona que sufre un ciclo de reduccién-reoxidaciéon
conducente a la formacion final de O;*" y H.O-, seguida del consumo de glutation y nucle6tidos de

piridina (catalizado por la glutation peroxidasa) (Thor et al, 1982). Por otra parte, también se
dispone de un nimero de hidroperéxidos sintéticos, tales como el tert-butilhidroperéxido (tBOOH)
o el cumeno-hidroperéxido, cuyo metabolismo, mediado principalmente por CYP-450, conduce
a la formacion de radicales libres alcoxilo y peroxilo de alta reactividad hacia membranas y

otros componentes celulares (Ahmed-Chuodhury et al, 1998).

1.6.1. Quinonas redox

Estas moléculas son capaces de alterar el balance pro-oxidante/antioxidante en favor del
primero. El metabolismo de las quinonas puede ocurrir por reacciones de reduccion que
involucran uno o dos electrones. En las reacciones monoelectrénicas catalizadas por las
enzimas NADPH-CYP-450 reductasa, NADH-citocromo bs reductasa o NADH-ubiquinona
oxidoreductasa, se forma el radical semiquinona que puede auto-oxidarse en presencia del
oxigeno molecular regenerdndose la quinona parental y reduciendo al oxigeno a radical
superoxido (Fig. 8). De esta manera, la quinona entra en un “ciclo redox” que resulta en la
formacion de grandes cantidades de anion superéxido, altamente reactivo (Bellomo y Orrenius,
1985). Alternativamente, puede ocurrir una reduccion de una quinona que involucre dos
electrones a expensas del NADH o NADPH. Esta reaccién es catalizada por una DT-diaforasa,
llevando a la formacion de hidroquinonas. No hay produccion de intermediarios semiquinonas,
siendo la hidroquinona menos reactiva y mas facilmente excretada por la célula, razon por la
gue se ha postulado que la DT-diaforasa jugaria un rol protectivo fundamental en la prevencion

de la toxicidad de las quinonas redox (Thor et al, 1982).
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Reduccién enzimatica

Quinona Semiquinona

02 O
Figura 8. Ciclo redox de una quinona.

En hepatocitos aislados, la contribucion relativa de estas dos vias es determinada por la
concentracion de la quinona. A bajas concentraciones, modula la actividad de las quinonas
reductasas, mientras que, a altas concentraciones, se inhibe la reaccién catalizada por la DT-
diaforasa (Chen vy Liu, 1992).

La menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) es la quinona redox mas frecuentemente utilizada
para la generacion de estrés oxidativo en hepatocitos (Chai et al, 1991; Stone et al, 1996). Sin
embargo, ademas de generar ROS, la menadiona induce arilacion de proteinas, por lo cual su
efecto puede no ser especifico. Para subsanar esta desventaja, se ha sugerido como
alternativa el uso de quinonas redox no arilantes, tales como la 2,3-dimetoxi-1,4-naftoquinona
(DMNQ) (Stone et al, 1996).

1.6.2. tert-Butil hidroper6xido (tBOOH)

El hidroperoxido organico lipofilico, tert-butil hidroperéxido (tBOOH), es un agente oxidante
de grupos tioles que se utiliza frecuentemente como inductor de estrés oxidativo (Fig. 9). Esta
molécula es un andlogo de cadena corta de los hidroperoxidos lipidicos formados por la
peroxidacion de acidos grasos insaturados durante el ataque oxidativo, la isquemia/repercusion

e, incluso, el metabolismo celular normal (Lemasters y Nieminen, 1997).

CHs

COOH

CHs

CHs

Figura 9. Estructura quimica del tert-butil hidroperéxido (tBOOH).

El tBOOH ha sido utilizado ampliamente en diversas investigaciones como compuesto
modelo para estudiar el efecto de los hidroperéxidos en los sistemas bioldgicos, ya que difunde

libremente las membranas celulares.
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Este compuesto es reducido con transferencia de 2 e a su forma alcohdlica (t-butanol), en
una reaccién enzimatica catalizada por la enzima glutation peroxidasa (GPx), utilizando

glutation (GSH) como dador de electrones (Lotscher et al, 1979) (ecuacion 1).

(CH3)sCOOH + 2 GSH — (CH3)3COH + H,0 + GSSG (1)
tBOOH tert-butanol

A su vez, el tBOOH es convertido por transferencia de 1 e a los radicales libres alcoxilo (tert-
butoxilo, tBO®) y peroxilo (tert-butilperoxilo, tBOO®), via reacciones de enzimas redox que
involucran al CYP-450 (Davies, 1989), o a través de su reduccién en la cadena de transporte
mitocondrial (Kennedy et al, 1992; O'Donnell y Burkitt, 1994) (ecuaciones 2 y 3,

respectivamente).
(CH3)sCOOH + @& — (CH3)sCO"* + OH" 2)
tBOOH tert-butoxilo
(CH3)sCOOH + e ——» (CH3)sCO0* + H" (3)
tBOOH tert-butoxiperoxilo

A su vez, el radical tert-butoxilo puede escindirse, formando radicales metilo (ecuacion 4).

(CH3)sCO* — °CHjs + (CH3).C=0 4)
tert-butoxilo metilo
La metabolizacion de tBOOH por el CYP-450 parece ser la fuente mas importante de
radicales alcoxilo y peroxilo en el hepatocito intacto, como lo demuestra el hecho que los
inhibidores de CYP-450 suprimen la peroxidacion lipidica inducida por este agente pro-oxidante
(Jewell et al, 1986). Por su parte, la formacion de ROS a nivel mitocondrial por la reduccion de
tBOOH en la cadena mitocondrial, aunque de importancia menor en un contexto de integridad
celular preservada, explicaria el dafio oxidativo que este peréxido sintético posee cuando se
administra a mitocondrias intactas (Imberti et al, 1993; Kakkar et al, 1996; Adonis et al, 2003).
Estos radicales libres pueden reaccionar con el GSH intracelular formando GSSG (glutation
oxidado), provocando la disminucion del GSH, la peroxidacion lipidica de membranas celulares,
y varios otros eventos deletéreos (respuestas cito- y geno-tdxicas) que llevan a la muerte

celular, ya sea por fendmenos apoptoticos o necroticos (Latour et al, 1995; Haidara et al, 2002).
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1.7. MECANISMOS FISIOLOGICOS DE FORMACION DE BILIS

1.7.1. Generalidades

La formacion de la bilis es un proceso osmotico, cuya fuerza impulsora esta dada por la
secrecidon activa al canaliculo de compuestos osmoéticamente activos seguida del transporte
pasivo de agua (Sperber, 1959). Una diversidad de compuestos enddgenos y exdgenos se
transportan a la bilis a través de los hepatocitos, quienes, para llevar adelante esta funcion,
necesitan mantener su polaridad estructural. Para posibilitar un transporte sectorizado en el
sentido plasma-bilis, estas células expresan diferentes sistemas de transporte en sus dominios
de membrana sinusoidal (basolateral) o canalicular (apical) (Muller y Jansen, 1997). Estos
transportadores juegan un rol clave en el transporte vectorial de solutos y agua desde el
plasma a la bilis, contribuyendo asi a la formacién de la misma, asi como también a la
excrecion de muchos xenobiéticos (Mdller y Jansen, 1998).

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; este ultimo camino se halla facilitado por la
existencia de canales de agua (aquaporinas) en los dominios de membrana basolateral y
canalicular del hepatocito (Muller y Jansen, 1998; Carreras et al, 2003).

De los solutos presentes en la bilis, sélo tres parecen cumplir con los requisitos antes
mencionados para ser fuerzas impulsoras primarias de la formacién de bilis, a saber: las sales
biliares (SB), el anion HCO?®* y el glutation, en sus formas tanto reducida (GSH) como oxidada
(GSSG). Las SB contribuyen a la fraccién del flujo biliar denominada dependiente de SB,
mientras que el HCO* y el GSH serian responsables, al menos en parte, de la formacién de la

fraccion de flujo biliar independiente de SB (Trauner y Boyer, 2003).

1.7.2. Transporte hepatocelular de sales biliares (SB)

La secrecién de SB representa la principal fuerza impulsora para la formacion de la bilis. La
primera etapa del transporte hepatobiliar de SB es su captacion desde el plasma sinusoidal al
hepatocito, seguida de su transporte intracelular hacia el polo secretor y, finalmente, su
transporte a través de la membrana canalicular para posibilitar su secrecion biliar (Kullak-Ublick
et al, 2000) (Fig. 10). La captacion hepatocelular de SB a través de la membrana basolateral
(sinusoidal) ocurre en contra de un gradiente de concentracion, y es facilitada
predominantemente por un sistema de transporte activo secundario dependiente de Na*
mediado por el polipéptido transportador de taurocolato (Ntcp/NTCP) (Meier et al, 1997). La
fuerza impulsora para este transporte es aportada por la bomba Na*/K*-ATPasa, ubicada en la
membrana basolateral hepética. Ntcp/NTCP es el responsable del transporte de mas del 80%
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de las SB amidadas conjugadas con taurina o glicina (las principales SB circulantes) y sélo de
un 40% de las SB no conjugadas (Kouzuki et al, 1998).

Ademas de este co-transporte SB/Na*, existen otras vias de transporte de SB
independientes de Na*" presentes en la membrana plasmética basolateral de los hepatocitos.
Una de ellas esta mediada por un conjunto de proteinas estructuralmente similares entre si que
transportan aniones organicos, colectivamente denominadas “organic anion transporting
polypeptide” (Oatp/OATP) (Hagenbuch et al, 1994). Este sistema de transporte es
multiespecifico, ya que transporta otros aniones organicos endoégenos y exdgenos, como la
bilirrubina. La fuerza impulsora para este sistema de trasporte no ha sido aun establecida, pero
puede involucrar el intercambio con HCO®* o GSH.

HEPATOCITO

divalentes \

Union a
proteinas
citosdlicas

SB
monovalentes

Figura 10. Transporte hepatocelular de sales biliares (SB) (ver detalles en el texto).

Una vez que las SB cruzan la membrana sinusoidal, ya sea libres o unidas a proteinas
citosdlicas, deben alcanzar el polo canalicular del hepatocito. En condiciones fisiologicas, la
mayor parte de las SB captadas se encuentra unida a proteinas de union intracelular, tales
como la ligandina (una glutation S-transferasa) y la 3a-hidroxiesteroide deshidrogenada; la
union a estas proteinas minimiza el reflujo de SB a través de la membrana sinusoidal,
posibilitando su difusion hacia el polo secretor canalicular y disminuyendo la toxicidad
intracelular asociada a las SB (Kullak-Ublick et al, 2000).

Finalmente, las SB son secretadas a través de la membrana plasmatica canalicular hacia la

bilis, donde se encuentran a una concentracion muy superior a la plasmatica y hepatica. Este
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paso representa la etapa limitante en la velocidad del transporte global de sangre a bilis
(Deroubaix et al, 1989). La secrecion canalicular de las SB estd mediada predominantemente
por un sistema de transporte dependiente de ATP conocido como bomba exportadora de sales
biliares (“bile salt export pump”, Bsep/BSEP), una proteina de 160 KDa capaz de transportar
aniones organicos de una manera dependiente de ATP, vinculada a la subfamilia de proteinas
canaliculares de resistencia a multidrogas (“multidrug resistant protein”, Mdr/MDR),
pertenecientes, a su vez, a la superfamilia de los transportadores “ATP-binding cassette”
(ABC). (Muller y Jansen, 1997). Por su parte, las SB bipolares divalentes (sulfatadas y
glucuronizadas) son secretadas a la bilis por un segundo sistema de transporte dependiente de
ATP a través de otro transportador perteneciente a la superfamilia ABC, la proteina asociada a
la resistencia a multidrogas 2 (“multridrug resistance associated protein 2”, Mrp2/MRP2) (Muller
y Jansen, 1998). Este transportador media ademas la secrecion biliar de diferentes aniones
organicos, incluyendo glutation S-conjugados (por ej., leucotrieno Cs o bromosulfoftaleina),
glucuronidos (por €j., de bilirrubina y estrogenos), y glutation oxidado (GSSG) (Konig et al,
1999).

Ademas de Ntcp y Oatp, la membrana basolateral también posee varios transportadores
pertenecientes a la familia Mrp, a saber: Mrpl, Mrp3, Mrp4 y Mrp5 (ver Fig. 10). Estos
transportadores dependientes de ATP retornan a sangre las SB captadas. Aungue
normalmente se expresan a niveles muy bajos en higados normales, son sobreexpresados en
colestasis para compensar la reducida expresion de Mrp2/Bsep que ocurre concomitantemente
en estas patologias; esto posibilita el eflujo de SB a plasma, permitiendo su excrecién renal
alternativa (Bodo et al, 2003).

1.7.3. Papel de las uniones estrechas intercelulares

El transporte vectorizado de solutos desde los compartimentos citoplasmaticos a la bilis es
posibilitado fundamentalmente por la disposicion polarizada de los sistemas de transporte
especificos ubicados en las membranas de los hepatocitos. Si tenemos en cuenta que la
generacion del flujo biliar depende del establecimiento y mantenimiento eficaz de estos
gradientes concentrativos para posibilitar flujos osméticos (ver item 1.7.1), podemos concluir
gue 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 disipaciébn de estos
gradientes, ocasionado por la retrodifusién a plasma de los solutos que lo conforman por la via
paracelular.

Estas propiedades dependen fundamentalmente de la integridad estructural y funcional de
las uniones estrechas, las cuales forman una especie de cinturén hermético entre hepatocitos

vecinos conformando la zonula occludens, que separa al canaliculo biliar del espacio de Disse
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(Anderson, 1993). Las uniones estrechas del hepatocito son intermedias entre “tight” y “leaky”,
esto es, permeables al agua y a pequefios solutos, pero no a moléculas mas grandes, como las
SB y la sacarosa. La zonula occludens también discrimina el pasaje de solutos por su carga.
En efecto, las uniones estrechas poseen carga negativa, una caracteristica que optimiza la
retencién en el espacio canalicular de solutos anidnicos, como las SB y otros aniones
organicos. Ademas de su funcion de barrera, las uniones estrechas inhiben la difusion lateral
de los sistemas de transporte de membrana, que deben situarse especificamente en la
membrana sinusoidal o canalicular, para mantener la polaridad celular (Fanning et al, 1999).

Estas importantes funciones de las uniones estrechas la posicionan como un blanco
potencial para la accion de agentes colestasicos. En efecto, ocurren alteraciones de la
integridad funcional de las uniones estrechas en varias condiciones colestésicas, incluyendo
ligadura del conducto biliar o secundarias a la administracién de estrogenos, ciclosporina A,
acetaminofeno, o-naftilisotiocianato y litocolato, o su conjugado con taurina taurolitocolato
(Boyer, 1983).

1.7.4. Efectos de las alteraciones sobre el citoesqueleto de actina

Los hepatocitos poseen un citoesqueleto muy desarrollado compuesto, principalmente, por
filamentos de F-actina, proteinas de union a actina, filamentos intermedios y miosina Il (ver
item 1.4.4). Estas proteinas se encuentran asociadas a la membrana canalicular, asi como
también a las uniones estrechas, formando una robusta red interconectada alrededor del
canaliculo biliar (Dalle-Donne et al, 2001; Phillips et al, 1983). La integridad funcional de estas
estructuras es esencial para que los hepatocitos secreten y retengan material pre-acumulado
en la bilis canalicular. De hecho, se ha postulado que uno de los mecanismos hepatocelulares
involucrados en la colestasis es la disfuncién del citoesqueleto (Phillips et al, 1983). Esto ha
sido corroborado experimentalmente, ya que la disrupcién del citoesqueleto de actina
provocada por el tratamiento con faloidina o citocalasina D resulta en una disminucion del flujo
biliar (Kawahara et al, 1989). Se han sugerido diferentes mecanismos que explican este efecto
colestasico. Un patomecanismo posible es la alteracion de la contractibilidad canalicular, ya
gue la actina ubicada en las proximidades del canaliculo biliar posee una funcion contractil, y el
peristaltismo resultante propulsaria la bilis a lo largo de los conductos biliares (Phillips et al,
1983). Otro mecanismo posible es el arresto del transporte vesicular, responsable del trafico
vectorizado de lipidos y proteinas que mantienen la polaridad hepatocelular. En efecto, se ha
demostrado que, durante el establecimiento de la polaridad hepatocelular, la citocalasina D
bloquea la insercién apical de transportadores, sugiriendo que la actina se encuentra
involucrada en el tréfico vesicular de constituyentes canaliculares al polo apical del hepatocito

(Roma et al, 2000). Finalmente, la pérdida de integridad del citoesqueleto de actina se asocia a
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un incremento en la permeabilidad de las uniones estrechas intercelulares del epitelio hepético,
sugiriendo una relacion causal entre ambas (Elias et al, 1980; Roma et al, 1998). Dado que la
disrupcién del citoesqueleto de actina es una alteracion comun en colestasis (Thibault et al,
1992), éste patomecanismo puede cumplir un papel fundamental en una gran variedad de
sindromes colestasicos. Por €j., se ha reportado, en un modelo de colestasis obstructiva, una
asociacion entre la redistribucion de la actina y las alteraciones en la localizacion de proteinas
reguladoras de las uniones estrechas asociadas a actina, tales como ZO-1 (Song et al, 1996 a),
evidencidndose, a su vez, una redistribuciébn de proteinas canaliculares de la membrana
sinusoidal (Song et al, 1996 b).

1.7.5. Efectos del estrés oxidativo sobre los mecanismos de secrecion biliar

El impacto del estrés oxidativo sobre los sistemas hepatocelulares involucrados en la funcion
secretora biliar ha sido poco estudiado. Se ha descripto que el agente pro-oxidante tBOOH
interfiere con varios aspectos del proceso de formacion de bilis, incluso a niveles
suficientemente bajos como para no afectar la viabilidad celular. En efecto, la administracion de
bajas dosis de tBOOH al higado aislado y perfundido, incapaces de producir liberacién de la
enzima citosoélica lactato deshidrogenasa (LDH), produjo una disminucién del flujo biliar, debida
a una reduccién en la excrecion de SB enddgenas y a una aumentada permeabilidad
paracelular (Ballatori y Truong, 1989); este ultimo efecto fue reproducido en duplas de
hepatocitos aisladas, utilizando como agentes pro-oxidante tanto tBOOH (Ahmed-Choudhury et
al, 1998) como quinonas redox (Stone et al, 1994; Stone et al, 1996). Estos cambios fueron
acompafiados de un aumento en los niveles intracelulares de GSSG, con incrementado eflujo
del mismo, tanto al perfusato como a la bilis (Ballatori y Truong, 1989). Se ha propuesto que la
formacion intracelular aumentada de GSSG y la disminucién de la excrecién biliar de SB estan
causalmente relacionados, ya que el GSSG bloquea el sistema de transporte de taurocolato en
membranas canaliculares aisladas (Griffiths et al, 1987). Existen, sin embargo, otros factores
diferentes al GSSG, ya que tBOOH fue capaz de inhibir el transporte canalicular del analogo de
SB fluorescente, colil-lisil-fluoresceina (CLF) en duplas de hepatocitos aisladas a dosis que no
aumentaron los niveles celulares de GSSG (Ahmed-Choudhury et al, 1998), de modo que los
procesos de captacion, transporte y/o secrecion de SB tienen que haber sido afectados de
manera intrinseca, aunque la naturaleza precisa de estas alteraciones permanece sin aclararse
(Ahmed-Choudhury et al, 1998).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos generales

e Caracterizar las alteraciones estructurales y funcionales inducidas por el estrés oxidativo sobre el
sistema secretor hepatobiliar, asi como la participacion de mecanismos de transduccion de

sefiales en dichas modificaciones.

e Una vez corroborada la mediacion de desbalances de sefializacion celular en el dafio oxidativo
hepatocelular, indagar posibles estrategias de prevencion y/o reversion de dicha injuria basadas
en el restablecimiento de éste balance, utlizando para ello moduladores de sefializacion

apropiados.

2.2. Objetivos particulares

Establecer la participacion de cascadas de sefalizacién dependientes de Ca?* en las alteraciones
morfologico-funcionales sobre el sistema hepatobiliar y disfuncién mitocondrial inducidas por estrés

oxidativo. Para ello se indagara si:

1. El dafio oxidativo es capaz de inducir cambios en la actividad, cantidad y distribucién intracelular
de PKC, y si los estan relacionados con un incremento en los niveles de Ca?* citosélico.

2. En caso positivo, corroborar la hipétesis que las elevaciones de Ca?* citosélico pueden mediar, via
activacion de PKC, las alteraciones morfoldgico-funcionales del sistema hepatobiliar inducidas por
estrés oxidativo (alteraciones del citoesqueleto de actina, desorganizaciones de las uniones
estrechas intercelulares, internalizacion de transportadores canaliculares), utilizando para ello el

modelo de duplas aisladas de hepatocitos de rata.

3. Estudiar la posible relacién causal de estos mecanismos con la facilitacion por Ca?* de la
generacion de estrés oxidativo de origen mitocondrial, caracterizando posibles mediadores de

sefalizacién causantes de dicho efecto.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos quimicos

La colil-lisil-fluoresceina (CLF) fue cedida gentiimente por el Dr. Charles O. Mills
(Birmingham, Inglaterra). La colagenasa tipo A (de Clostridium histolyticum), albumina sérica
bovina (ASB), azul tripan, digitonina, el medio de cultivo Leibovitz-15 (L-15), dimetilsulféxido
(DMSO0), KN-62, W7, la faloidina marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC), N&,2'-O-
dibutiriladenosina 3":5'-monofosfato sédico ciclico (dibutiri-AMPc, DB-AMPc), el &cido etilén
glicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N',N'-tetraacético (EGTA), Tritbn X-100, KT5720, 1-(5-
isoquinolinilsulfonil)-2-metil-piperazina (H7), G66976, estaurosporina (SP), el cianuro de
carbonilo 3-clorofenilhidrazona (CCCP), leupeptina y tert-butil hidroperoxido (tBOOH) fueron
adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.). El 1,2-bis-(o-aminofenoxi)-eteno-
N,N,N',N'-tetraacetato tetrakis-(acetometil éster) (BAPTA/AM), N,N'-difenil-p-fenilendiamina
(DPPD), trifluoperazina (TFP), ciclosporina A (CsA), tetra-metil-rodamina metil-éster (TMRM),
Fura-2 pentakis-(acetometil éster) (Fura-2/AM) y N-acetil-L-leucil-L-leucil-L-norleucina (ALLN)
fueron obtenidos de Fluka Chemika (Steihem, Suiza). El diacetato de 2',7'-diclorofluorescina
(DCFH-DA) fue provisto por Molecular Probes (Eugene, OR, EE.UU.). Todos los otros reactivos

utilizados fueron de grado analitico.

3.2. Animales de experimentacion

Para todos los ensayos, se utilizaron ratas Wistar macho adultas de 120-130 dias de edad
(300-350 @), criadas en nuestro bioterio (Instituto de Fisiologia Experimental, CONICET). Antes
de su utilizacion, los animales se mantuvieron con una dieta estdndar y agua ad libitum, a
temperatura (21-23 °C) y humedad ambiente controlada (45-50%), bajo un ciclo constante luz-
oscuridad de 12 hs cada uno. Todos los animales recibieron cuidado humanitario de acuerdo a
los criterios delineados en la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio (“Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals”, National Institutes of Health, EE.UU., publicacién N°
25-28, revisada en 1996).

3.3. Aislamiento de hepatocitos

Los hepatocitos fueron aislados de higados de rata mediante la técnica de perfusion con
colagenasa, utilizando una modificacion del método de Berry y Friend (1969). Brevemente, bajo
anestesia con pentobarbital sédico (50 mg/kg de peso corporal, i.p.), 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 portal. El higado fue perfundido

por via portal durante 10 min con un medio no recirculante, consistente en una solucién Hanks’
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oxigenada (95% 0,/5% CO,) libre de Ca?*, pH = 7,47-7,50, suplementada con HEPES (3 g/l) y
EGTA (0,24 g/l), cambidndose luego el medio de perfusion a uno conteniendo la misma
solucion sin EGTA, suplementada con MgSO4 1 mM, CaCl; 2,5 mM y colagenasa tipo 1V (4300
U/l), durante 5 min. Finalmente, se removieron los higados, y las células se aislaron por
disociacién mecanica a través de la 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 (50 x g, 2 min), seguida de 3 lavados consecutivos con solucion
Hanks” oxigenada conteniendo CaCl, 2,5 mM y Tris 5 mM. La preparacion resultante consistié
de ~ 400-600 x 10° hepatocitos por higado de elevada viabilidad (> 90%), segun arroj6 el
ensayo de exclusion de azul tripan (Baur et al, 1975).

3.4. Tratamientos

Los hepatocitos se resuspendieron en buffer Krebs-Ringer-HEPES, pH = 7,4, suplementado
con D-glucosa 0,5 % y ASB 3 %, hasta alcanzar una densidad final de 2 x 10° cél/ml (salvo
casos indicados expresamente). La suspension se mantuvo en hielo no mas de 30 min antes
de ser usada.

Los hepatocitos se pre-incubaron con una serie de moduladores de sefalizacién para
determinar el papel respectivo de PKA, PKC, y las cascadas de sefalizacién dependientes de
Ca?" y Ca?'/calmodulina (CaM) en los efectos deletéreos causados por el tratamiento con el
agente pro-oxidante tBOOH. Los compuestos ensayados, sus efectos biolégicos, la
concentracion final empleada, y el volumen y clase de vehiculo utilizado para la disolucién se

indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos empleados en este estudio.

Concentracién Volumen
Tratamiento Efecto biolégico/molecular final en placa Vehiculo agregado
(LM) (ul)
Estudios de inhibicion
de PKC
H7 Inhibidor de PKC/PKA 100 Sin.salina 10
Estaurosporina (SP) Inhibidor de PKC 10 DMSO 10
G066976 Inhibidor de PKCs “clasicas” 2 DMSO 2
(dependientes de Ca?*)
Estudios de secuestro
de Ca?* intracelular
BAPTA/AM Quelante de Ca?* intracelular 20650 DMSO 205
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Concentracion Volumen
Tratamiento Efecto biolégico/molecular final en placa  Vehiculo agregado
(UM) (H1)
Estudios de activacion
de PKA
DB-AMPc Activador de PKA 500 DMSO 10
KT5720 Inhibidor de PKA 5 DMSO 2
Estudios de inhibicién
de CaM
w7 Antagonista de CaM 100 DMSO 20
TFP Inhibidor de CaM 10 DMSO 10
Estudios de inhibicién
de CaMKaII
KN-62 Inhibidor de CaMKI| 10 DMSO 10
Estudios de inhibicién
de calcineurina
FK506 Inhibidor de calcineurina 1 DMSO 10
Estudios de inhibicién
de calpainas
Leupeptina Inhibidor de calpainas 100 DMSO 10
ALLN Inhibidor de calpainas 50 DMSO 10
Estudios de inhibicién
de PTPM
CsA Inhibidor de PTPM 5 DMSO 10

Nota. En los estudios de inhibicién de PKC, calcineurina, calpainas, PTPM, CaMKIl o de secuestro de
Ca?*, los hepatocitos se pre-trataron con los antagonistas indicados anteriormente durante 15 min a
37°C, antes de agregar al medio de incubacién tBOOH (100 uM 6 500 uM) y mantenerlo durante 15 min.
En los estudios de activacién de PKA, las células se pre-trataron durante 15 min con KT5720 (5 uM) o su
vehiculo (DMSO). Luego, se pre-trataron durante 15 min con DB-AMPc (500 puM). Posteriormente, se
agreg6 tBOOH, y se lo dejé actuar durante otro periodo de 15 min. Abreviaciones: BAPTA/AM, 1,2-bis-
(o-aminofenoxi)-eteno-N,N,N',N'-tetraacetato tetrakis-(acetometil éster); DB-AMPc, dibutiril-AMP ciclico;
H7, 1-(5-isoquinolinilsulfonil)-2-metil-piperazina; PKA, proteina quinasa A; PKC, proteina quinasa C; TFP,

trifluoperazina; CsA, ciclosporina A; ALLN, N-acetil-L-leucil-L-leucil-L-norleucina.

Los hepatocitos se pre-incubaron con los moduladores de sefalizacion indicados en la Tabla
1 durante 15 min y se expusieron luego al tratamiento con diferentes concentraciones de
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tBOOH (100 y 500 uM) durante un periodo similar. Los moduladores de sefalizaciébn se

mantuvieron en el medio de incubacién durante todo el tratamiento.

3.5. METODOS ANALITICOS

3.5.1. Determinacion de la viabilidad hepatocelular

Al final del periodo de incubacion con tBOOH, se tomaron diferentes alicuotas de
hepatocitos para la determinacion de la viabilidad celular a través del ensayo de exclusion de
azul tripan y de la cuantificacion de la liberacion de la enzima citosoélica lactato deshidrogenasa
(LDH).

3.5.1.1. Ensayo de exclusiéon de azul tripan

Este método se fundamenta en que las células no viables, habiendo perdido la integridad de
las membranas celulares, no son capaces de excluir el colorante, quedando tefiidas de color
azul. En cambio, las células viables, que mantienen intacta las propiedades de barrera de su
membrana plasmatica, pueden excluir el colorante, observandose blancas y brillantes al
microscopio de luz (Baur et al, 1975).

Para llevar a cabo este ensayo, se tomaron 5 pl de la suspension celular y se agregaron a
150 pl de azul tripan (1,3 g/l), disueltos en solucion Hanks™ suplementada con HEPES. La
viabilidad se calculé como el porcentaje de hepatocitos capaces de excluir el colorante del

cuerpo celular, referido a los valores obtenidos en las células controles no expuestas a tBOOH.

3.5.1.2. Determinacion de la liberacion de LDH al medio

La pérdida de la propiedad de funcionar como barrera de la membrana plasmatica
hepatocelular es un evento clave en la necrosis celular. Para evaluar la integridad de la
membrana plasmatica ante la exposicién al agente pro-oxidante tBOOH, se evalud la liberacion
al medio de incubacién de la enzima citosoélica LDH (EC 1.1.1.27). El método se basa en la
siguiente reaccion:

LDH
Piruvato + NADH + H* ——» L-Lactato + NAD?*

El cofactor de esta reaccion, NADH, absorbe luz a 340 nm, mientras que su producto de
oxidacion, NAD*, es épticamente inerte a esta longitud de onda. Asi, a medida que la reaccion
procede, la pendiente de la caida de absorbancia puede considerarse proporcional a la
actividad LDH.
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Para esta determinacion, se tomaron 25 pul del sobrenadante resultante de centrifugar una
suspension celular (2 x 10°® cél/ml) a 40 g durante 2 min, y se adicionaron a 1 ml del buffer de
reaccién conteniendo NADH, provisto por un kit comercial (Wiener Lab, Rosario). La velocidad
de oxidacion de NADH fue determinada espectrofotométricamente (Perkin Elmer UV/Vis
Spectrometer Lambda2S, Uberlingen, Alemania).

Se reservé una alicuota de la suspension celular para la determinacién del contenido total
de LDH. Para tal fin, las células fueron tratadas con Tritobn X-100 (0,1 % v/v), seguido de una
centrifugacion a alta velocidad (9000 g, 2 min), para posibilitar la liberacién del contenido total
de LDH.

3.5.2. Determinacién del contenido celular de ATP

El contenido de ATP se determind a través del método de luciferina-luciferasa (Lyman y
DeVincenzo, 1967). Brevemente, se incub6 una suspension de duplas de hepatocitos
conteniendo 1 x 10° cél/ml a 37 °C durante 4,5 hs antes del tratamiento con tBOOH (100 uM y
500 puM, 15 min), o su vehiculo (DMSO) en los controles. Luego, se elimind el medio L-15,
debido a que se encontrdé que interviene con el ensayo de ATP, posiblemente por su contenido
en metionina, cisteina o rojo fenol. Las células se resuspendieron en buffer Hanks™ y fueron
permeabilizadas mediante el agregado de Na:EDTA (9 mM) en &cido perclérico (14 %) durante
15 min a 4 °C. Luego de centrifugar la suspension resultante a 2200 g, se tomaron 2 ml y se
neutralizaron con 1 ml de una solucién consistente en KOH 1M y NaHCO; 1M (4 °C). Se
elimind el precipitado formado por el proceso de neutralizacion mediante centrifugaciéon (5 min
a 2200 g, 4 °C). Se adicionaron 20 pl del sobrenadante resultante (o de una solucién testigo de
ATP 1 mM) a una solucién conteniendo 2 ml de buffer sulfato (Tris 20 mM méas MgSO, 6 mM) y
0,5 ml de luciferina/luciferasa (Sigma Aldrich, Poole, Inglaterra). La luminiscencia emitida se
registré utilizando un lector de microplacas Beckman Coulter DTX 880 (Beckman Fullerton,
California, EE.UU.). Los valores obtenidos del testigo se utilizaron para calcular el contenido de

ATP de las muestras.

3.5.3. Determinacion del glutation total (GSHt) y oxidado (GSSG)

Luego del tratamiento de los hepatocitos con los agentes estudiados, las células fueron
centrifugadas a baja velocidad y resuspendidas en buffer Hanks". El contenido de GSHt y
GSSG de la suspension celular se determiné de acuerdo al método de Tietze modificado por
Griffith (Tietze, 1969; Griffith, 1980). Brevemente, a 400 ul del sobrenadante de un sonicado (3
pulsos de 5 seg, amplitud 7,5, en hielo) de la suspensiéon de hepatocitos (50 x 10° cél/ml) se le
adicionaron 200 pl de &cido sulfosalicilico (SSA) 10%. Luego de centrifugarlo durante 5 min a

10.000 rpm, se separo una fraccion de 2 pl del sobrenadante para la medicion de GSH total. A
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la fraccidn restante se le adiciond 2-vinilpiridina y trietanolamina (TEA), y se la mantuvo a 30 °C
por una hora, agitdndola en vortex periddicamente. Luego de esta incubacién, se tomd una
fraccion de 20 ul para la mediciéon del contenido de GSSG. Las muestras (tanto para GSHt
como GSSG) se suplementaron con 700 pl de NADPH, 100 ul de DTNB y se llevaron a un
volumen final de 1 ml con solucion fisiolégica. En un bafio termostatizado a 30 °C, se le
adicion6 a cada preparado 0,5 U de la enzima glutation reductasa, y se procedié a medir la
cinética del consumo de NADPH a 412 nm durante 90 seg, a intervalos de 0,1 seg, utilizando
un espectrofotometro (Perkin Elmer UV/Vis Spectrometer Lambda2S, Uberlingen, Alemania).
Se obtuvieron los valores de pendiente de las rectas y se determind la relacion GSSG/GSHt.
En todos los ensayos, se proceso, en forma paralela, un testigo de GSH de 50 pg/ml.

3.5.4. Evaluacién del estrés oxidativo inducido por tBOOH

La produccion de radicales libres del oxigeno (ROS) en presencia de diferentes
concentraciones de tBOOH se determiné indirectamente, midiendo la generacion de productos
de peroxidaciéon lipidica y, en forma directa, cuantificando la produccion de ROS por
fluorimetria, utilizando diacetato de 2',7'-diclorofluorescina (DCFH-DA) como sonda
fluorescente.

La peroxidacién lipidica se determind utilizando una modificacién del método clasico de
cuantificacién de substancias reactivas al acido tiobarbitlrico (TBARS) (Buege y Aust, 1978).
Brevemente, a 0,2 ml de una suspension celular conteniendo 108 cél/ml se le adicionaron 0,5
ml de acido tricloroacético (10% v/v) y 50 pl del antioxidante DPPD (60 uM). Al sobrenadante
resultante, se le agregé 1 ml de &cido tiobarbitlrico (0,7% p/v), y se calenté en un bafo de
glicerina a 100 °C durante 15 min. Después de enfriarlo y centrifugarlo (1000 g durante 10 min),
se midio la absorbancia a 532 nm (Perkin Elmer UV/Vis Spectrometer Lambda2S, Uberlingen,
Alemania). Una curva estandar utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano, el cual es convertido mol
a mol en malondialdehido (MDA), se efectud rutinariamente. El contenido de proteinas en las
distintas alicuotas de la suspension celular utilizadas para los ensayos se determind por el
método tradicional de Lowry (Lowry et al, 1951). Los TBARS se expresaron como nmoles
equivalentes de MDA por mg de proteina.

La formacién de ROS se cuantifico en forma directa utilizando a la 2’,7’-diclorofluoresceina
(DCF) como fluoréforo. ElI compuesto no fluorescente diacetato de 27,7 -diclorofluorescina
(DCFH-DA), agregado al medio de incubacién, atraviesa libremente la membrana
hepatocelular, siendo metabolizado por esterasas no especificas y oxidado a DCF por los ROS
intracelulares (Kurose et al, 1997). Para llevar a cabo este estudio, alicuotas de una
suspensién de hepatocitos (2 x 106 cél/ml) se pre-cargaron con DCFH-DA 8 uM durante 30 min.

Luego de este periodo, se lavaron las células dos veces para eliminar el exceso de fluoroforo y,
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finalImente, se resuspendieron en el medio de incubacién conteniendo tBOOH (100 uM 6 500
UM) durante 15 min. La formacién del producto oxidado, DCF, se detect6 fluorométricamente,
utilizando longitudes de onda de excitacion y emision de 488 nm y 525 nm, respectivamente
(Shimadzu RF-5301 PC, Shimadzu Corp., Japén).

3.5.5. Medicion de la concentracién intracelular de Ca?* ([Ca?*];)

El efecto en los niveles intracelulares de Ca?* de los distintos pre-tratamientos efectuados a
los hepatocitos fue ensayado 15 min después de la administracién de tBOOH, utilizando Fura-
2/AM como sonda fluorescente. Para este fin, se resuspendieron 2 x 10® hepatocitos en 3 ml de
solucion buffer PBS (pH = 7,4), conteniendo CaCl, 3 mM a 37 °C, y luego se les adicioné Fura-
2/AM 10 pM. Las intensidades de fluorescencia (F) se midieron utilizando alternadamente
longitudes de onda de excitacion de 340 y 380 nm, y de emision de 510 nm (3 nm de ancho de
banda), en un espectrofluorémetro Shimadzu RF-5301 PC (Shimadzu Corp., Japén). La [Ca?'];
se calculé de la relacién (R) de intensidades de fluorescencia de Fura-2/AM 340 nm/380 nm, de
acuerdo a la siguiente ecuacion (Grynkiewicz et al, 1985):

[Ca?']i = Kg [(R — Rmin) / (Rmax — R)] (F380 min / F3go max)

donde Kq es la constante de disociacion del complejo, Fura-2/Ca?* (135 nM), Rmax Y Rmin SON los
valores de R medidos secuencialmente ante la adicién de digitonina 100 pg/ml a las células
cargadas con Fura-2, antes y después de quelar el Ca?* con una solucién de EGTA/Tris 5 mM

(pH 8,7), respectivamente.

3.5.6. Medicién del potencial de permeabilidad de membrana mitocondrial (Aym) en
hepatocitos intactos

Puesto que la formacién del PTPM resulta en la disipacion del potencial transmembrana
mitocondrial (Aym), los cambios en el mismo son un parametro subrogado de PTPM,
posibilitando asi su cuantificacion. Para monitorear el cambio en el Aym, se pre-cargaron
hepatocitos aislados de ratas Wistar macho adultas con tetra-metil-rodamina metil éster
(TMRM) 8 uM en solucion buffer Krebs-Henseleit, a 37 °C, durante 10 min. Este fluoréforo
catidnico permeable a membranas se acumula electroforéticamente en la mitocondria en
proporcion al Ay de la organela (Ehrenberg et al, 1988). Una vez pre-cargadas las células (5 x
10° cél/ml) con TMRM, se procedi6 a pre-tratarlas con los distintos moduladores de sefial
detallados anteriormente. Luego de 15 min, las células fueron tratadas con tBOOH (100 uM 6
500 uM) durante el mismo periodo de tiempo. El sobrenadante fue eliminado para remover el
exceso de TMRM, y las células fueron llevadas a su volumen original con buffer Krebs-

Henseleit. Las intensidades de fluorescencia (F) se midieron utilizando alternadamente
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longitudes de onda de excitacion de 546 y 573 nm, y de emisién de 590 nm (3 nm de ancho de
banda), en un espectrofluorometro Shimadzu RF-5301 PC (Shimadzu Corp., Japon). El Aym se
calculd a partir de la relacion de intensidades de fluorescencia 573 nm/546 nm (R), de acuerdo
a lo informado por Scaduto y Grotyohann (1999). Para su estimacién, se tuvo en cuenta los
valores de fluorescencia obtenidos a través de la despolarizacién completa causada por el
tratamiento con cianuro de carbonilo 3-clorofenilhidrazona, CCCP (10 uM; 15 min), refiriéndose
el valor obtenido a este valor maximo, considerado 100%.

La pre-incubacion con TMRM también fue util para visualizar la formacion de PTPM
mediante un microscopio de fluorescencia (Axiovert 25 CLF, Carl Zeiss, Alemania). Para este
proposito, se cultivaron hepatocitos aislados resuspendidos en medio L-15 en placas de Petri
plasticas de 35-mm, a una densidad de 5,5 x 10° cél/ml, durante aproximadamente 2,5 hs para
permitir su adherencia. Luego de este periodo, las células se cargaron con TMRM 500 nM
durante 15 min, a 37 °C. Posteriormente, se removio el medio de cultivo para eliminar el exceso
de fluoréforo, y se reemplaz6 con medio nuevo. Los especimenes se examinaron bajo luz

fluorescente (excitacion 535 nm, emision 590 nm).

3.6. Aislamiento, enriquecimiento y cultivo de duplas aisladas de hepatocitos de rata
(DAHR)

Las duplas aisladas de hepatocitos se obtuvieron a partir de la perfusion in situ de higados
de rata, de acuerdo al método de doble perfusién con colagenasa (Gibco, Paisley, Inglaterra),
previamente descripto por Wilton y col. (1991). Este método consiste en digerir, de manera
incompleta, el higado de rata, limitando el tiempo de perfusién in situ con colagenasa a 4,5 min
y reduciendo la concentracion de la misma (0,03 % p/v). La cantidad de células obtenidas se
incrementa al incubar el resto del tejido hepatico durante 7 min con 30 ml de la solucién de
colagenasa descripta anteriormente, en un bafio de agua a 37 °C. Luego de filtrar la
suspension a través de una malla de nylon, se dejaron decantar las células durante 5 min a
0 °C, lavandose tres veces con medio L-15 fresco.

La suspensiéon celular obtenida contuvo ~25% de duplas de hepatocitos con una alta
viabilidad (> 90%), determinada mediante exclusion del colorante azul tripan. Esta preparacién
inicial, conteniendo poblaciones variables de agregados hepatocitarios, fue luego enriquecida
en duplas mediante elutriacion, segun la técnica descripta por Wilton y col. (1991). Esta técnica
se utiliza para separar células en funciébn de su velocidad de sedimentacion cambiando
solamente la velocidad de flujo del medio, mientras que la viscosidad y la velocidad del rotor se
mantienen constantes (Saunders y Soll, 1989). Tanto la camara como el flujo de liquido deben
mantenerse a temperatura ambiente (21 °C) durante todo el estudio. Esto ayuda a conservar la

integridad de las células, manteniendo su fluidez de membrana.
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Para la centrifugacion elutriacional, se utilizé 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 elutriacién en la camara utilizando una
bomba peristaltica.

Las células se cargaron en la camara de separacién a una velocidad de 8 ml/min. Una vez
cargadas, se incremento el flujo obteniéndose fracciones de 100 ml a partir de los 25 ml/min
hasta 90 ml/min, que fueron mantenidas en hielo. Las células elutriadas se sedimentaron por
centrifugacion a 85 g durante 5 min, resuspendiéndose finalmente en 4 ml de medio L-15.

La preparacion resultante tuvo ~75% de duplas con igual viabilidad que la preparacion
inicial. Estas duplas de hepatocitos fueron cultivadas a 37 °C (0,5 x 10° cél/ml) durante 4,5 a 5
hs en placas plasticas de cultivo de 35 mm conteniendo 2 ml de medio de cultivo Leibovitz-15
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.), adicionado con 50 pg/ml de estreptomicina y
50 U/ml de penicilina. Este tiempo es necesario y suficiente para que las duplas restablezcan la
polaridad de sus membranas celulares, restituyan sus uniones estrechas intercelulares y la
organizacion de su citoesqueleto, y adquieran una capacidad maxima para transportar y
acumular en sus vacuolas canaliculares el analogo fluorescente de sales biliares colil-lisil-
fluoresceina (CLF) (Wilton et al, 1993).

3.6.1. Determinacion de la funcion canalicular

La alteraciéon en la funcion canalicular ante el pre-tratamiento con diferentes concentraciones
de tBOOH (0-175 uM; 15 min) se evalué mediante la determinacién de la proporcién de duplas
aisladas de hepatocitos de rata (> 50) capaces de acumular en la vacuola canalicular (AVc) el
analogo fluorescente de sales biliares CLF (Fig. 11). Este compuesto tiene un comportamiento
similar en cuanto a los parametros cinéticos de captacion y secrecién a lo observado con la sal
biliar natural colilglicina, que es excretada a la bilis canalicular principalmente por la bomba
trasportadora de sales biliares (Bsep) (Mills et al, 1999).

Para llevar a cabo estos experimentos, se adicion6 CLF (2 umol/l) a cada placa
posteriormente al tratamiento con tBOOH, y se la incub6 a 37 °C durante 15 min (Mills et al,
1997). Luego de este periodo de tiempo, se removio la sal biliar fluorescente del medio de
cultivo mediante el lavado con L-15 (2 veces), determinandose inmediatamente la acumulacion
canalicular de CLF, utilizando para ello un microscopio invertido de fluorescencia (Axiovert 25
CLF, Carl Zeiss, Alemania).
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Figura 11. Acumulacién (AVc) y retencién (RVc) del andlogo fluorescente de sales biliares CLF en la vacuola
canalicular de duplas de hepatocitos aisladas. Para evaluar la capacidad de acumulacion, se incuban duplas de
hepatocitos previamente tratadas con CLF durante 15 min, y se observa al microscopio de fluorescencia la cantidad
de fluoréforo acumulado en la vacuola canalicular. 1, fase de captacion; 2, fase de transporte; 3, fase de secrecion.
Para evaluar la capacidad de retencién, se pre-cargan las duplas con CLF durante 15 min. Posteriormente se
remueve el fluoréforo del medio extracelular y se realizan los diferentes tratamientos. Finalmente, se cuantifica la
proporcion de duplas que han acumulado en sus vacuolas canaliculares suficiente cantidad de CLF para hacerse

visible por microscopia de fluorescencia.
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Para llevar a cabo los estudios de retencién en la vacuola canalicular (RVc), se incubaron
las duplas de hepatocitos con CLF durante 15 min para permitir su acumulacion. Luego de dos
lavados con L-15 para eliminar el exceso de fluoréforo, las células se trataron durante 15 min
con tBOOH (100 pM) o su vehiculo (DMSO) en los controles. Posteriormente se determiné el
porcentaje de células que retuvieron CLF en su vacuola canalicular utilizando un microscopio

de fluorescencia (Axiovert 25 CLF, Carl Zeiss, Alemania).

3.6.2. Estudios de localizaciéon de F-actina, ZO-1y Bsep

Para realizar estos estudios, las células se fijaron en un portaobjeto con paraformaldehido al
3% en PBS durante 15 min a temperatura ambiente. Luego de tres lavados con PBS, se
permeabilizaron con un buffer consistente en 0,2% de Tritén X-100, suplementado con ASB al
0,3% p/v durante 10 min.

El marcado fluorescente de actina se llevo a cabo utilizando una modificacién del método
descripto por Knutton y col. (1989), maodificado por Wilton y col. (1994), consistente en la
marcacion de los filamentos de F-actina con faloidina-FITC (5 pg/ml en PBS). Las células,
previamente fijadas y permeabilizadas, fueron tratadas por 20 min, y luego lavadas con PBS.

Para realizar el inmunomarcado de ZO-1, se incubaron duplas de hepatocitos, previamente
fijadas y permeabilizadas, con un anticuerpo anti-ZO-1 de conejo (1:100; Zymed, San
Francisco, CA, EE.UU.) durante una noche, seguida de una posterior incubaciéon de 40 min con
anticuerpos anti-IlgG de conejo marcados con FITC (1:100).

Para llevar a cabo el inmunomarcado de Bsep, se incubaron duplas de hepatocitos,
previamente fijadas y permeabilizadas, con suero de cabra suplementado con 1,5% de ASB en
PBS durante 30 min, a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se incubaron durante
40 min con un anticuerpo anti-Bsep de conejo (1:250; cedido por el Dr. Michael Miller), seguido
de una posterior incubacién de 40 min con un suero de cabra conteniendo anticuerpos anti-IgG
de conejo marcados con FITC (1:100).

Una vez realizadas las marcaciones indicadas, los especimenes se examinaron utilizando

un microscopio confocal (Zeiss Pascal LSM 5, Carl Zeiss, Alemania).

3.7. Evaluacién del “blebbing” de la membrana plasmatica

Las protuberancias en la superficie de los hepatocitos (“blebbing”) se identificaron por
microscopia de luz utilizando un microscopio invertido (Axiovert 25 CLF, Carl Zeiss, Alemania),
y se expresaron como el porcentaje de células (n > 30) exhibiendo al menos una protrusiéon
(“bleb”) en su superficie celular. En el caso de las duplas, se designé como positiva a aquella
en donde al menos una de ambas células mostrara alguna protuberancia en su membrana
(Nicotera et al, 1987; Stone et al, 1994).
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3.8. Determinacion de PKCa. en membranas celulares

La activacion de PKC esta asociada con su translocacion desde el citosol a las membranas
celulares (Newton, 2001). Por este motivo, se determind, mediante el andlisis por Western
blotting, la cantidad de la isoforma clasica dependiente de Ca?* de PKC, PKCa, en fracciones
de membranas celulares totales, como indicador de su activacion.

Para obtener las fracciones de membranas celulares totales, se centrifugaron hepatocitos
(2 x 108 cél/ml), y se resuspendieron en la mitad de su volumen inicial utilizando un buffer
consistente en sacarosa 0,3 M conteniendo 0,1 mM de fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) y
0,1 mM de leupeptina. Las células se sonicaron y se centrifugaron a baja velocidad para
obtener sobrenadantes post-nucleares. Estas fracciones post-nucleares fueron sometidas a
centrifugacion durante 60 min a 200.000 g, obteniéndose la fraccibn de membranas celulares
totales (Carreras et al, 2003). Las proteinas totales en esta fraccion se determinaron de
acuerdo al método de Lowry (Lowry et al, 1951), utilizando albimina sérica bovina como
estandar.

Para el andlisis por Western blotting de PKCa, alicuotas de fracciones de membranas
celulares totales conteniendo cantidades iguales de proteinas totales fueron sometidas a
electroforesis en un gel de dodecil-sulfato sddico-poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%, y
transferidas a membranas de difluoruro de polivinilo (NEN Life Science Products, Inc., Boston,
MA, EE.UU.). Después de bloquear las membranas en PBS/0,3% Tween 20 conteniendo leche
al 5% y lavarlas, se incubaron toda la noche a 4 °C con un anticuerpo primario anti-PKCa
humana obtenido en ratén (1:1000, BD Transduction laboratories, BD Biosciences, San Jose,
CA, EE.UU.). Luego, las membranas fueron lavadas e incubadas durante 1 h a temperatura
ambiente con un anticuerpo secundario conjugado con la enzima peroxidasa de rabano
(1:5000). Las bandas proteicas se detectaron utilizando un kit comercial de quimioluminiscencia
(Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Inglaterra). Las autoradiografias se obtuvieron
por exposicion de las membranas a peliculas Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY,
EE.UU.). Las bandas fueron evaluadas por densitometria, utilizando el programa Gel-Pro 32
(Gel-Pro Analyzer, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EE.UU.).

3.9. Andlisis de imagenes

Las microfotografias de fluorescencia se analizaron utilizando el software Openlab Digital
Imaging (Improvision, Warwick Science Park, Coventry, Inglaterra), para cuantificar la
intensidad total de fluorescencia en las duplas de hepatocitos en la region canalicular (para
Bsep) o en la region pericanalicular (para ZO-1 y F-actina). Midiendo la distribucion de F-actina
en las duplas controles, se determin6 un ancho promedio de la region pericanalicular en
funcién de la longitud total de la dupla. Este valor promedio se aplicé a las duplas tratadas, en
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donde se consider6 solamente el valor de fluorescencia en esa area como de origen
pericanalicular (Roma et al, 1998).

3.10. Andlisis estadisticos

Los resultados fueron expresados como la media aritmética + error estandar (EE). Cuando
se necesitaron realizar estudios paramétricos de los datos, se recurrié al andlisis de los mismos
mediante el ensayo t no-apareado de Student para la comparacion entre dos grupos. Cuando
se compar6 mas de dos grupos, se utilizé el ensayo de Kruskal-Wallis (ANOVA en rangos),
seguido del ensayo de Dunn para comparaciones multiples, si el ANOVA alcanzaba
significancia estadistica entre los grupos. Los valores de p menores que 0,05 fueron
considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacién del estrés oxidativo inducido por tert-butil hidroperéxido (tBOOH)
Inicialmente, se llevd a cabo la caracterizacion de nuestro modelo de estudio, el cual utiliza
tert-butil hidroperoxido como agente pro-oxidante. Para ello, evaluamos el efecto del
tratamiento de hepatocitos aislados de rata con tBOOH a dos concentraciones (100 uM y 500
uM; 15 min). La magnitud del dafio oxidativo se estimé en términos de la alteracién en la
integridad celular, modificaciones del estado redox y de los niveles de Ca?*, y por medicion
directa e indirecta de la generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS). Como se puede
observar en la Tabla 2, a una dosis baja de tBOOH (100 uM), no se registré impacto alguno
sobre la viabilidad hepatocelular, liberacién de LDH o contenido celular de ATP, ni se alteraron
significativamente los niveles de GSH total (GSHt) o la relacion GSSG/GSHTt con respecto al
grupo control (hepatocitos tratados con DMSO, vehiculo de tBOOH, durante el mismo periodo
de tiempo). Sin embargo, se observé un incremento significativo en la formacién de ROS,
indicado por un aumento de la generacién del compuesto fluorescente 2°-7"-diclorofluoresceina
a partir de su derivado reducido, no fluorescente, diacetato de 2"-7"-diclorofluorescina. Esto fue
confirmado por un método alternativo independiente, consistente en la medicion de las
especies reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS), como un parametro vinculado con la
peroxidacion lipidica. A pesar de generar niveles bajos de estrés oxidativo, sin alteracion de la
viabilidad celular ni la liberacion de LDH, tBOOH 100 uM fue capaz de duplicar los niveles

citosélicos de Ca?* libre (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de tBOOH sobre la integridad celular, estado redox y niveles de Ca?*.

DMSO 2 tBOOH 100 uM®  tBOOH 500 uM P n
Viabilidad celular
) 96+ 3 93+4 62 + 3 * 5
(% de células totales) ©
Liberacion de LDH
_ 31,8+2,1 32,0+04 41,7+ 3,0* 5
(% del contenido celular total) ¢
Contenido de ATP celular
48+ 6 44 + 5 43+£3
(umol/10° células) ©
GSHt (nmoles/10° células) 27,0+ 2,2 25,8+2,8 174+1,1*
% GSSG/GSHt 3,1+0,1 3,2+0,3 4,1+0,2*
Formacion de ROS (unidades
426 + 32 580 + 40 * 627 £ 47 *

arbitrarias de fluorescencia) ¢
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Generacion de TBARS (nmoles
) 0,7+0,2 20+04* 7,7+0,4* 9
de MDA/mg de proteina) "

Ca?* citosdlico libre (nM) ! 119+ 11 238+ 11* 3029 + 474 ** 5

2 Las células fueron pre-tratadas durante 15 min con el solvente de tert-butil hidroperdxido (tBOOH),
DMSO (controles).

b Las células fueron pre-tratadas durante 15 min con tBOOH 100 uM o 500 pM.

¢ La viabilidad de los hepatocitos se determiné por el ensayo de exclusion de azul tripan (ver Materiales y
Métodos para mas detalles).

d La actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) se determind espectrofotométricamente, a
través de la medicion del consumo de NADH (ver Materiales y Métodos para mas detalles).

¢ El contenido de ATP se midi6 por el método de luciferina-luciferasa (ver Materiales y Métodos para mas
detalles).

f El contenido de glutation celular total (GSHt) y oxidado (GSSG) se determiné por el método de Tietze,
modificado por Griffith (ver Materiales y Métodos para mas detalles).

9 La formacién de ROS se determind midiendo la produccion intracelular del compuesto 2°,7"-
diclorofluoresceina a partir de su compuesto parental reducido no-fluorescente, diacetato de 2°,7"-
diclorofluorescina (ver Materiales y Métodos para mas detalles).

h La peroxidacion lipidica se evalué utilizando una modificacion del método clasico de obtencién de
especies reactivas al 4cido tiobarbitdrico (TBARS) (ver Materiales y Métodos para méas detalles).

i El Ca?* citosolico libre se determind utilizando Fura-2/AM como sonda fluorescente (ver Materiales y
Métodos para mas detalles).

* p < 0,05 vs. células tratadas con DMSO (controles); # p < 0,05 vs. células tratadas con tBOOH 100 pM.

Por el contrario, el tratamiento con tBOOH a una concentracion 5 veces superior (500 pM)
alterd significativamente la integridad celular (% de viabilidad y liberacién de LDH), sugiriendo
gue, a esa concentracion, el dafio oxidativo es capaz de provocar la muerte hepatocelular. A su
vez, se comprobo una disminucién del contenido de GSHt y un correspondiente aumento de la
relacion GSSG/GSHt, propios del establecimiento de un grado mayor de estrés oxidativo
respecto al alcanzado con tBOOH 100 uM. Este hecho se vio claramente evidenciado en los
niveles de lipoperoxidacion (generacion de TBARS) alcanzados con tBOOH 500 uM respecto a
la dosis menor. La formacion de especies reactivas del oxigeno (formacion de ROS) también
aumento respecto a tBOOH 100 puM, aunque no alcanzé significacion estadistica. Si bien, a
tBOOH 100 puM se pudo observar un aumento de 100% en la concentracién de Ca?* citosdlico,
este efecto se potenci6 a 500 uM. Notablemente, a esta concentracion elevada de tBOOH,

tampoco se pudo determinar una disminucion en el contenido celular de ATP.
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4.2. Activacién de PKC inducida por tBOOH

Debido a que el tBOOH induce elevaciones de Ca?" citosélico (ver Tabla 2) y que las
isoformas denominadas clasicas de PKC requieren Ca?" para su activaciéon, nos propusimos
evaluar, como parte de los objetivos de esta tesis, si tBOOH es capaz de activar PKC. La
activacion de PKC se encuentra asociada con su translocacion desde el citosol a las
membranas celulares (Newton, 2001). Por lo tanto, evaluamos, como indicador de su actividad,
la cantidad de la isoforma de PKC dependiente de Ca?" PKCa en fracciones de membranas

celulares totales, a través del andlisis por Western blotting (Fig. 12).

DMSO tBOOH 100 pM tBOOH 500 pM
PKCa - —— - | oemmecr e
400 —
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Figura 12. (Arriba) Western blotting representativo del contenido de PKCa en membranas totales de hepatocitos
tratadas con el vehiculo de tBOOH (DMSO) y de hepatocitos tratados con tBOOH (100 uM y 500 uM). (Abajo)
Densitometria de las bandas inmunoreactivas de PKCoa mostradas arriba. Los valores informados son las medias
aritméticas + EE y estan expresados como unidades arbitrarias obtenidas al adjudicarle un valor de 100 a la banda
menos intensa de cada uno de tres ensayos individuales, conteniendo dos bandas por grupo (n = 6). 2, p < 0,05
comparado con el grupo DMSO; b, p < 0,05 comparado con el grupo tBOOH 100 pM.

Como se puede observar en la Fig. 12, tBOOH provoc6 un incremento (+79% a 100 uM y
+150% a 500 pM) en la cantidad de la isoforma PKCa en membranas celulares totales,
indicativo de su activacion. Estos resultados nos permiten sustentar la hipétesis que PKC se

encuentre involucrada en el dafio celular inducido por estrés oxidativo.

4.3. Efecto de tBOOH sobre la funcion secretora de sales biliares

Entre los efectos deletéreos ocasionados por tBOOH, se ha descripto una disminucion en la
capacidad de duplas aisladas de hepatocitos de rata para acumular sales biliares en su vacuola
canalicular (Ahmed-Choudhury et al, 1998). Para confirmar este efecto en nuestro modelo
experimental, y con el objetivo de llevar a cabo estudios funcionales, se realizé una curva

dosis-respuesta a distintas concentraciones de tBOOH, evaluandose en cada caso la
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capacidad de las duplas de acumular el analogo de sal biliar fluorescente CLF (ensayo de AVc
de CLF).

Como se muestra en la Fig. 13, las células expuestas a concentraciones crecientes de
tBOOH mostraron alteraciones funcionales dosis-dependiente en la capacidad para secretar a
nivel canalicular la sal biliar fluorescente. A una concentracion de tBOOH 100 uM, se observé
una disminucién de aproximadamente el 50% en la capacidad de las duplas para acumular
CLF. Esta alteracion es de naturaleza puramente funcional ya que, a esa concentracion,
tBOOH no afecto la viabilidad celular, el estado energético ni la integridad celular (ver Tabla 2),
motivo por el cudl se continu6 con los estudios funcionales tratando a los hepatocitos con esta

concentracion pre-necrética de tBOOH.
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Figura 13. Efecto del tratamiento con diferentes concentraciones de tBOOH sobre la acumulacién del analogo de sal
biliar fluorescente CLF en duplas aisladas de hepatocitos de rata. Para ello, las duplas fueron pre-tratadas con
tBOOH a las diferentes concentraciones indicadas en el grafico durante 15 min, y luego expuestas a CLF durante
otros 15 min. La AVc de CLF, se expres6 como el porcentaje total de duplas de hepatocitos presentes en el campo
gue mostraron acumulacion de CLF en su vacuola canalicular después de los tratamientos, referidos al valor control
(100%). Se analizaron >50 células en cada grupo (n = 5). Los valores informados representan las medias aritméticas

+ EE. AVc, acumulacion en la vacuola canalicular.

4.4. Efecto de tBOOH sobre la integridad del citoesqueleto de actina

4.4.1. Estudios de “blebbing”

La formacion de protrusiones de membrana (‘blebs” es un marcador preliminar de la
alteracion del citoesqueleto de actina (Gores et al, 1990). Como puede verse en la Fig. 14 A,
las células controles expuestas sélo al solvente de tBOOH, DMSO, mostraron un nivel bajo de
‘blebbing” basal (< 18%), principalmente consistente de ampollas simples y pequefias en la
superficie celular, comparable con valores reportados en la literatura (Nicotera et al, 1986;
Stone et al, 1994; Ahmed-Choudhury et al, 1998; Roma et al, 1998); este “blebbing” basal seria

probablemente debido al dafio de membrana o las alteraciones metabdlicas sufridas durante el
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proceso de aislamiento (digestion excesiva por altos niveles locales de colagenasa, deficiencia
transitoria del suministro de oxigeno, etc.). Contrariamente, el tratamiento con tBOOH indujo
una formacién generalizada de ampollas de membranas, facilmente visibles al microscopio
Optico como multiples protuberancias distribuidas a lo largo de toda la superficie del hepatocito
(“blebbing” de tipo 2) (Fig. 14 B), de manera tal que a concentraciones de tBOOH 500 uM

virtualmente todos los hepatocitos expusieron “blebs” en sus membranas plasméticas.
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Figura 14. (A) Incremento en la formacion de ampollas de membrana inducido por tBOOH. Las células se trataron
durante 15 min con tBOOH (100 pM y 500 puM) o con su vehiculo (DMSO) en los controles. El “blebbing” se
encuentra expresado como el porcentaje de células totales presentes en el campo que presentaron al menos una
protuberancia en su membrana plasmatica. Se analizaron mas de 50 células de cada grupo en 5 ensayos
independientes. Los valores representan la media aritmética + EE. 2, significativamente diferente del control (DMSO)
(p < 0,05); ®, significativamente diferente de tBOOH (100 uM). (B) Imagenes representativas de contraste de fase
gue muestran la extensa formacion de ampollas de membranas inducida por tBOOH, tanto en duplas de hepatocitos

(panel superior) como en células aisladas (panel inferior).

4.4.2. Integridad celular de F-actina

Se estudiaron los cambios estructurales del citoesqueleto de actina inducidos por tBOOH en
un modelo hepatocelular no polarizado (hepatocitos aislados) y en un modelo polarizado
(duplas de hepatocitos), estos Ultimos conducentes a estudiar las alteraciones en su
distribucion subcelular en un sistema que conserva la disposicion del citoesqueleto de actina
del epitelio original.

Para los estudios siguientes, se utiliz6 solamente la concentracion 100 uM de tBOOH, ya
gue a ese valor no se produjeron cambios en la viabilidad, y tanto el estado energético como la
integridad celular permanecieron conservados.

Como puede observarse en la Fig. 15 A, el tratamiento con tBOOH (100 pM) en el
hepatocito aislado genera cambios en la continuidad del anillo de actina, asociados con la
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formacion de protrusiones en la superficie de la membrana plasmética. También pudo
evidenciarse una disminucidn en su espesor, indicada por una apreciable menor intensidad del
anillo de actina. Por su parte, en un célula polarizada tratada con tBOOH, se observa una
extensa redistribucién de F-actina hacia el cuerpo celular y hacia la regién de la membrana
plasmética, que se encuentra en condiciones normales localizado en la zona pericanalicular,

formando un denso cinturdn debajo de la membrana canalicular (Fig. 15 B).
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(% de la fluorescencia total de la dupla)

DMSO tBOOH

Figura 15. Redistribucion del anillo de F-actina frente al tratamiento con tBOOH (100 uM) en (A) hepatocitos
aislados y en (B) duplas aisladas de hepatocitos. Puede observarse la intensa formacion de ampollas de membrana
descripta anteriormente. (C) Cuantificacion mediante andlisis de imagenes de la relacion de intensidades de
fluorescencia pericanalicular-total de F-actina en duplas controles y tratadas con tBOOH (100 uM). El ndmero de
duplas analizadas fue >25, y se obtuvieron de un minimo de 2 preparados. Los valores informados son las medias

aritméticas + EE. 3, significativamente diferente del grupo control DMSO (p < 0,05).

4.5. Mediacion de PKC en las alteraciones inducidas por tBOOH sobre el citoesqueleto
de actina

Como se demostré en el item 4.2, el estrés oxidativo inducido por tBOOH es capaz de
provocar la activacion de PKCa, una isoforma clasica de PKC dependiente de Ca?". Para
evaluar si esta proteina se encuentra involucrada en el dafio hepatocelular inducido por estrés
oxidativo, se analiz6 si diferentes agentes capaces de contrarrestar los efectos de PKC podrian
prevenir las alteraciones al citoesqueleto de actina inducidas por tBOOH.

En la Fig. 16 A, puede observarse claramente como el pre-tratamiento de duplas aisladas de

hepatocitos con los inhibidores panespecificos de PKC H7 y SP previene totalmente la
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formacion de ampollas de membrana inducida por tBOOH. Estos inhibidores mostraron cierto
efecto preventivo aun sobre el ‘blebbing” basal que se genera debido al dafio oxidativo
producido por la re-oxigenacion después de la hipoxia parcial temporaria que sufren los
hepatocitos durante el proceso del aislamiento celular. Similarmente, en la Fig. 17 A, se
observa como la redistribucion de F-actina inducida por tBOOH fue totalmente prevenida por la
inhibicion de PKC.

Debido a que tBOOH induce elevaciones de Ca?* citosdlico (ver Tabla 2), y visto que se
requiere de la accién sinérgica del Ca?* para la activacion de las isoformas clasicas de PKC
(Nishizuka, 1986), analizamos si la activacion mediada por Ca?* de estas isoenzimas de PKC
estaban involucradas en el dafo estructural provocado por tBOOH. Tanto el quelante de Ca?
intracelular BAPTA/AM como el inhibidor especifico de isoformas de PKC dependientes de
Ca?* Go06976 previnieron completamente la formacién de protrusiones (Fig. 16 B) y la
redistribucion de F-actina (Fig. 17 A) inducidas por tBOOH. Por el contrario, ninguno de estos
inhibidores tuvo efecto alguno cuando se administraron solos, en ausencia de tBOOH.

4.6. Rol contrarregulatorio de PKA sobre las alteraciones al citoesqueleto de actina
inducidas por tBOOH

Los caminos de sefalizacion mediados por PKC y PKA a menudo se contrabalancean uno
con el otro para regular respuestas celulares (Yoshimasa et al, 1987; Houslay, 1991). Por lo
tanto, analizamos si la activacién de PKA inducida por el analogo permeable del AMPc DB-
AMPc era capaz de prevenir las modificaciones al citoesqueleto de actina inducidas por
tBOOH. Como se muestra en las Figs. 16 C y 17 A, el pre-tratamiento con DB-AMPc previno
completamente la formacién de protrusiones de membrana y la redistribucién de F-actina en
duplas aisladas de hepatocitos. El efecto preventivo del DB-AMPc se encuentra mediado por la
activacion de PKA, tal como lo indica la falta de proteccion que se observa cuando se pre-
administro el inhibidor de PKA KT5720.
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Figura 16. Incremento en la formacion de ampollas de membrana inducida por tBOOH (100 uM), en ausencia o en
presencia de (A) los inhibidores de PKC H7 (100 uM) y SP (10 uM), (B) el quelante de Ca?* intracelular BAPTA/AM
(20 uM) y el inhibidor de isoformas de PKC dependientes de Ca?* G66976 (2 uM), y (C) el activador de PKA DB-
AMPc (500 uM), este dltimo con y sin pre-tratamiento con el inhibidor de PKA KT5720 (5 pM). Las duplas fueron pre-

tratadas durante 15 min con los moduladores de sefializacion, o sélo con sus vehiculos en los controles, y

subsecuentemente expuestas a tBOOH 100 pM durante otro periodo de 15 min. El “blebbing” se informé como el

porcentaje de duplas totales presentes en el campo que presentaban al menos una ampolla en su membrana

plasmatica. Se analizaron >50 células en cada ensayo independiente, de un total de 5 preparados. Los valores

informados son las medias aritméticas + EE. 2, significativamente diferente del grupo control (DMSO) (p < 0,05); °,

significativamente diferente del grupo tBOOH (p < 0,05); ¢, significativamente diferente del grupo tBOOH+DB-AMPc

(p < 0,05).
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Figura 17. (A) Imégenes de fluorescencia representativas de la localizacion de F-actina, evaluadas por marcado con
FITC-faloidina, y (B) cuantificacion por andlisis de imagenes de la relacion de intensidades de fluorescencia F-actina
total-pericanalicular en duplas controles (DMSOQ) y tratadas con tBOOH (100 uM), en ausencia o en presencia de los
inhibidores panespecificos de PKC H7 (100 uM) y SP (10 pM), el quelante de Ca?* intracelular BAPTA/AM (20 uM) y
el inhibidor de isoformas de PKC dependientes de Ca?* G66976 (2 uM), o el activador de PKA DB-AMPc (500 uM),
este Ultimo con y sin pre-tratamiento con el inhibidor de PKA KT5720 (5 uM). Las fotos pequefias muestran la
topologia de las duplas visualizadas por contraste de fases. Notese que la F-actina, la cual forma un cinturén
alrededor de la vacuola canalicular en las células controles, se redistribuye (particularmente en las areas donde se
forman “blebs”) después de la exposicion a tBOOH, y que ésta desorganizacion es prevenida por los inhibidores de
PKC, por el agente quelante de Ca?*, y por DB-AMPc. Este Ultimo compuesto actuaria via activacion de PKA, ya que
su inhibidor KT5720 anula el efecto protectivo. EI nimero de duplas analizadas fue >25, y fueron tomadas de un
minimo de 2 preparados. Los valores informados son las medias aritméticas + EE. 2, significativamente diferente del
valor control (DMSO) (p < 0,05). ?, significativamente diferente de grupo tBOOH + DB-AMPc (p < 0,05).
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4.7. Reversion del “blebbing” inducido por tBOOH por inhibicion de PKC o activacion de
PKA

En la Fig. 18, se puede ver la progresion temporal de la reversion en la formacion de
protrusiones de membrana inducida por tBOOH provocada por el tratamiento subsiguiente con
H7, G66976 o DB-AMPc. Como puede apreciarse, los patrones de recuperacién obtenidos con
estos compuestos son similares, alcanzando practicamente valores basales a partir de los 40
min en adelante. Los ensayos controles, realizados adicionando DMSO a las duplas de
hepatocitos pre-tratadas con tBOOH, no mostraron atenuacién espontanea del “blebbing”
durante el periodo de tiempo en que se llevd a cabo el experimento. Los moduladores de
sefializaciéon estudiados no tuvieron efectos independientes sobre el “blebbing” basal (Fig. 18,
grafico superior).
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Figura 18. Reversion de la formacién de protrusiones de membrana inducida por tBOOH (100 pM) por el inhibidor
panespecifico de PKC H7 (100 pM), el inhibidor de isoformas Ca?*-dependientes de PKC G66976 (2 uM), o el
analogo permeable de AMPc DB-AMPc (500 uM). Las células fueron pre-incubadas con tBOOH durante 15 min,
evaluandose el ‘blebbing” cada 10 min después de la adicion de los moduladores de sefializacion. La formacion de
ampollas se expresé como el porcentaje de duplas presentes en el campo que mostraron al menos un ‘bleb” en su
membrana plasmatica. Se analizaron >50 células por cada ensayo (n = 5). El “blebbing” basal permanecio
practicamente inalterado a lo largo de la experiencia cuando se agreg6 indistintamente DMSO o los moduladores
(inhibidores/activadores) utilizados, sin la administracion de tBOOH (grafico superior derecho). Los valores

informados son las medias aritméticas + EE.

4.8. Prevencion de la alteraciéon de la integridad de las uniones paracelulares inducida
por tBOOH por inhibicion de PKC y activacion de PKA

Como se ha mencionado anteriormente, niveles bajos de estrés oxidativo causan
alteraciones hepatocanaliculares tempranas en duplas aisladas de hepatocitos relevantes para

la formacion de bilis, que involucran dafios en la permeabilidad de las uniones estrechas
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(Ahmed-Choudhury et al, 1998; Stone et al, 1994). En concordancia con esto, se ha
comprobado, también en duplas de hepatocitos aislados, que la activaciéon de PKC induce la
apertura de la via paracelular (Nathanson et al, 1992; Roma et al, 1998). Debido a que el estrés
oxidativo generado por tBOOH induce la activacibn de PKC (ver item 4.2.), se estudi6 la

relacién existente entre este Ultimo y las alteraciones a la integridad de las uniones estrechas.

4.8.1. Cambios en la distribucion de ZO-1

Como se observa en la Fig. 19 A, ZO-1 muestra una localizacion anormal en las duplas
tratadas con tBOOH. En estas células, la cantidad de ZO-1 en la zona pericanalicular fue muy
baja, observandose una redistribucién de la fluorescencia hacia zonas fuera de esta region.
Esta redistribucién se vio completamente prevenida por los inhibidores de PKC H7 y SP, el
quelante de Ca?" intracelular BAPTA/AM, el inhibidor de isoformas de PKC dependientes de
Ca?* Go06976, y el andlogo permeable de AMPc DB-AMPc. Este ultimo efecto fue
contrarrestado por el pre-tratamiento con el inhibidor de PKA KT5720, indicando que seria esta
proteina quinasa la que media los efectos de AMPc. Ninguno de los moduladores de
sefalizacion utilizados, cuando se administraron individualmente, mostraron efectos
independientes en la localizacion de ZO-1.

En la Fig. 19 B se muestra una evaluacion cuantitativa de la fluorescencia en el area
pericanalicular. Estos resultados coinciden con lo mostrado en las microfotografias ilustrativas
de la Fig. 19 A, en donde se aprecia como tBOOH induce una reduccién en la relacion de
intensidades de fluorescencia pericanalicular-total, indicativa de una redistribucion desde la
zona pericanalicular hacia el resto del cuerpo celular. La inhibicién de PKC, el secuestro de

Ca?"y la activacion de PKA previnieron totalmente este efecto.

A

tBOOH+G066976 tBOOH+BAPTA/AM

tBOOH+H7 tBOOH+DB-AMPc tBOOH+DB-AMPCc+KT5720
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Figura 19. (A) Imégenes de inmunofluorescencia representativas de la localizacion de ZO-1, evaluadas por doble
inmunotincion, y (B) cuantificacion por andlisis de imagenes de la relacion de intensidades de fluorescencia de ZO-1
total-pericanalicular en duplas controles (DMSOQ) y tratadas con tBOOH (100 uM), en ausencia o en presencia de los
inhibidores panespecificos de PKC H7 (100 pM) y SP (10 uM), el quelante de Ca?* intracelular BAPTA/AM (20 uM),
el inhibidor de isoformas de PKC dependientes de Ca?* G66976 (2 uM) o el activador de PKA DB-AMPc (500 uM),
este Ultimo con y sin pre-tratamiento con el inhibidor de PKA KT5720 (5 uM). Las fotos pequefias muestran la
topologia de las duplas, visualizada por contraste de fases. Notese que ZO-1 muestra una localizacion
pericanalicular en las células controles, y que sufre una redistribucion fuera de esta region después de la exposicion
a tBOOH. Esta desorganizacion es prevenida por los inhibidores de PKC, por el agente quelante de Ca?*y por DB-
AMPc. Este ultimo actuaria via activacion de PKA, ya que KT5720, un inhibidor de esa quinasa, anula el efecto
protectivo. El nimero de duplas analizadas fue >25, y fueron tomadas de un minimo de 2 preparados. Los valores
informados son las medias aritméticas + EE. 2, significativamente diferente del valor control (DMSO) (p < 0,05); °,
significativamente diferente del grupo tBOOH + DB-AMPc (p < 0,05).

4.8.2. Pruebas funcionales de la integridad de barrera de las uniones estrechas
paracelulares

Para evaluar la funcion de barrera de las uniones estrechas paracelulares, se determing el
porcentaje de duplas de hepatocitos aisladas capaces de retener en su vacuola canalicular el
analogo fluorescente de sales biliares CLF (prueba de retencién en la vacuola canalicular, RVc)
(Roma et al, 1997). Bajo condiciones normales, el porcentaje de duplas exhibiendo RVc de
CLF fue de 69 + 3%. Como se muestra en la Fig. 20, este valor se redujo significativamente
ante la administracién de tBOOH, indicando que la funcion de barrera de las uniones estrechas
se vio seriamente afectada, provocando la fuga paracelular de los constituyentes biliares al
medio extracelular. Esta caida en el valor de RVc de CLF se previno completamente por el pre-
tratamiento con los inhibidores panespecificos de PKC H7 y SP (Fig. 20 A), el inhibidor de
isoformas de PKC dependientes de Ca?" G066976, el agente quelante de Ca?* BAPTA/AM (Fig.
20 B) y el analogo permeable de AMPc DB-AMPc (Fig. 20 C). El efecto protectivo de DB-AMPc

fue prevenido totalmente por el pre-tratamiento con el inhibidor selectivo de PKA KT5720,
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poniéndose de manifiesto la participacion de PKA en este proceso. Agregados individualmente,

los moduladores de sefalizacion no mostraron efecto alguno.
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Figura 20. Disminucion de la RVc de CLF inducida por tBOOH (100 uM), en ausencia o en presencia de (A) los
inhibidores panespecificos de PKC H7 (100 pM) y SP (10 uM), (B) el quelante de Ca?* intracelular BAPTA/AM
(20 uM) y el inhibidor de isoformas de PKC dependientes de Ca?* G66976 (2 uM), y (C) el activador de PKA
DB-AMPc (500 uM), este ultimo con y sin pre-tratamiento con el inhibidor de PKA KT5720 (5 pM). Las duplas fueron
pre-cargadas con CLF durante 15 min, luego se las traté durante 15 min con los moduladores de sefializacion o sus
vehiculos en las células controles y, finalmente, fueron expuestas a tBOOH durante otros 15 min. La RVc de CLF se
expresd como el porcentaje total de duplas de hepatocitos presentes en el campo que mostraron acumulacion en su
vacuola canalicular del analogo fluorescente de sal biliar después de los tratamientos, referidos al valor control

(100%). Se analizaron >50 células en cada grupo (n = 5). Los valores informados representan las medias aritméticas
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+ EE. 2, significativamente diferente del grupo control (DMSO) (p < 0,05); °, significativamente diferente del grupo
tBOOH (p < 0,05); ¢, significativamente diferente del grupo tBOOH + DB-AMPc (p < 0,05).

4.9. Prevencidn de la internalizacion de Bsep inducida por tBOOH por inhibicién de PKC
y activacion de PKA

Se ha demostrado que el estrés oxidativo inducido por la administracion aguda de agentes
pro-oxidantes, tales como tBOOH (Ahmed-Choudhury et al, 1998) o0 menadiona (Stone et al,
1994), ademés de producir alteraciones al citoesqueleto de actina, inducen fallas en el sistema
de secrecion de sales biliares en duplas de hepatocitos aisladas. Estos efectos fueron
mimetizados por vasopresina, una hormona que activa isoformas de PKC dependientes de
Ca?" en células hepaticas (Roma et al, 1998). Por otra parte, se ha descripto que la
desorganizacion del citoesqueleto de actina produce internalizacién del transportador
canalicular Mrp2 (Rost et al, 1999). Tomados colectivamente, estos indicios previos sugieren
que los tres eventos, a saber: el estrés oxidativo, las alteraciones al citoesqueleto de actinay la
internalizacion del transportador de sales biliares Bsep pueden estar causalmente
relacionados. Para confirmar esta posibilidad, se evaluaron los cambios en la distribucién de
Bsep frente al dafio oxidativo inducido por tBOOH y su prevencién por inhibidores de
Ca?'/PKC.

4.9.1. Cambios en la distribucion intracelular de Bsep

En las microfotografias de fluorescencia mostradas en la Fig. 21 A, se observa la
distribucion tipica de Bsep en duplas de hepatocitos controles y expuestas a tBOOH. Se puede
apreciar que, en las células controles, Bsep se encuentra principalmente expresada en la
membrana canalicular, mientras que, en las duplas tratadas con tBOOH, se produce una
internalizacion de Bsep en vesiculas intracelulares distribuidas en el cuerpo celular. Esta
relocalizacion fue completamente prevenida por los inhibidores panespecificos de PKC H7 y
SP, el inhibidor de isoformas de PKC dependientes de Ca?* G66976, el agente quelante de
Ca?" BAPTA/AM y el analogo permeable de AMPc DB-AMPc (Fig. 21 A). El efecto protectivo de
DB-AMPc se anul6 totalmente por el pre-tratamiento con el inhibidor selectivo de PKA KT5720,
sustentando la mediacion de PKA en este ultimo efecto. Ninguno de estos moduladores de
sefializacibn mostré efectos independientes en la localizacion de Bsep. Una evaluacion
cuantitativa de la fluorescencia asociada a Bsep se muestra en al Fig. 21 B. Estos resultados
se correlacionan totalmente con la descripcion cualitativa de las microfotografias
representativas. Se puede apreciar cémo la redistribucion de Bsep desde la regién canalicular
hacia el cuerpo celular inducida por tBOOH provoca una disminucion de la fluorescencia
asociada, la cual es prevenida completamente por inhibicion de PKC (isoformas clésicas

dependientes de Ca?*), secuestro de Ca?*y activacion de PKA.
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Figura 21. (A) Imégenes de inmunofluorescencia representativas de la localizacién de Bsep, evaluadas por doble
inmunomarcado, y (B) cuantificacién por andlisis de imégenes de la relacion de intensidades de fluorescencia de
Bsep total-canalicular en duplas controles (DMSO) y tratadas con tBOOH (100 pM), en ausencia 0 en presencia de
los inhibidores panespecificos de PKC H7 (100 uM) y SP (10 puM), el quelante de Ca?* intracelular BAPTA/AM
(20 uM) y el inhibidor de isoformas de PKC dependientes de Ca?* G66976 (2 uM), o el activador de PKA DB-AMPc
(500 pM), con y sin pre-tratamiento con el inhibidor de PKA KT5720 (5 puM). Las fotos pequefias muestran la
topologia de las duplas visualizadas por contraste de fases. Notese que Bsep muestra una localizacion
predominantemente canalicular en las células controles, sufriendo una extensa internalizacién desde la membrana
canalicular hacia estructuras pseudo-vesiculares ubicadas en el interior del cuerpo celular después de la exposicién
a tBOOH; esto fue acompafiado por la ya descripta formacién de protrusiones de membrana. Ambos fendmenos
fueron completamente prevenidos por los inhibidores de PKC, por el agente quelante de Ca?* y por DB-AMPc. Este
ultimo, ejerceria sus efectos via activacion de PKA, ya que su inhibidor KT5720 anula el efecto protectivo. El nimero
de duplas analizadas fue >25, tomadas de un minimo de 2 preparados. Los valores informados son las medias
aritméticas * EE. 2, significativamente diferente del valor control (DMSO) (p < 0,05); ?, significativamente diferente del
grupo tBOOH + DB-AMPc (p < 0,05).
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4.9.2. Actividad de transporte de Bsep

La funcion secretora de Bsep se evalud a través de la determinacién de la proporcion de
duplas de hepatocitos aisladas capaces de acumular en su vacuola canalicular el analogo
fluorescente de sales biliares CLF (prueba de acumulacién en la vacuola canalicular, AVc)
(Ahmed-Choudhury et al, 1998; Roma et al, 1998). Esta sal biliar fluorescente no es
transportada por otros transportadores canaliculares alternativos de sales biliares como Mrp2
(Mills et al, 1999) (la cual transporta sales biliares bipolares como las conjugadas con acido
glucurdnido o sulfato), y puede, por lo tanto, considerarse un sustrato selectivo de Bsep.

En condiciones controles, el porcentaje de duplas exhibiendo AVc de CLF fue de 72 + 2%.
Como se muestra en la Fig. 22, este valor se redujo significativamente ante la administracion
de tBOOH, indicando que la actividad de transporte de Bsep se vio seriamente afectada. Esta
caida en el valor de AVc de CLF se previno completamente por el pre-tratamiento con los
inhibidores panespecificos de PKC H7 y SP (Fig. 22 A), el inhibidor de isoformas de PKC
dependientes de Ca?* G66976, el agente quelante de Ca?* BAPTA/AM (Fig. 22 B) y el analogo
permeable de AMPc DB-AMPc (Fig. 22 C). El efecto protectivo de DB-AMPc se vio
contrarrestado totalmente por el pre-tratamiento con el inhibidor selectivo de PKA KT5720,
poniéndose asi de manifiesto la participacion de PKA. Agregados individualmente, los

moduladores de sefalizacién no mostraron efecto alguno.
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Figura 22. Disminucion de la AVc de CLF inducida por tBOOH (100 uM), en ausencia o en presencia de (A) los
inhibidores panespecificos de PKC H7 (100 pM) y SP (10 uM), (B) el quelante de Ca?" intracelular BAPTA/AM
(20 uM) y el inhibidor de isoformas de PKC dependientes de Ca?* G66976 (2 uM), y (C) el activador de PKA
DB-AMPc (500 pM), este dltimo con y sin pre-tratamiento con el inhibidor de PKA KT5720 (5 pM). Las duplas se pre-
trataron durante 15 min con los moduladores de sefializacién, o con sus vehiculos en las células controles. Luego,
las células fueron expuestas a tBOOH durante otro periodo de 15 min. Finalmente, se las expuso a CLF durante un
periodo adicional de 15 min. La AVc de CLF se expresé como el porcentaje total de duplas de hepatocitos presentes
en el campo que mostraron acumulacién de CLF en su vacuola canalicular después de los tratamientos, referidos al
valor control (100%). Se analizaron >50 células en cada grupo (n = 5). Los valores informados representan las
medias aritméticas + EE. 2, significativamente diferente del grupo control (DMSO) (p < 0,05); °, significativamente
diferente del grupo tBOOH (p < 0,05); ¢, significativamente diferente del grupo tBOOH + DB-AMPc (p < 0,05).
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4.9.3. Reversion en las alteraciones de la actividad de transporte de Bsep inducidas por
tBOOH

En la Fig. 23, puede observarse la reversion de la disminucién de la AVc de CLF inducida
por tBOOH, provocada por el tratamiento subsiguiente con H7, G66976 o DB-AMPc. Los
patrones de recuperacion obtenidos con estos compuestos son similares, alcanzandose
practicamente valores basales a partir de los 40-50 min en adelante. Los ensayos controles,
realizados adicionando sucesivamente DMSO a las duplas de hepatocitos pre-tratadas con
tBOOH, no mostraron recuperacion espontanea de la AVc de CLF durante el periodo de tiempo

en que se llevo a cabo el experimento.

tBOOH
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Figura 23. Reversion de la injuria hepatocelular inducida por tBOOH (100 puM) por el inhibidor panespecifico de PKC
H7 (100 pM), el inhibidor de isoformas de PKC dependientes de Ca?"* G66976 (2 uM) o el analogo permeable de
AMPc DB-AMPc (500 pM). Las células fueron pre-incubadas con tBOOH durante un periodo de 15 min, después del
cual se agregd CLF y se permiti6 su acumulacién durante otro periodo de 15 min. Luego, se removi6 el tBOOH e,
inmediatamente, se agregaron los moduladores de sefializaciébn ensayados. El porcentaje de acumulacion
canalicular de CLF (AVc de CLF) se midié cada 10 min durante un periodo total de 60 min, expresandose como el
porcentaje de duplas presentes en el campo que mostraban al andlogo de sal biliar fluorescente en su vacuola
canalicular, referido a los valores controles. Se analizaron >50 células por cada ensayo (n = 5). Los valores

informados son las medias aritméticas + EE.

4.10. Efecto de los moduladores de sefializacién sobre la generacion de estrés oxidativo
y el aumento en los niveles de Ca?" inducidos por tBOOH

Al menos conceptualmente, los fendmenos de prevencion/reversion registrados luego de la
inhibicion de PKC o la activacion de PKA pueden haberse producido como consecuencia de un
efecto de los moduladores de sefializacion a nivel de la produccion de radicales libres

originados por el metabolismo de tBOOH, en lugar de una modulacion de los efectos de dichos
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radicales libres cascada abajo de su generacion. Para descartar este artefacto, evaluamos si
los mismos afectaban a la produccién intracelular de ROS inducida por tBOOH, asi como sus
dos méas notables consecuencias, a saber: el incremento en la peroxidacion lipidica y el
aumento en los niveles citosélicos de Ca?*.

Como puede verse en la Fig. 24, la capacidad de tBOOH 100 uM para incrementar la
formacion de ROS (evaluada a través de la conversion dependiente de ROS del compuesto 2'-
7'—diclorofluorescina diacetato en 2’-7'—diclorofluoresceina), la lipoperoxidacion lipidica y los
niveles de Ca?* intracelulares no fue significativamente afectada por los inhibidores de PKC, o
por el activador de PKA DB-AMPc. Tampoco se registraron cambios en la fluorescencia
asociada a la 2’-7'—diclorofluoresceina en condiciones controles luego de la administracién de
los moduladores de sefializacién en forma individual; ésto nos permite descartar la existencia
de cambios en la capacidad de captacién de la sonda fluorescente por los hepatocitos, o en su
conversioén intracelular debida a algun efecto provocado por estos moduladores, hecho que
podria introducir un artefacto en los resultados.

Similarmente, y a pesar de que el pre-tratamiento con BAPTA/AM anulé el incremento de
Ca?" citosodlico inducido por los ROS, ni la formaciébn de especies reactivas ni la
lipoperoxidacion inducida por tBOOH se vieron atenuadas por el agente quelante de Ca?* (Fig.
24).
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Figura 24. Efecto de la inhibicion panespecifica de PKC con H7 (100 puM) o SP (10 puM), la inhibiciéon de las
isoformas de PKC dependientes de Ca®* con G66976 (2 uM), el secuestro de Ca?* citosélico con BAPTA/AM
(20 pM) o la activacion de PKA con DB-AMPc (500 uM) en (A) la formacion de ROS, (B) la peroxidacion lipidica y
(C) las elevaciones de Ca?* intracelular inducidas por tBOOH (100 puM). La formacion de ROS se determind

fluorométricamente a través de la conversién dependiente de ROS de la sonda fluorescente 2°-7"-diclorofluoresceina

a partir de su compuesto parental no fluorescente 2"-7"-diclorofluorescina diacetato. La peroxidacién lipidica se

evalud a través de la formacién de MDA dependiente de ROS. Los niveles de Ca?* intracelular se determinaron

fluorométricamente utilizando Fura-2/AM como sonda fluorescente. Los valores informados representan las medias

aritméticas + EE. 2, significativamente diferente del grupo control (DMSO) (p < 0,05). N.D., no detectado.

4.11. Efecto de los moduladores de sefalizacion sobre el componente de estrés

oxidativo de origen mitocondrial inducido por tBOOH

El tBOOH induce estrés oxidativo no solamente por la generacién de radicales libres

producto de su metabolismo sino, ademas, generando la formacion de poros de transicion de

permeabilidad mitocondrial (PTPM), con la subsiguiente liberacién de electrones de la cadena

respiratoria al citosol (Nieminen et al, 1995). La formacion de PTPM inicia un circulo vicioso que

contribuye a la perpetuacién del dafio oxidativo, ya que exacerba la produccién de ROS de

origen mitocondrial (Lemasters et al, 1999). Como consecuencia, este fenémeno conduce a la

muerte celular por necrosis o apoptosis, dependiendo del nimero de mitocondrias afectadas

(Lemasters et al, 1999). Las elevaciones de Ca?" secundarias al estrés oxidativo debidas a la

lipoperoxidacién y posterior inhibicion de la bomba de Ca?* en microsomas, mitocondrias y

membrana plasmatica (Pascoe y Reed, 1989) producen sobrecarga de Ca?" mitocondrial, el

cual cumple un papel facilitador de la formacion de PTPM inducida por los ROS en hepatocitos

(Byrne et al, 1999). Los mecanismos moleculares involucrados en este fenOmeno contintan

aun siendo especulativos. Por este motivo, resulté de interés investigar si, en nuestro modelo

de estudio, tBOOH es capaz de generar la apertura de PTPM, y si este efecto es facilitado por
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el Ca?*. De esta manera, se pretende avanzar en el entendimiento de las vias de sefializacién
involucradas cascada abajo de este ion.

4.11.1. Dosis-dependencia de la generacion de PTPM inducida por tBOOH y su efecto
sobre los niveles de lipoperoxidacién

La generacion de estrés oxidativo secundaria a la formacién de PTPM inducida por tBOOH
requiere de la accion facilitadora de la elevacion de Ca?* mitocondrial (Nieminen et al, 1995).
Este efecto no se puso de manifiesto a bajas dosis de tBOOH (100 uM), ya que el quelante de
Ca?* intracelular BAPTA/AM no modificé la capacidad de tBOOH para inducir la elevacion de
MDA (ver item 4.9). Dado que, al menos conceptualmente, la generacion de PTPM es
dependiente de la dosis de tBOOH, dicho fendmeno puede no ser significativo a bajas dosis,
explicando la falta de efecto de los moduladores de Ca?" sobre el estrés oxidativo inducido por
tBOOH a dosis bajas (100 uM; Fig. 24 C). Existe, por lo tanto, la posibilidad de que dicho efecto
regulatorio pueda ponerse de manifiesto a dosis mayores, capaces de inducir en mayor
extension la formacién de PTPM. Para ello, se corroboré primero la dependencia con la dosis
de tBOOH de la generaciéon de PTPM y su asociacion con las elevaciones de los niveles de
lipoperoxidacién utilizando CsA (5-20 uM) como inhibidor especifico de PTPM; toda atenuacién
de los cambios en el Aym y la lipoperoxidacion inducida por CsA puede atribuirse a la
participaciéon de PTPM en dichos fendbmenos. Como puede observarse en la Fig. 25, CsA
efectivamente previno, aunque parcialmente, la despolarizacibn mitocondrial y la
lipoperoxidacién inducida por tBOOH 500 pM. Estos datos claramente indican que parte del
estrés oxidativo inducido por tBOOH a altas dosis es secundario a la formacion de PTPM.
Debido a que 5 uM de CsA fue la minima concentracion con la que se obtuvo el maximo efecto,

se continuaron los estudios a esta dosis.
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Figura 25. Efecto de tBOOH a diferentes dosis sobre: (A) la formacion de PTPM (evaluada a través del cambio en el
porcentaje de despolarizacion mitocondrial, AWYm) y (B) la subsecuente lipoperoxidacion (LPO, evaluada a través de
la formacién dependiente de ROS de MDA), en presencia o en ausencia del inhibidor de PTPM, CsA (5 pM). Las
células se pre-trataron durante 15 min con CsA (5 uM), o con su vehiculo (DMSO) en los controles. Luego, las
células fueron expuestas a tBOOH durante otro periodo de 15 min. Los valores reportados son las medias
aritméticas + EE. 2, significativamente diferente del grupo control (DMSO) (p < 0,05); ®, significativamente diferente
del grupo tBOOH 500 uM (p < 0,05).

Nos propusimos, por lo tanto, estudiar en tales condiciones el efecto de BAPTA/AM sobre la
generacion de estrés oxidativo dependiente de PTPM.

4.11.2. Papel del Ca?*" en la generacion de estrés oxidativo de origen mitocondrial
inducido por tBOOH

Como se comentd anteriormente, las elevaciones de Ca?* que ocurren bajo condiciones de
estrés oxidativo producen sobrecarga de Ca?* mitocondrial, el cual cumple un papel facilitador
de la formacién de PTPM inducida por ROS en hepatocitos (Byrne et al, 1999). Debido a que el
tratamiento de hepatocitos aislados con tBOOH 500 uM aument6 significativamente los niveles
de Ca?* citosdlicos (ver Tabla 2), evaluamos si, en nuestro modelo experimental, se ponia de
manifiesto el rol facilitador del mismo en la formacién de PTPM y en la generacién de estrés
oxidativo. Puesto que la generacion de PTPM resulta en la disipacién del potencial
transmembrana mitocondrial (Aym), los cambios en el mismo son un parametro subrogado de
PTPM, posibilitando asi su cuantificacion. Como se observa en la Fig. 26, el pre-tratamiento de
hepatocitos aislados de rata con BAPTA/AM (50 uM) previno significativamente, y a niveles
similares a los alcanzados con CsA (5 puM), el cambio en el Aym y en la lipoperoxidacion,
indicando que, efectivamente, la apertura de PTPM generada por tBOOH (500 uM) es facilitada
por las elevaciones de Ca?* intracelular. La prevencion parcial de este efecto es compatible con
la existencia de dos fuentes de produccién de radicales libres a partir de tBOOH: una debida a
su propia metabolizacion hepatocelular (a radicales libres alcoxilo y peroxilo) y otra secundaria
a la fuga de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial por la formacién de PTPM
inducida por el agente pro-oxidante. Solamente este segundo componente oxidativo, generado
via PTPM, es dependiente de Ca?" vy, por ende, prevenido por CsA (inhibidor de PTPM) y
BAPTA (quelante de Ca?).

67



Capitulo 4 Resultados

A a
90 a g B i
- T g ']\
© 807 = J
= AN % 7 LPO PTPM-
S 701 ab | AWm PTPV- S 6 dependiente
8 T dependiente 2 ab \l/
2 601 '
£ A v _— 2 51 A Caf
=— N s £ Ny
) <
S a 4
g 40 \ = \
3 g 3
o 307 P \
=3 2 2.
% 201 \ 8 T \
£ 10/ = 4 \
0 N 0 A
tBOOH tBOOH DMSO tBOOH tBOOH
500 uM 500 uM 500 M 500 uM
+ +
BAPTA BAPTA
C

Control

Figura 26. Efecto del pre-tratamiento de hepatocitos aislados con el quelante de Ca?* intracelular BAPTA/AM
(BAPTA,; 50 puM) sobre: (A) la formacion de PTPM inducida por tBOOH 500 pM (evaluada a través del cambio en el
porcentaje de despolarizacion mitocondrial, AWm, utlizando tetra-metil-rodamina metil éster como sonda
fluorescente), y (B) la subsecuente lipoperoxidacion (LPO, evaluada a través de la formacion de MDA dependiente
de ROS). Las células pre-cargadas con la sonda fluorescente se pre-trataron durante 15 min con BAPTA/AM
(50 uM), o con su vehiculo (DMSO) en los controles. Luego, las células fueron expuestas a tBOOH durante otro
periodo de 15 min. La linea de puntos marca el valor de corte de la inhibicién obtenida en ambos parametros ante el
pre-tratamiento con el inhibidor de PTPM CsA (5 M). Los valores reportados son las medias aritméticas + EE.
a  significativamente diferente del grupo control (DMSO) (p < 0,05); ?, significativamente diferente del grupo tBOOH
500 uM (p < 0,05). (C) Microfotografias de fluorescencia mostrando los cambios en el contenido celular de la sonda
fluorescente sensible a modificaciones del potencial mitocondrial inducido por tBOOH. Nétese que la sonda
fluorescente se encuentra retenida principalmente en la mitocondria en condiciones controles. tBOOH induce
cambios en el AWYm, un parametro subrogado de PTPM, lo cual genera la pérdida del fluoréforo retenido
electroforéticamente en la mitocondria, causando finalmente el eflujo celular de la sonda. Tanto el pre-tratamiento de
los hepatocitos con CsA como con BAPTA/AM previnieron de manera similar los cambios en el Aym inducidos por
tBOOH.

4.12. Mediadores involucrados en el efecto facilitador del Ca?" en la generaciéon de estrés
oxidativo de origen mitocondrial inducido por tBOOH

Con el objetivo de avanzar en el entendimiento de las vias de sefializacion cascada abajo
del Ca?* involucradas en la generacién de estrés oxidativo dependiente de PTPM, evaluamos la

participacion de diferentes moduladores de sefalizacion cuya activacion se encuentra regulada
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por Ca?'. Entre los posibles mediadores intracelulares, investigamos la participacion de
isoformas clasicas de PKC dependientes Ca?*, de calpainas (cisteinas proteasas dependientes

de Ca?") y del complejo Ca?*-calmodulina (CaM).

4.12.1. Proteina quinasa C (PKC)

En el item 4.2., se demostré que el pre-tratamiento de hepatocitos con tBOOH induce la
activacion de isoformas clasicas de PKC. Al estudiar su participacion como mediadora en el
estrés oxidativo de origen mitocondrial inducido por tBOOH, observamos que el pre-tratamiento
de los hepatocitos con el inhibidor panespecifico de PKC estaurosporina (SP), o su activador
forbol miristato acetato (PMA), no indujo cambios significativos en el porcentaje de
despolarizacién mitocondrial ni en la lipoperoxidacion asociada, permitiéndonos concluir que

PKC no se encuentra involucrada en la regulacion de estos efectos (Fig. 27).
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Figura 27. Efecto del pre-tratamiento de hepatocitos aislados con el inhibidor panespecifico de PKC SP (10 uM), o
con su activador PMA (1 uM) sobre: (A) la formacion de PTPM inducida por tBOOH 500 pM (evaluada a través del
cambio en el porcentaje de despolarizacion mitocondrial, AWm, utilizando tetra-metil-rodamina metil éster como
sonda fluorescente), y (B) la subsecuente lipoperoxidacion (LPO, evaluada a través de la formacion de MDA
dependiente de ROS). Las células pre-cargadas con la sonda fluorescente se pre-trataron durante 15 min con los
moduladores de sefializacion, o con sus vehiculos en los controles. Luego, las células fueron expuestas a tBOOH
durante otro periodo de 15 min. Los valores reportados son las medias aritméticas + EE. &, significativamente
diferente del grupo control (DMSO) (p < 0,05).

4.12.2. Calpainas

Las calpainas representan una familia de cisteina proteasas dependientes de Ca?" que
estan asociadas con la muerte celular por apoptosis. Actian a nivel de la proteina Bax,
permitiendo que interaccione con componentes del PTPM para favorecer la liberacion de
citocromo ¢ (ver Fig. 5) (Narita et al, 1998; Hajndczky et al, 2000; Kroemer y Red, 2000). Al
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estudiar la participacién de calpainas como mediadoras de la generacion de estrés oxidativo de
origen mitocondrial, observamos que el pre-tratamiento de hepatocitos con dos de sus
inhibidores N-acetil-L-leucil-L-leucil-L-norleucina (ALLN) 6 leupeptina (Leu) no mostré cambios
significativos en el porcentaje de despolarizacibn mitocondrial ni en la lipoperoxidacion
asociada producidas por tBOOH (500 uM), permitiéndonos concluir que estas proteasas

tampoco se encuentran involucradas en la regulacion de estos fenbmenos (Fig. 28).

T N7
N7 . \ 7
X7

Figura 28. Efecto del pre-tratamiento de hepatocitos aislados con los inhibidores de calpainas ALLN (50 pM) o Leu
(100 pM) y la subsiguiente administracion de tBOOH (500 puM) sobre: (A) la formacion de PTPM (evaluada a través
del cambio en el porcentaje de despolarizacion mitocondrial, AWm, utilizando tetra-metil-rodamina metil éster como
sonda fluorescente), y (B) la subsecuente lipoperoxidacion (LPO, evaluada a través de la formacion de MDA
dependiente de ROS). Las células pre-cargadas con la sonda fluorescente se pre-trataron durante 15 min con los
moduladores de sefializacion, o con sus vehiculos en los controles. Luego, las células fueron expuestas a tBOOH
durante otro periodo de 15 min. Los valores reportados son las medias aritméticas + EE. 2, significativamente
diferente del grupo control (DMSO) (p < 0,05).

4.12.3. Calmodulina (CaM)

Otro posible modulador del dafio mitocondrial dependiente de Ca?" que ocurre bajo
condiciones de estrés oxidativo es la CaM. Esta proteina une Ca?*, formando un complejo que
se encuentra involucrado en distintas funciones celulares a través de la activacion de enzimas
dependientes de CaM, tales como quinasa Il dependiente de CaM (CaMKIll), 6xido nitrico
sintasa y calcineurina (Colbran, 2004).

Como se observa en la Fig. 29, al inhibir la formacion del complejo CaM mediante el pre-
tratamiento de hepatocitos aislados con dos antagonistas de la formacién del complejo Ca?*-
CaM, W7 o trifluoperazina (TFP), se previno la despolarizacion mitocondrial y la
lipoperoxidacion al mismo nivel que el obtenido pre-tratando separadamente los hepatocitos

con el inhibidor de PTPM CsA (Fig. 29). La inhibicion parcial de estos efectos deletéreos es
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compatible con la existencia de dos fuentes de produccion de radicales libres a partir de
tBOOH: una debida a su propia metabolizacién hepatocelular (a radicales libres alcoxilo y
peroxilo), y otra secundaria a la fuga de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial
debida a la apertura de PTPM inducida por el agente pro-oxidante. Solamente este segundo
componente es sujeto a regulacion dependiente de Ca?*, tal como lo demuestra el hecho que la
formacion de PTPM fue bloqueada por el antagonista de CaM W7 en la misma extension que lo
hizo el inhibidor de PTPM CsA, sugiriendo absoluta dependencia de este fendmeno con la
formacion del complejo CaM. La no existencia de efectos sumatorios en la prevencion de estos
procesos, como lo indica el pre-tratamiento conjunto de los hepatocitos con W7 y CsA, nos
permitié confirmar esta presuncion (Fig. 29).
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Figura 29. Efecto del pre-tratamiento de hepatocitos aislados con los inhibidores de CaM, W7 (100 uM) o TFP
(10 uM), y con el inhibidor de PTPM CsA (5 uM) sobre: (A) la formacién de PTPM inducida por tBOOH 500 pM
(evaluada a través del cambio en el porcentaje de despolarizacion mitocondrial, A¥Ym, utilizando tetra-metil-rodamina
metil éster como sonda fluorescente), y (B) la subsecuente lipoperoxidacion (LPO, evaluada a través de la formacion
de MDA dependiente de ROS). Las células pre-cargadas con la sonda fluorescente se pre-trataron durante 15 min
con los moduladores de sefializacion, o con sus vehiculos en los controles. Luego, las células fueron expuestas a
tBOOH durante otro periodo de 15 min. Los valores reportados son las medias aritméticas + EE. 2, significativamente
diferente del grupo control (DMSO) (p < 0,05); b, significativamente diferente del grupo tBOOH 500 uM (p < 0,05). (C)

Cambios en el contenido celular de la sonda fluorescente sensible a modificaciones del potencial mitocondrial, tetra-
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metil-rodamina metil éster, inducidos por tBOOH. Notese que la sonda fluorescente se encuentra retenida
principalmente en la mitocondria en condiciones controles. tBOOH induce cambios en el AWm, un parametro
subrogado de PTPM, que genera la pérdida del fluoréforo contenido en la mitocondria, causando el eflujo celular de
la sonda. Tanto el pre-tratamiento de los hepatocitos con CsA como con W7 previno de manera similar los cambios
en el Aym inducidos por tBOOH.

4.13. Mediadores del efecto facilitador de CaM en la generacién de estrés oxidativo de
origen mitocondrial inducido por tBOOH

CaM es una proteina ubicua que se encuentra en higado, principalmente, en el citoplasma,
el nicleo y la membrana plasmatica (Harper et al, 1980). A su vez, la mitocondria contiene CaM
en la membrana interna y la matriz mitocondrial (Hatase et al, 1985), asi como numerosas
proteinas de uniéon a CaM (Itano et al, 1986), como la fosfatasa dependiente de Ca?/CaM
calcineurina (Rusnak y Mertz, 2000). Por lo tanto, para avanzar en la caracterizacion de los
moduladores de sefalizacién involucrados cascada abajo de CaM, evaluamos la participacion
en la formacién de PTPM y en la generacion de ROS de origen mitocondrial de dos proteinas
dependientes de CaM: calcineurina (de localizacion mitocondrial) y proteina quinasa Il

dependiente de Ca?*-CaM (CaMKII, de localizacioén citosélica).

4.13.1. Calcineurina

Esta serina/treonina fosfatasa dependiente CaM, desfosforila a la proteina Bad, facilitando
su translocacion a la mitocondria en donde ejerce efectos regulatorios sobre la muerte celular
apoptotica vinculados con la formacién de PTPM (ver Fig. 5) (Wang et al, 1999; Hajnéczky et
al, 2000). Para estudiar su posible rol regulatorio en la generacion de estrés oxidativo
dependiente de PTPM, se evalu6, en hepatocitos aislados, el porcentaje de despolarizacion
mitocondrial (como parametro subrogado de PTPM) y la lipoperoxidacion inducidos por tBOOH
en presencia del inhibidor especifico de calcineurina tracolimus (FK506).

Como se puede observar en la Fig. 30, no se observaron cambios significativos en los
pardmetros evaluados ante la inhibicion de calcineurina. Incidentalmente, esta ausencia de
efecto de FK506 permite confirmar que la prevencion en la formacion de PTPM y en la
peroxidacion lipidica observada frente al pre-tratamiento de los hepatocitos con CsA no es
debida a su conocido efecto inhibitorio sobre la actividad fosfatasa de la calcineurina
(Hemenway y Heitman, 1999), sino a su capacidad para contrarrestar la formaciéon de PTPM
(Bernardi, 1996).
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Figura 30. Efecto del pre-tratamiento de hepatocitos aislados con el inhibidor de calcineurina FK506 (1 pM) sobre,
(A) la formacion de PTPM inducida por tBOOH 500 pM (evaluada a través del cambio en el porcentaje de
despolarizacion mitocondrial, AWYm, utilizando tetra-metil-rodamina metil éster como sonda fluorescente), y (B) la
subsecuente lipoperoxidacion (LPO, evaluada a través de la formacion de MDA dependiente de ROS). Las células
pre-cargadas con la sonda fluorescente se pre-trataron durante 15 min con FK506, o con su vehiculo (DMSO) en los
controles. Luego, las células fueron expuestas a tBOOH durante otro periodo de 15 min. Los valores reportados son
las medias aritméticas + EE. 2, significativamente diferente del grupo control (DMSO) (p < 0,05).

4.13.2. Proteina quinasa Il dependiente de CaM (CaMKII)

Al evaluar la participacién en la formacién de PTPM y en la generaciéon de ROS de origen
mitocondrial de la proteina CaMKII, observamos que, efectivamente, al inhibir esta quinasa con
KN-62, prevenimos totalmente el dafio mitocondrial, a niveles comparables a los obtenidos con
el inhibidor de PTPM CsA (Fig. 31).
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Figura 31. Efecto del pre-tratamiento de hepatocitos aislados con el inhibidor de CaMKIl KN-62 (10 uM) sobre: (A) la
formacién de PTPM inducida por tBOOH 500 uM (evaluada a través del cambio en el porcentaje de despolarizacion
mitocondrial, AWm, utilizando tetra-metil-rodamina metil éster como sonda fluorescente), y (B) la subsecuente
lipoperoxidacion (LPO, evaluada a través de la formacion de MDA dependiente de ROS). Las células pre-cargadas
con la sonda fluorescente se pre-trataron durante 15 min con KN-62, o con su vehiculo (DMSO) en los controles.
Luego, las células fueron expuestas a tBOOH durante otro periodo de 15 min. Los valores reportados son las medias
aritméticas + EE. 2, significativamente diferente del grupo control (DMSO) (p < 0,05). ®, significativamente diferente
del grupo tBOOH 500 pM (p < 0,05). (C) Cambios en el contenido celular de la sonda fluorescente sensible a
modificaciones del potencial mitocondrial, tetra-metil-rodamina metil éster, inducidos por tBOOH. Nétese que la
sonda fluorescente se encuentra retenida principalmente en la mitocondria en condiciones controles. tBOOH induce
cambios en el AWm, un parametro subrogado de PTPM, que genera la pérdida del fluor6foro contenido en la
mitocondria, causando finalmente el eflujo celular de la sonda. Tanto el pre-tratamiento de los hepatocitos con CsA
como con KN-62 previnieron, de manera similar, los cambios en el Aym inducidos por tBOOH.

Estos resultados nos permiten concluir que el efecto facilitador del Ca?* en la formacion de
PTPM y en la lipoperoxidacién de origen mitocondrial inducida por tBOOH (500 uM) dependen
de la formacion del complejo CaM, via activacibn de CaMKIl, regulando un proceso de

exacerbacién/preservacion del dafio oxidativo.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el presente trabajo tesis, se caracterizaron alteraciones estructurales y funcionales
inducidas por estrés oxidativo sobre el sistema secretor hepatobiliar y la integridad mitocondrial,
determinandose la existencia de una regulacion mediada por desbalances de sefializacion
intracelular en el dafio oxidativo hepatico. Estos resultados aportan nuevas evidencias sobre cémo
las especies reactivas del oxigeno son capaces de actuar como segundos mensajeros
intracelulares, regulando procesos fisiologicos y fisiopatologicos (Kamata y Hirata, 1999). Este
concepto permite imaginar un futuro terapéutico mas amplio, potencialmente dirigido al re-
establecimiento del balance entre los diferentes caminos de sefializacion celular alterados por el
estrés oxidativo, complementario al dirigido a controlar la generacién de los radicales libres.

5.1. Caracterizacion del estrés oxidativo inducido por tBOOH en células hepaticas

Existen diversos modelos experimentales que han sido desarrollados con el objetivo de
profundizar la comprension de los mecanismos de dafio celular inducidos por estrés oxidativo. En
particular, se destaca el empleo de compuestos quimicos capaces de generar radicales libres del
oxigeno una vez administrados y metabolizados. Entre ellos, se encuentran compuestos del tipo
de los hidroperéxidos sintéticos, tales como el tert-butil hidroperéxido (tBOOH) utilizado en este
estudio, cuyo metabolismo, mediado principalmente por CYP-450, conduce a la formacion de
radicales libres alcoxilo y peroxilo de alta reactividad hacia membranas y otros componentes
celulares (Ahmed-Choudhury et al, 1998). Utilizando esta clase de compuestos pro-oxidantes, se
ha demostrado que la induccion de estrés oxidativo produce alteraciones hepatocelulares
variables, dependiendo de la duracién e intensidad del mismo.

En este trabajo, se caracterizd, como primer paso, el dafio oxidativo producido por tBOOH en
hepatocitos, administrando el compuesto a dos concentraciones. A la dosis mas baja (100 uM), se
observd un incremento en la produccién de ROS, lo cual fue demostrado utilizando dos
metodologias diferentes: i) la generacion de especies reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS) v ii)
el ensayo fluorescente con 2°-7’-diclorofluorescina diacetato (ver Tabla 2). Si bien el dafio
oxidativo generado con esta dosis del agente pro-oxidante fue moderada, resulté suficiente para
elevar significativamente los niveles de Ca?* citosélico (ver Tabla 2) e inducir la translocacién a la
membrana celular de la isoforma de PKC dependiente de Ca?*, PKCa., un fenémeno asociado a
su activacion (Newton, 2001) (ver Fig. 12). Sin embargo, no se observaron cambios mensurables
en la viabilidad celular (ensayo de azul tripan), en la liberacion de la enzima citosoélica LDH, en el
contenido total de ATP, en los niveles intracelulares de GSHt ni en la relacion GSSG/GSHt (ver
Tabla 2), un patron de cambios compatible con el establecimiento de condiciones pro-oxidantes
leves. Estos dos ultimos resultados pueden ser explicados por el hecho que, en estas condiciones,
el GSSG formado puede ser reconvertido totalmente a GSH via la enzima glutation reductasa,

lo cual previene, a su vez, tanto la pérdida de GSHt por exportacion del GSSG celular formado
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como las alteraciones en la relacion GSSG/GSHt (Dickinson y Forman, 2002). En cambio, frente
a un estimulo oxidativo mas enérgico, como el alcanzado con la dosis de tBOOH mas alta (500
UM), todos estos parametros, con excepcion de los niveles de ATP, se vieron fuertemente
afectados (ver Tabla 2). Estos efectos se encuentran causalmente asociados a la disfuncion
mitocondrial que precede a la muerte celular, ocasionada por la generacion de PTPM (ver Fig. 25),
y son compatibles con estudios previos que demuestran que tBOOH es capaz de provocar muerte
celular necro-apoptética en hepatocitos, con liberacién de citocromo c, pérdida de la polaridad de
la membrana mitocondrial y establecimiento de PTPM (Haidara et al, 2002; Lemasters et al, 1999).
Por otro lado, la notable conservacion del contenido de ATP a tBOOH 500 uM, a pesar de verse
alterada la funcion mitocondrial, es congruente con lo reportado por Buc-Calderon y col. (1991),
quienes observaron que los niveles de ATP no se modificaban durante la incubacion de
hepatocitos sometidos a un amplio rango de concentraciones de tBOOH, a pesar de registrase un
aumento de la liberacién de LDH y una disminucion progresiva del contenido de glucégeno. Este
ultimo resultado sustenta la posibilidad de que, en nuestra condicién experimental mas extrema
(exposicion de 15 min a tBOOH 500 uM), los niveles de ATP puedan haber sido recuperados por

glicdlisis (Lemasters y Nieminen, 1997).

5.2. Alteraciones de la organizacion y la funcién secretora hepatocanalicular inducidas por
tBOOH

Estudios previos utilizando una variedad de agentes pro-oxidantes han demostrado que el
estrés oxidativo causa alteraciones en la organizacién y la funcion hepética, las cuales son
responsables de producir fallas en los mecanismos de secrecion biliar, asi como la liberacion
paracelular de solutos secretados al espacio canalicular, que llevan a una caida del flujo biliar y a
la disipacién del gradiente osmético involucrado en la formacion de bilis (Crocenzi et al, 2004;
Jaeschke et al, 2002). Entre estas alteraciones, el citoesqueleto de actina es uno de los blancos
primarios de ataque, ya que el dafio oxidativo induce el entrecruzamiento de los grupos tioles de la
actina (Dalle-Donne et al, 2001). En concordancia con esto, estudios previos han demostrado que
niveles leves de estrés oxidativo, tales como los inducidos por tBOOH o menadiona a bajas
concentraciones, son capaces de inducir desorganizacion del citoesqueleto de actina en duplas
aisladas de hepatocitos de rata (Ahmed-Choudhury et al, 1998; Stone et al, 1994). En este
trabajo de tesis, corroboramos estas observaciones previas. En efecto, los niveles de estrés
oxidativo generados por tBOOH 100 uM, aunque moderados, fueron sin embargo capaces de
provocar profundas alteraciones en la red de microfilamentos de F-actina, morfologicamente
visibles por la formacién de multiples protrusiones (“blebs”) en la superficie de la membrana
plasmatica (ver Figs. 14 y 15). Ademds, tBOOH 100 puM redujo la capacidad de duplas de

hepatocitos para retener y acumular el analogo de sal biliar fluorescente CLF en su vacuola
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canalicular (ver Figs. 20 y 22, respectivamente), hecho que concuerda con datos anteriores
(Ahmed-Choudhury et al, 1998).

Elias y col. (1980) demostraron que las disrupciones al citoesqueleto de actina inducidas por
faloidina alteran la permeabilidad de las uniones estrechas hepatocelulares. Por otro lado, se
demostrd que la colestasis extrahepatica inducida por ligadura de conductos biliares, un modelo
que cursa con estrés oxidativo como una caracteristica preeminente (Baron y Muriel, 1999; Huang
et al, 2003), provoca profundas alteraciones estructurales en la interaccion entre F-actina 'y ZO-1
que conducen a la disfuncién de las uniones estrechas (Song et al, 1996 a). Estos hallazgos
podrian explicar las fallas funcionales en la retencion de solutos excretados observadas en
nuestro estudio (ensayo de RVc de CLF), ya que también pudimos notar una extensa
redistribucion de la proteina ZO-1 asociada con la desorganizacion del citoesqueleto de actina (ver
Fig. 19).

Ademas de las alteraciones arriba descriptas en la capacidad para retener a nivel canalicular
las sales biliares excretadas en condiciones de estrés oxidativo, hemos verificado una disminucion
en la cantidad de sales biliares secretadas al canaliculo biliar, como lo sugiere la disminucién en el
ensayo de acumulacion de CLF en la vacuola canalicular (AVc) (ver Figs. 13 y 22). Si bien esta
falla secretora habia sido descripta en diferentes modelos experimentales de estrés oxidativo
(Akerboom et al, 1984; Akerboom et al, 1988; Ballatori y Truong, 1989), la misma habia sido
atribuida a un incremento en los niveles de GSSG, el cual inhibe el transporte de sales biliares
como lo revelan estudios en vesiculas de membranas canaliculares (Griffiths et al, 1987). Sin
embargo, este hecho no explica las alteraciones observadas en nuestro estudio ocasionadas por
tBOOH 100 pM, debido a que, a esta concentracion del agente pro-oxidante, no se modificaron los
niveles de GSHt ni la relacibn GSSG/GSHt (Tabla 2). En particular, en nuestras condiciones
experimentales, parecen estar involucrados mecanismos subyacentes colestasicos de origen
hepatocelular, ya que pudimos observar, mediante estudios de inmunolocalizacion, la
internalizacion endocitica de la bomba exportadora de sales biliares (Bsep) desde la membrana
canalicular (Fig. 21). La crucial importancia de este mecanismo de transporte en la generacion del
flujo biliar, dado que las sales biliares amidadas transportadas por ella son el principal
determinante osmaético del mismo, permiten inferir que la redistribucion a sitios intracelulares
desde donde no puede ejercer su funcién secretora normal debe repercutir criticamente en la
formacion de la bilis. Sustentando esta afirmacion, se ha reportado la existencia de un fenémeno
de internalizacién endocitica de Bsep similar al observado por nosotros en varias condiciones
colestasicas, tales como aquellas inducidas por “shock” hiperosmotico (Schmitt et al, 2001),
colestasis obstructiva o administracion de los agentes colestasicos estradiol 17p3-D-glucurdnido
(Crocenzi et al, 2003 a), taurolitocolato (Crocenzi et al, 2003 b) y ciclosporina A (Roman et al,
2003). En este ultimo caso, ademds, la internalizacion de Bsep se mostrd asociada con la

desorganizacion del citoesqueleto de actina (Roman et al, 2003). Esta intima relacion entre la
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integridad del citoesqueleto y la actividad de proteinas transportadoras canaliculares habia sido
previamente descripta para Mrp2 por Rost y col. (1999), quienes demostraron que la
desorganizacion del citoesqueleto de actina inducida por faloidina provoca su relocalizacion en
vesiculares intracelulares; al igual que Bsep, este transportador sufre internalizacién endocitica en
condiciones pro-oxidantes, como se describid recientemente en duplas aisladas de hepatocitos de
rata expuestas a acido etacrinico (Sekine et al, 2006). Por lo tanto, es concebible que, en nuestro
modelo de estudio, la internalizacion de Bsep se encuentre intimamente relacionada con la
desorganizacion de F-actina inducida por estrés oxidativo. Si bien se conoce poco acerca de
proteinas celulares capaces de mediar la interaccion entre el citoesqueleto de actina y Bsep,
evidencias recientes sugieren algunas nuevas posibilidades a explorar. Gallagher y col. (2000)
demostraron, en células de rifion (COS-7), la existencia de una asociacion entre HAX-1, un
polipéptido que se asocia con Bsep, Mdrl y Mdr2 en la membrana canalicular de hepatocitos de
rata (Ortiz et al, 2004), y cortactina, una proteina de unién a F-actina (Wu y Parsons, 1993). A su
vez, Ortiz y col. (2004) demostraron que HAX-1 y cortactina participan en la internalizacion
endocitica mediada por clatrina de Bsep en células de rifién caninas MDCK, regulando asi su
abundancia apical. Por lo tanto, resulta factible especular una asociacién indirecta entre Bsep y F-

actina mediada por HAX-1 y cortactina.

5.3. Modulacién por PKC de los dafios a la organizacién y la funcién hepatocanalicular
inducidos por tBOOH

De todas las cascadas de transduccion hormonal que se encuentran activadas en condiciones
de estrés oxidativo, aquella que parece contribuir crucialmente a explicar las alteraciones
morfologicas y funcionales arriba descriptas es la cascada dependiente de PKC. Esta enzima se
activa en higado cuando ocurre un cambio en el estado redox ocasionado por estrés oxidativo
moderado, como el inducido por bajas concentraciones de CCls (Pronzato et al, 1993), quinonas
pro-oxidantes (por €j., menadiona o dimetil-naftoquinona) (Kass et al, 1989) o tBOOH (Kishimoto
et al, 2000). Nuestros resultados demostrando la translocacién a la membrana celular de la
isoforma de PKC dependiente de Ca?* PKCa inducida por tBOOH (ver Fig. 12) confirman y
extienden estas observaciones preliminares.

Estudios previos realizados utilizando el modelo de duplas aisladas de hepatocitos de rata
demostraron que la activacion de PKC inducida por vasopresina o ésteres de forbol promueve
cambios morfoldgicos y alteraciones al sistema hepatobiliar dependientes de Ca?*, similares a los
obtenidos en modelos de estrés oxidativo. Estos incluyeron desorganizacion del citoesqueleto de
actina y alteraciones de secrecion y retencion canalicular de sales biliares (Roma et al, 1998,
1999). Estas observaciones sustentan la posibilidad que las alteraciones inducidas por estrés
oxidativo estén mediadas, al menos en parte, por la activacion de isoformas “clasicas”,

dependientes de Ca?*, de PKC. Los resultados presentados en este trabajo de tesis mostrando
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gue un amplio rango de inhibidores de PKC (H7, SP, G66976) y un agente quelante de Ca?
(BAPTA/AM) previnieron completamente las alteraciones inducidas por tBOOH arriba descriptas
(ver Figs. 16-23) confirman esta presuncion.

Un mecanismo capaz de explicar la mediacién de PKC en el dafio oxidativo del citoesqueleto
de actina es la fosforilacién directa del mismo por isoformas clasicas de PKC dependientes de
Ca?'. En efecto, se ha demostrado que PKC fosforila y/o induce la desorganizacién de varios
componentes del citoesqueleto de actina, incluyendo a la propia actina, proteinas asociadas a
actina (por €j., a-actinina, vinculina y filamina) y proteinas de membrana de unién al citoesqueleto,
principalmente, MARCKS (Keenan y Kelleher, 1998). La fosforilacion mediada por PKCa de estas
dltimas proteinas ha sido involucrada en la regulacién de la interaccion membrana-actina en
macrofagos (Allen y Aderem, 1995). Si bien, en el presente estado de avance, no podemos
establecer especificamente cual es el blanco de accibn de PKC sobre el citoesqueleto, su
inhibicion fue completamente eficaz en prevenir la desorganizacion de la F-actina inducida por
tBOOH 100 pM (ver Figs. 16y 17).

Nuestros resultados también demostraron que, al igual que lo que ocurre con actina, la
inhibicibn de PKC fue también eficaz en prevenir completamente la deslocalizacion de ZO-1
inducida por tBOOH (ver Fig. 19). Es altamente probable que estos dos fenbmenos se encuentren
causalmente asociados, ya que las alteraciones en los componentes del citoesqueleto de actina
pueden inducir per se cambios en la organizacién de las uniones estrechas (Elias et al, 1980). Sin
embargo, ambos mecanismos pueden ser independientes, ya que puede existir un fenémeno de
fosforilacién directa de los componentes de las uniones estrechas mediada por PKC. A favor de
esta hipotesis, Kubitz y col. (2001) demostraron en células HepG2 que la activacién de PKC
inducida por ésteres de forbol provoca la desintegracion del anillo pericanalicular de ocludina.
Similarmente, Marano y col. (2001) demostraron, en células epiteliales gastrointestinales, que la
activacion de PKC, también con ésteres de forbol, induce un aumento de la fosforilacién de
ocludina, aunque sin afectar la localizacion ni la cantidad de ocludina o ZO-1. Anteriormente, se
habia descripto en células MDCK que la ocludina se encuentra anormalmente fosforilada después
de la activacién de PKC ocasionando una fragmentacion irreversible de las uniones estrechas en
pequefios agregados filamentosos de ocludina y ZO-1 (Farshori y Kachar, 1999). Finalmente, se
ha observado en células endoteliales que la activacion de isoformas “clasicas” de PKC provoca la
fosforilaciéon de ocludina (Harhaj et al, 2006) y la disociacion de la union ocludina-actina (Park et al,
1999), ocasionando un aumento de la permeabilidad de las uniones estrechas. Es interesante
notar que existen numerosos trabajos demostrando que la fosforilacion dependiente de PKC de
ocludina y ZO-1 seria necesaria para la correcta biogénesis y ensamblaje de las uniones
estrechas (Stuart y Nigam, 1995; Sakakibara et al, 1997; Nunbhakdi-Craig et al, 2002). Sin

embargo, en este efecto estarian mas bien involucradas isoformas “atipicas” de PKC.
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Otro efecto deletéreo del estrés oxidativo dependiente de PKC que caracterizamos en este
trabajo de tesis es la alteracion en la capacidad del hepatocito para secretar sales biliares, un
proceso criticamente dependiente del estado funcional y de la localizacion de su transportador
canalicular Bsep, asi como de la integridad del citoesqueleto de actina, dos factores posiblemente
interrelacionados. En concordancia con nuestros resultados, se han reportado alteraciones
funcionales de Bsep asociadas a su relocalizacién en compartimientos vesiculares intracelulares
en condiciones de activacion selectiva de PKCa (Kubitz et al, 2004). Ademas de producir
alteraciones primarias a nivel del citoesqueleto de actina, las cuales pueden explicar por si solas la
internalizacion de Bsep (Rost et al, 1999), PKC podria fosforilar en forma directa a Bsep, o a otras
proteinas asociadas, induciendo asi alteraciones en su anclaje con la actina. Por ejemplo, se ha
demostrado que el transportador canalicular dependiente de ATP Mdr1 (el transportador homoélogo
mas cercano a Bsep) sufre fosforilacién por PKC en su dominio de interaccion con proteinas que
lo asocian a actina, tales como HAX-1 (Chambers et al, 1993). Sin embargo, desconocemos hasta
el momento si esta fosforilacion también ocurre con Bsep, y si la misma conduce a una pérdida del
anclaje en la membrana canalicular, explicando asi los cambios en la localizacion del mismo.
Cualquiera sea el mecanismo involucrado, éste no parece afectar exclusivamente a Bsep, ya que
se reportaron cambios en la localizacion de Mrp2, y de su actividad de transporte, ocasionados por
la activacion de PKC por ésteres de forbol en células de hepatoblastoma HepG2 (Kubitz et al,
2001).

Si bien no es posible establecer con nuestros resultados cuél es el blanco de accion de PKCa
sobre el sistema de secrecidén biliar, su inhibicibn fue completamente eficaz en prevenir la
internalizacion de Bsep inducida por tBOOH 100 uM (Figs. 21 y 22). De hecho, la falla en la
secrecidn de sales biliares inducida por estrés oxidativo no es de naturaleza irreversible, ya que
pudo revertirse rapidamente cuando se administraron inhibidores de PKC (Fig. 23). Esta
reversion se vio acompafiada de una extensa reduccion en la formacién de “blebs” de
membrana (Fig. 18), relacionando nuevamente la falla secretora biliar con la integridad del
citoesqueleto de actina. La caracteristica reversible del fendmeno, asi como la aceleracién de
tal reversion por inhibidores de PKC, renueva expectativas acerca de la posibilidad de
restablecer el funcionalismo secretor biliar a través de un tratamiento selectivo que, actuando
cascada abajo de la generacion de radicales libres, permita contrarrestar el desbalance en la
sefializacién inducido por el estrés oxidativo.

Nuestros resultados también demuestran que la activacion de proteina quinasa A (PKA) con
DB-AMPc fue tan eficaz como la inhibicion de PKC en prevenir y revertir la formacién de
protrusiones de membrana, la disfuncién secretora de sales biliares y la reorganizacion de la
localizacién de las uniones estrechas, Bsep y F-actina (Figs. 16-23). El hecho que el inhibidor
de PKA, KT5720, anulara la accién protectora de DB-AMPc sugiere que este efecto es

efectivamente mediado por la activacion de PKA y no por otros efectos inespecificos de DB-
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AMPc. En concordancia con esto, se ha demostrado que el DB-AMPc posee efectos
preventivos contra la hepatotoxicidad inducida por D-galactosamina y lipopolisacarido (Kasai et
al, 1996), dos hepatopatias que involucran dafio oxidativo (Ben Sauhl et al, 1999). En
hepatocitos, el AMPc previene la apoptosis inducida por sales biliares (Webster y Anwer, 1998),
un evento que involucra tanto la formacién de ROS (Patel y Gores, 1997) como la activacion de
PKC (Jones et al, 1997). Recientemente, Reinehr y Haussinger demostraron que la activacion
de PKA mediada por AMPc protege a los hepatocitos de la apoptosis inducida por
taurolitocolato-3-sulfato y glicoguenodesoxicolato, fenédmeno asociado, a su vez, a la induccién
de estrés oxidativo (Reinehr y Haussinger, 2004).

No es posible establecer con nuestros resultados el mecanismo preciso por el cual DB-AMPc
posee efecto protector sobre las alteraciones al flujo biliar y al citoesqueleto de actina inducidas
por estrés oxidativo. Sin embargo, la literatura permite vislumbrar algunas alternativas. En
primer lugar, existe un considerable grado de entrecruzamiento entre las vias de sefalizacion
mediadas por PKC y PKA, a menudo contrabalanceandose entre si para regular respuestas
celulares (Yoshimasa et al, 1987). Por ejemplo, varias proteinas involucradas en la accion
agonista sobre la activacién de PKC son inhibidas por PKA (Wen et al, 1992). En segundo
lugar, pueden existir efectos inhibitorios inducidos por PKA sobre los caminos de sefalizacion
cascada abajo de PKC (Liebmann, 2001). Finalmente, pueden existir efectos benéficos directos
del AMPc que no se encuentren mediados por modificaciones transduccionales sobre los
caminos de sefalizacién dependientes de PKC. Por ejemplo, se ha demostrado que el AMPc
estimula la reorganizacién del citoesqueleto de F-actina y la recuperacion de la funcion
secretora de sales biliares en duplas aisladas de hepatocitos de rata luego de la pérdida de su
polaridad debido al proceso de aislamiento (Roma et al, 2000). Aparentemente, el AMPc
estimula la insercion exocitica de Bsep en su dominio de membrana apical (Crocenzi et al, 2003
a; Crocenzi et al, 2003 b). Por lo tanto, también es factible que el efecto protector del AMPc
contra el dafio inducido por el estrés oxidativo sobre el sistema hepatobiliar (ver Figs. 16-23) se
deba a una accién conjunta sobre la re-organizacion de la actina y la re-insercion endocitica de
Bsep.

Es importante notar que no encontramos evidencias que PKC actle sobre los sistemas
enzimaticos de metabolizacion de tBOOH exacerbando la generacién de ROS, ya que la
formacion de especies reactivas y la peroxidacion lipidica inducida por el pro-oxidante no se
vieron significativamente afectadas por los antagonistas y/o agonistas utilizados en este estudio
(ver Fig. 24 Ay B). Por otro lado, la inhibicion de PKC no sélo fue eficiente en la prevencion de
los dafios oxidativos sino que, ademas, fue capaz de revertir las alteraciones funcionales y
morfoldgicas inducidas por tBOOH una vez que los niveles de radicales libres aumentaron (ver

Fig. 18). Esto permite confirmar que PKC es un mediador de sefializacién que actta cascada
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abajo de la formacion de ROS siendo, una vez activado por los mismos, el responsable de los
efectos deletéreos ocasionados por niveles moderados de estrés oxidativo.

En conclusion, estos resultados indican que niveles bajos de estrés oxidativo inducen
alteraciones al citoesqueleto de actina, perturban morfolégica y funcionalmente a las uniones
estrechas y afectan la funcion secretora de sales biliares internalizando Bsep a través de un
mecanismo dependiente de Ca?*, mediado por PKCa. Es interesante notar que estos hallazgos
se contrastan con la concepcién general que supone a los radicales libres del oxigeno como
responsables directos de la disfuncién hepatobiliar, principalmente actuando a través de la
oxidacion de estructuras relevantes para el proceso de formacién de bilis. En este caso, un
estrés oxidativo moderado fue capaz de inducir dafio hepatocanalicular activando cascadas de

transduccion de senales.

5.4. Regulacion del estrés oxidativo de origen mitocondrial por sefializacién intracelular

Los resultados informados hasta aqui describen alteraciones hepatocelulares que ocurren a
bajos niveles de estrés oxidativo, los cuales no se encuentran asociados con eventos de muerte
celular. Sin embargo, esta situacion puede cambiar en condiciones mas severas de estrés
oxidativo. Dosis mas altas de tBOOH, capaces de comprometer la viabilidad celular, pueden
inducir estrés oxidativo no solamente por la generacién de radicales libres producto de su
metabolismo sino que, ademas, promoviendo la formacion de poros de transicion de
permeabilidad mitocondrial (PTPM), efecto que estimula la producciéon de especies reactivas de
origen mitocondrial, estableciendo un circulo vicioso letal (Nieminen et al, 1995, 1997). En efecto,
este fenébmeno es uno de los eventos primarios que contribuye a la muerte celular en condiciones
de estrés oxidativo en hepatocitos, ya que se asocia causalmente a la muerte celular por necrosis
o apoptosis (Feldmann et al, 2000; Kin et al, 2003; Lemasters et al, 1999; Nieminen et al, 1997,
1995). El incremento en los niveles de Ca?* inducido por el dafio oxidativo genera la apertura de
estos complejos proteicos ubicados en la membrana mitocondrial, provocando un aumento de la
permeabilidad de la misma (Byrne et al, 1999; Inverti et al, 1993; Kowaltowski et al, 2001; Vercesi
et al, 2006). Esto provoca la disipacion del potencial transmembrana (Aym), aumento del tamafio
de la organela (“swelling”) y liberacion de citocromo c y otros componentes de la maquinaria
apoptética. La formacion del poro provoca el blogueo de la cadena de electrones mitocondrial,
hecho que promueve el escape de los mismos al citosol con generacion de radicales libres
(Crompton, 1999; 2002; Kroemer y Reed, 2000; Kowaltowski et al, 2001; Zorov et al, 2006).

Si bien este efecto no se puso de manifiesto a tBOOH 100 pM, pudimos verificar que la
generacion de PTPM es dependiente de la dosis de tBOOH, siendo no significativo a bajas
concentraciones (100 pM), pero manifiesto a dosis mayores (500 uM), como lo confirman nuestros
resultados analizando el porcentaje de despolarizacion mitocondrial dependiente de PTPM vy los

niveles de lipoperoxidacion, como parametro subrogado de estrés oxidativo (ver Fig. 25). Estos
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hallazgos son compatibles con los datos informados en la Tabla 2, donde se observé que solo a la
dosis mayor de tBOOH (500 uM) se afectan parametros asociados con la viabilidad celular
(ensayo de azul tripan y liberacion de LDH).

A pesar de la creciente informacién sobre la importancia del PTPM en condiciones de estrés
oxidativo y su asociacién con los procesos de muerte celular, los eventos de sefializacion que
gobiernan este fendmeno en células hepaticas, particularmente aquellos asociados al Ca?
intracelular, no han sido aun caracterizados. En este sentido, nuestros datos sustentan
fuertemente la participacion de este i6n en la generacion de PTPM inducida por tBOOH, ya que
el secuestro de Ca?* con BAPTA/AM previno la lipoperoxidacion y la despolarizacién
mitocondrial en una magnitud similar a CsA, un inhibidor clasico de PTPM (Bernardi, 1996) (ver
Fig. 26). Estos resultados estan en concordancia con trabajos previos que demostraron que las
elevaciones de Ca?* celular potencian la capacidad de los ROS para promover PTPM (Byrne et
al, 1999; Kowaltowski et al, 2001; Vercesi et al, 2006). Solo se cuentan con hipétesis que
explican, de modo tentativo, la reciprocidad existente entre el Ca?* y los ROS para exacerbarse
mutuamente en su capacidad de generar PTPM, aunque ninguna de ellas ha sido probada de
modo conclusivo (Vercesi et al, 2006). Los ROS causan liberaciéon de Ca?" de la matriz
mitocondrial, el cual puede ser recaptado por la mitocondria (reciclado de Ca?"); se ha
propuesto que este excesivo reciclado seria responsable de la formacién de PTPM (Takeyama
et al, 1993). Ademas, las elevaciones de Ca?" libre en la matriz mitocondrial incrementan la
respiraciéon mitocondrial, la cual es controlada por deshidrogenasas mitocondriales reguladas
por Ca?*; esto sobre-estimularia la produccién mitocondrial de ROS, un factor exacerbado por
la union de Ca?* a la cara interna de la membrana interna mitocondrial, la cual conduce a la
formacion de agregados de cardiolipina que incrementan la liberacién de electrones de la
cadena respiratoria (Grijalva et al, 1999); el estrés oxidativo mitocondrial asi generado induciria
la formacién de PTPM por oxidacion de grupos sulfidrilos libres en ANT, ya que esto
incrementa la afinidad de esta proteina por ciclofilina D (Kanno et al, 2004). Lo opuesto también
ocurre, esto es, los ROS magnifican sustancialmente la sensibilidad del PTPM al Ca?*. Esto
ocurriria tanto incrementando la afinidad de ciclofilina D por ANT, como reduciendo la afinidad
del sitio de unién intramitocondrial de nucleétidos de adenina en la molécula de ANT; esta
interaccién inhibe competitivamente la formacién de PTPM dependiente de Ca?" (Halestrap et
al, 2000). Por lo tanto, la sobrecarga de Ca?* celular que ocurre en condiciones de estrés
oxidativo representa un circulo vicioso por medio del cual el Ca?* y los ROS se potencian
mutuamente para exacerbar la formacién de ROS de origen mitocondrial, lo cual induce, a su
vez, mayores incrementos de Ca?".

Un posible candidato capaz de modular la apertura de PTPM de manera dependiente de
Ca?" en hepatocitos es la cisteina proteasa calpaina (Aguilar et al, 1996; Gores et al, 1998).

Esta proteasa se encuentra asociada con la muerte celular por apoptosis, ya que favorece la
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liberacion de citocromo c¢ (ver Fig. 5) (Narita et al, 1998; Hajnéczky et al, 2000; Kroemer y Red,
2000). Se ha demostrado que calpaina fragmenta a la proteina pro-apoptética Bax, siendo el
producto de esta ruptura, Bax/pl8, un potente inductor de PTPM (Gao y Dou, 2000; Wood y
Newcomb, 2000; Toyota et al, 2003). Miyoshi y col. (1996) demostraron que el tratamiento de
hepatocitos aislados con tBOOH activa calpaina. Sin embargo, en nuestros estudios, no
observamos cambios en los niveles de lipoperoxidacion ni modificaciones en el potencial de
membrana mitocondrial (Aym), inducidos por tBOOH al pre-tratar los hepatocitos con N-acetil-
L-leucil-L-leucil-L-norleucina (ALLN) o leupetina (Leu), dos inhibidores de calpaina (ver Fig. 28).
Concluimos, por lo tanto, que los efectos de calpaina sobre la formacién de PTPM, de existir en
nuestras condiciones experimentales, no son determinantes para explicar los mecanismos por
los cuales el Ca?* exacerba la generacion estrés oxidativo de origen mitocondrial.

En cambio, hemos encontrado evidencias a favor de la participacion de CaM en este
proceso, ya que el bloqueo de la formacién del complejo Ca?*/CaM con W7 o TFP previno la
lipoperoxidacion y la despolarizacion mitocondrial (Aym) en la misma extension que el inhibidor
de PTPM CsA (Fig. 29). A su vez, la ausencia de efectos aditivos en estos cambios al inhibir
conjuntamente el PTPM y CaM con CsA y W7, respectivamente (ver Fig. 29), confirma la
existencia de un mecanismo de accién comun, esto es la induccion de PTPM.

Un posible candidato a mediar los efectos de CaM sobre la formacién de PTPM es la
calcineurina. Esta enzima es una serina/treonina fosfatasa dependiente de Ca?'/CaM que
induce apoptosis en diferentes tipos celulares promoviendo la desfosforilacion de Bad,
facilitando asi su translocacion a la mitocondria, en donde ejerce efectos regulatorios sobre la
muerte celular apoptética vinculados con la formacion de PTPM (ver Fig. 5) (Hajnoczky et al,
2000; Sasaki et al, 2002; Wang et al, 1999). No obstante, no se observaron cambios en los
niveles de lipoperoxidacion ni modificaciones en el potencial de membrana mitocondrial (Aym)
inducidos por tBOOH (500 pM) al pre-tratar los hepatocitos con tracrolimus (FK506), un
inhibidor especifico de calcineurina (Fig. 30). Es interesante notar que la ausencia de efecto
con FK506 confirma que la proteccién obtenida con CsA aqui informada no se debe a su
reconocido efecto adicional inhibitorio de la actividad fosfatasa de calcineurina (Hemenway vy
Heitman, 1999), sino especificamente a su capacidad para bloquear el establecimiento de
PTPM (Bernardi, 1996).

Por el contrario, nuestros resultados han puesto en evidencia la participacion de la via de
sefializacién citosélica Ca?*-CaM-CaMKIl en este fendmeno, al demostrar que la inhibicién de
CaMKII con KN-62 previno la lipoperoxidacion y la despolarizacion mitocondrial inducidas por
tBOOH de manera similar al inhibidor de PTPM CsA (Fig. 31). Estos resultados confirman que
CaMKll es el principal, si no el tnico, mediador de la formacion de PTPM inducida por tBOOH en
condiciones conservadas de integridad celular. Se han reportado efectos directos del tBOOH

sobre mitocondrias aisladas conducentes a la formacién de PTPM (Inberti et al, 1993; Kakkar et al,
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1996; Adonis et al, 2003), a pesar que, en tal sistema, la via citosélica Ca?*-CaM-CaMKII no esta
presente. Sin embargo, nuestros resultados indican que este fendbmeno no seria el predominante
en condiciones de contexto celular preservado, al menos a la dosis maxima de tBOOH analizada
en este estudio. Esto puede deberse a que tBOOH, una vez captado del medio extracelular, es
metabolizado primordialmente por el CYP-450 del reticulo endoplasmatico (ver item 1.6.2),
produciéndose asi la liberacion de ROS al citosol, con subsiguiente aumento de Ca?" citos6lico;
esto conduciria a una activacion preferencial, si no exclusiva, de la via citosélica Ca?*-CaM-
CaMKIl para generar PTPM. Esta situacion es diametralmente opuesta a la ocurrida cuando
tBOOH es metabolizado exclusivamente a nivel mitocondrial, como ocurre cuando es expuesto a
mitocondrias aisladas. En este caso, los ROS son generados directamente en la matriz
mitocondrial, pudiendo producir efectos pro-oxidantes locales que gatillan la formacion de PTPM
(ver arriba).

Si bien existen numerosas publicaciones que relacionan el estrés oxidativo y la activacion de
CaM y de quinasas dependientes de CaM con la induccion de eventos de muerte celular en
diferentes sistemas y modelos experimentales (Hajimohammadreza et al, 1995; Kuroda et al,
1997; Sato et al, 1999; Takano et al, 2003), sélo recientemente estos fendmenos han sido
vinculados con la induccién de PTPM (Lee et al, 2005). Especificamente en células hepaticas,
existen evidencias acordes con nuestros hallazgos. Por ejemplo, la inhibicion farmacolégica de
CaM induce una disminucién de la lipoperoxidacién inducida por acetaminofeno (Dimova et al,
1995), una prevenciéon parcial de la necrosis inducida por CCl, (Villarruel et al, 1990) y una
atenuacion de la apoptosis inducida por D-galactosamina (Ray et al, 2001; Tsutsui et al, 2003).
Nuestros resultados también estan en concordancia con el rol apoptético de CaMKIl informado en
distintas situaciones, tanto en hepatocitos (Fladmark et al, 2002; Mellgrenn et al, 1997) como en
otros sistemas celulares (Lee et al, 2005; Wright et al, 1997), principalmente aquella vinculada con
la apoptosis inducida por microcistina en células hepaticas, evento que involucra, entre otros
efectos, estrés oxidativo, elevaciones de Ca?* citosélico y formacién de PTPM (Ding y Nam, 2003;
Krakstad et al, 2006). Por lo tanto, nuestra demostracion de que CaM modula el estrés oxidativo
generado por tBOOH en hepatocitos, impidiendo la funcién mitocondrial a través de la formacién
de PTPM, fendbmeno que involucra CaMKIl como molécula efectora, aporta una evidencia
mecanistica a estos hallazgos previos. Es interesante notar que, en este trabajo de tesis, hemos
demostrado la existencia de este mecanismo utilizando, a diferencia de estudios anteriores, un
modelo “puro” de estrés oxidativo (administracion de tBOOH). Esto contribuye significativamente a
generalizar el concepto que CaMKIl es el principal mediador citosélico a través del cudl las
elevaciones de Ca?" intracelular inducidas por estrés oxidativo se encuentran ligadas a la
disfuncion mitocondrial en hepatocitos.

CaMKII es una serina/treonina quinasa (Hudmon y Schulman, 2002), de modo que es posible

que modifique el estado de fosforilacion de proteinas mitocondriales pertenecientes o reguladoras
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del PTPM que posean residuos serina o treonina. Por ejemplo, se ha observado en cerebro de
rata que los cambios en el estado de fosforilacion de varias proteinas mitocondriales de bajo peso
molecular se encuentran asociados con la apertura de PTPM (Azarashvili et al, 2003). Este
fendbmeno estaria mediado por el receptor de benzodiazepinas que se encuentra asociado con el
canal aniénico dependiente de voltaje, VDAC, uno de los constituyentes principales del poro
(Azarashvili et al, 2005). Notablemente, este efecto es dependiente de Ca?* y prevenido por CMZ,
un antagonista de CaM (Azarashvili et al, 2003). De los componentes especificos del PTPM que
pueden ser blancos potenciales de regulacion por fosforilacion via CaMKIl, sélo se incluiria a
VDAC, el cual es regulado por diferentes serina/treonina quinasas, tales como PKA (Bera y
Ghosh, 2001) y PKCe (Baines et al, 2003). Sin embargo, estas fosforilaciones parecen inhibir méas
gue favorecer la apertura de PTPM.

Otra posibilidad es que CaMKIl sea capaz de fosforilar proteinas extra-mitocondriales con
capacidad de controlar el PTPM, tales como los reguladores apoptéticos de la familia Bcl-2, que
modulan la liberacion de citocromo c a través de este mecanismo (Kroemer y Reed, 2000). Sin
embargo, entre ellos, solo las proteinas pro-apoptéticas Bax y Bad, y la proteina anti-apoptética,
Bcl-2, sufren modificaciones por fosforilacién, aunque no en favor de estimular la liberacién de
este citocromo (Burlacu, 2003; Gardai et al, 2004). En efecto, tanto Bax (Gardai et al, 2004) como
Bad (Burlacu, 2003) no son funcionales luego de la fosforilacion, mientras que Bcl-2 es
estabilizada luego de esta, haciéndose resistente a la degradacion por ubiquitinacion y previniendo
de esta manera la apoptosis (Burlacu, 2003). Por otro lado, se ha observado que PKCS, una
isoforma de la familia “novel” de PKCs, viaja a la mitocondria en condiciones de estrés oxidativo
donde estimula la liberaciéon de citocromo ¢ y, consecuentemente, la induccién de apoptosis
(Horbinski y Chu, 2005; Majumder et al, 2001). Sin embargo, esta quinasa no es dependiente de
Ca?", por lo tanto, parece improbable que se encuentre involucrada en los efectos inducidos por
tBOOH, ya que estos fueron completamente prevenidos por el secuestro de Ca?" con BAPTA/AM
(Fig. 26). Ademas, en nuestro modelo experimental, no obtuvimos evidencias de la existencia de
una regulacién mediada por isoformas de PKC, ya que ni PMA o SP, quienes activan e inhiben,
respectivamente, tanto isoformas “clasicas” como “néveles” de PKC (Gschwendt et al, 1996),
modificaron la capacidad de tBOOH para inducir PTPM y generacion de ROS (Fig. 27). La
posibilidad inversa, esto es que CaMKII active por fosforilacién una fosfatasa capaz de activar, por
desfosforilacion, los componentes generadores de PTPM arriba descriptos, también es factible.
Sin embargo, no se conoce hasta el momento la existencia de alguna clase de actividad fosfatasa
promovida por CaMKII que sea capaz de modular la induccion de PTPM.

Existen ciertas consideraciones que deben tenerse en cuenta al momento de interpretar
nuestros resultados, ya que se sustentan, principalmente, en el uso de inhibidores
farmacologicos, cuyas acciones pueden no ser especificas, o estar sélo indirectamente

relacionadas con el mecanismo de accién propuesto. Por ejemplo, ademas de inhibir CaM, TFP
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(Kobayashi et al, 2003) y W7 (Olivero y Ganey, 2001) afectan la actividad de la fosfolipasa Az,
enzima capaz de liberar acido araquidénico en la mitocondria, un potente inductor de PTPM
(Penzo et al, 2004; Scorrano et al, 2001). Sin embargo, esta enzima mitocondrial no es
dependiente de CaM en hepatocitos (De Winter et al, 1984). Otra posible complicacién del uso
de TFP, o de cualquier otro inhibidor de CaM catidnico, como el calmidazolium (CMZ), es su
efecto inespecifico sobre la mitocondria. La carga positiva de estas moléculas las hace
facilmente acumulables en esta organela por particion electroforética, debido a la existencia de
un Aym negativo. El resultado de esta acumulacién es una despolarizacion eléctrica que puede
no solo interferir con las sondas fluorescentes utilizadas para estimar el Aym (Saris et al,
2004), sino impedir procesos dependientes del mismo como por €j., el almacenamiento de Ca?*
(Saris et al, 2004; Vale et al, 1983), o incluso estabilizar a la mitocondria, atenuando la apertura
de PTPM vy la generacién de ROS mitocondrial inducida por estrés oxidativo (Aronis et al,
2002). Considerando el rol fundamental que posee el Aym (Aronis et al, 2002) y el Ca*
mitocondrial en el establecimiento de PTPM inducido por tBOOH (Byrne et al, 1999; Inverti et
al, 1993; Kowaltowski et al, 2001; Vercesi et al, 2006), no podemos dejar de considerar la
posibilidad de que exista alguna contribucion de estos efectos en las propiedades preventivas
de los compuestos utlizados. Sin embargo, obtuvimos resultados similares al utilizar,
alternativamente, inhibidores no cargados como W7 (para CaM) o KN-62 (para CaMKIll), por lo
cual, este mecanismo preventivo, de existir, no contribuiria significativamente a explicar
nuestros resultados. Finalmente, KN-62 no sélo inhibe CaMKIl sino que, ademas, inhibe
CaMKIV (Enslen et al, 1994; Tokumitsu et al, 1994) y CaMKV (Mochizuki et al, 1993) con la
misma afinidad; por lo tanto, estas quinasas también podrian estar involucradas en los
fenbmenos observados. Sin embargo, la expresion en tejido hepatico de CaMKIV es
indetectable (Krebs, 1998), y la de CaMKV, muy baja (Ito et al, 1994).

En conclusién, nuestros resultados demuestran que las elevaciones de Ca?* provocadas por
estrés oxidativo, via la formaciéon del complejo CaM y la activacién de CaMKIl, intervienen en la
regulacion de la apertura de PTPM vy la subsiguiente exacerbacion/preservacion del dafio
lipoperoxidativo. Estos hallazgos sugieren a CaM y CaMKIl como blancos de accion
promisorios para el desarrollo de nuevas terapias dirigidas a atenuar el dafio oxidativo en
hepatocitos.

Finalmente, este trabajo de tesis establece la importancia de los desequilibrios en la
sefalizacion intracelular como herramientas para estimular la busqueda de estrategias
terapéuticas complementarias y/o alternativas, disefiadas especificamente, para proteger a los

hepatocitos contra el dafio oxidativo.
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su trabajo carecera de valor”
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