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CAPITULO 1

INTRODUCCION




1. Introduccién |

1. INTRODUCCION

...Para ml nada es ni puede ser positivo.

Todas las cosas oscitan en torno a mi, y yo con elfas,

incierto de mi mismo. Todo es para mf incoherencia y

mutacién. Todo es misterio, todo esté prefiado de significados.
Todas las cosas son desconocidas: simbolos de lo Desconocido..,
Fernando Pessoca

1.0 REGENERACION HEPATICA Y MITOLOGIA GRIEGA

Es en la mitologia griega, sin duda, donde se da cuenta por primera vez

de la capacidad regenerativa del higado.

1.0.1 El Fuego de los Dioses

Et titAn Prometeo es encomendado para crear al hombre. Tentado por
atribuirle el don mas valioso entre los animales de la Tierra, se dirige a los
Cielos y enciende una antorcha con un rayo de Sol, convencido de gue con

su robo dotarfa a los hombres con el atributo mas precioso, el Fuego.

1.0.2 El suplicio eterno

El Dios de los Cielos, Zeus, enfurecido por el acto de Promeleo, lo
condena por el resto de los tiempos a vivir encadenado a una roca en el
Olimpo. Un aguila comera todos los dias el higado de Prometeo, que
durante la noche tendra tiempo de recuperarse proveyendo al ave una y otra

vez de alimento, eternamente.
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1.0.3 Mito y pensamiento cientifico

Desde la Filosofia, se ha analizado extensamente la oposicidn Mito-
Razén.

De alguna manera, para muchos, no hay tal antagonismo sino que mas
bien la narracién mitoldgica estd incorporada en el discurso racional.

Segun el epistemélogo Ernst Cassirer, la narracién mitica objetiviza una
emocion atribuyéndole un caracter absoluto. Tal forma de "pensamiento
mitico" es actualmente en Occidente desarrollada en la cuitura cientifica y

tecnologica.

1.1 REGENERACION HEPATICA

1.1.1 Consideraciones generales. Modelo de hepatectomia parcial.

Dinamica del proceso regenerativo. )

La regeneracién hepética luego de la pérdida de tejido es una muestra de
la respuesta del higado ante la injuria. Se entiende ahora por este fenémeno
a la respuesta orquestada inducida por estimulos externos que involucra
cambios secuenciales tanto en la expresion génica y produccion de factores
de crecimiento como en la morfologia.

El mejor modelo para estudiar el proceso de regeneracion del higado es
el de la hepatectomia parcial en rata (1), consistente en la remocién
quirargica de las 2/3 partes de la masa hepética de manera que los l6builos
remanentes aumentan su tamafio hasta restaurar la masa inicial en un
proceso que se completa en 5-7 dias. Comparado con otros estimulos de
regeneracion como el tratamiento con CCly, la hepatectomia parcial no se

asocia con la injuria e inflamacién y el comienzo del proceso se puede definir
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dé manera exacta (es el momento en que se resectan los I6bulos
correspondientes). Por ofra parte se ha establecido que la respuesta
regenerativa es proporcional a la masa removida.

En contraste con la regeneracién en otros tejidos como piel y médula
Gsea, la regeneracion del higado no se produce a partir de un grupo de
células progenitoras (2,3). La regeneracion hepética se debe a Ia
proliferacién de toda la poblacién existente de células maduras que incluye
hepatocitos, células del epitelio biliar, células endoteliales, células de Kupffer
y células de Ito. Todas estas células proliferan para reconstruir la masa
perdida, siendo los hepatocitos los primeros en proliferar, Existe un intervalo
de tiempo variable entre la hepatectomia y el comienzo de la duplicacién del
DNA que normaimente en la rata es de 10 a 12 h. Esta cinetica varia
también segin la especie estudiada, pero en roedores ocurre un primer pico |
en la sintesis de DNA de los hepatocitos a las 24 h y un segundo pico mucho
menor entre ias 36 y las 48 h. Dado que se remueven las 2/3 partes del
higado, para restaurar el nimero de hépatocitos se requiere, en teoria, que
~ los hepatocitos remanentes lleven a cabo 1.66 ciclos. En una rata joven el 95
% de los hepatocitos de los I6bulos remanentes lleva a cabo uno 0 dos
eventos proiiferativos (4).

La proliferacion hepatocitaria comienza en las areas periportales del
lbulo y prosigue hacia las zonas pericentrales hacia las 36 h (5). Las otras
celulas del higado comienzan su proliferacién desfasadas 24 h de los
hepatocitos y esta cinética sugiere que los hepatocitos proveen los estimulos
mitogénicos que conducen a la proliferaciéon de las demas células (6). Luego
de 3-4 dias tras la hepatectomia parcial, la histologia hepética se caracteriza
por acumulos de pequedios hepatocitos rodeando capilares. Las células de
Ito o estrelladas producen procesos que penetran en estos acimulos de

hepatocitos y comienzan a sintetizar laminina. Los actmulos se
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reestructuran formando las hileras caracteristicas de |a arquitectura del
higado maduro vy los capilares centrales al acimulo con su membrana basal
se transforman en ‘los sinusoides hepaticos rodeados de escasa matriz y
constituidos por células endoteliales fenestradas intercaladas con células de
Kupffer. La composicion de la matriz también cambia perdiendo {aminina
hasta constituirse en la matriz escasa del higado normal (fibronectina,
colagenos | y IV y otros glicosaminoglicanos en baja cantidad). A la semana,
la histologia consiste en lébulos que aumentaron su tamafio con los
hepatocitos dispuestos en capas de dos hileras a diferencia de las capas de

una sola hilera caracteristicas del higado normal.

1.1.2 El hepatocito como célula diferenciada con capacidad de

proliferacion |

La capacidad clonogénica de los hepatocitos parece ser ilimitada. Se han
desarrollado dos modelos en raton donde los higados tienen defectos
inducidos que los hacen incompatibles con la vida. En el primero se
producen cantidades elevadas de uroquinasa a través de un traﬁsgen con el
promotor de la albumina; en el otro se reproduce la tirosinemia hereditaria
causada por un defecto de la fumarilacetoacetato hidrolasa (7). Si se inyecta
un nimero determinado de hepatocitos normales en estos higados,
comienza un crecimiento clonogénico creando nodulos que restauran la
masa hepatica y la arquitectura del higado (8). Un hepatocito maduro podria,
entonces, expandirse en 34 divisiones celulares hasta 1.7 10" células y
dado que un higado de rata posee sélo 3 10® hepatocitos, el calcuio indica
que un hepatocito tiene la capacidad clonogénica de generar 50 higados.
Estudios con cultivos celulares también revelan que los hepatocitos en
presencia del Factor de Crecimiento Hepatocitarioc (HGF) o del Factor de

Crecimiento Epidérmico (EGF) se desdiferencian, proliferan y se expanden
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de manera clonal y luego se rediferencian para originar hepatocitos maduros
(9). Todo esto demuestra que los hepatocitos maduros son células que no
estan diferenciadas definitivamente sino que pueden proliferar casi sin
limites. Este hecho es paraddjico debido a la alta ploidia y complejidad de
las funciones del hepatocito maduro.

Quizés lo mas paradéjico es que el hepatocito puede manifestar esta
capacidad proliferativa desarrollando paralelamente todas las funciones
necesarias para su. homeostasis (regulacion de la glicemia, sintesis de
proteinas, secrecion de bilis, destoxificacion). Esta capacidad se debe a un
complejo arreglo de eventos que involucran la regulacion de la matriz, la
disolucién y resintesis de dominios de la membrana especializados Y
alineamiento y disposicion apropiada de mas de 150 cromosomas (Ia;
mayoria de los hepatocitos en la rata y en el hombre son tetraploides)

(10,11).

1.1.3 Eventos tempranos en la regeneracion

Dentro de los eventos mas tempranos que suceden en los - primeros
minutos luego de la hepatectomia parcial esta la expresién del receptor de
uroquinasa en la membrana del hepatocito (12). A los 30 min también se
hiperpolariza la membrana (13). Por otro lado, dentro de las primeras horas
se inducen una serie de genes denominados "genes inmediatos tempranos”
que incluyen activadores transcripcionales, como ¢-myc, c-fos y c-un,
receptores de factores de crecimiento, proteinas fijadoras, tirosin fosfatasas,
proteinas de la coagulacion, etc (14). La activacion transcripcional de estos
genes no depende de la sintesis de proteinas, lo que indica que los factores
transactivadores necesarios para la actividad promotora preexisten en la
célula al momento de la hepatectomia. Existen algunos cambios previos a ia

activacion de estos genes, como el aumento de IGFBP1, una proteina de
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membrana que se une a los factores “insulin-like”; la activacién de STAT3
(Factor Transductor de Sefiales y Activador de la Transcripcion-3) y la
activacion del factor nuclear NF-xB, complejo de las proteinas pS0 y p65,
que aumenta minutos después de la hepatectomia y se transloca
rapidamente al nticleo al igual que STAT3 (15,186).

Se describié que muchos de los "genes inmediatos tempranos” contienen
en sus secuencias promotoras sitios para NF-xB y para STAT3. También
aumenta rapidamente la actividad de la proteina activadora AP1 por el
aumento previo de la expresién de c-Fos y c-Jun (17).

Hasta ahora, la activacién de estos tres factores AP1, NF-«xB y STAT3
parece representar la cascada de sefales intracelulares que conduce a la
sintesis de DNA. En la expansion clonal de hepatocitos en cultivo son
registrados cambios simitares en los factores de transcripcion. “

En el higado regenerante también se expresan genes fetales como el de
la alfafetoproteina, hexoquinasa y otras variantes fetaies de muchas enzimas
(18). Ofras proteinas asociadas al cicle celular sufren cambios como en
cualquier tipo de tejido en proliferacién (timidina quinasa, histona§, ciclinas y
quinasas dependientes de ciclinas, etc) (19). Todos estos: jaarametros
retornan a la normalidad de 5 a 7 dias después de la hepatectomia parcial
junto con el final de la proliferacién y la restauracion de la arquitectura del

higado.

1.1.4 Factores de crecimiento

El HGF fue identificado como un mitégeno circulante con actividad
mitogénica en hepatocitos en cultivo. HGF y su receptor c-Met son claves
para el crecimiento y funcionamiento hepatico (20). Su delecién se asocia a
letalidad del embrién por detencién del desarroflo del higado (21). HGF

aumenta en plasma de humanos cuando disminuye ia masa hepatica (22) y
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en rata 1 h después de la hepatectomia parcial la concentracion de HGF en
plasma aumenta 20 veces (23). Esto avala la hipétesis de que el aumento de
este factor es el estimulo primario que conduce a los hepatocitos a la
sintesis de DNA. De hecho, HGF induce la expresion de aigunos "genes
inmediatos tempranos” como LRF-1y IGFBP1 y es un mitégeno potente en
cultivo (24). Las causas del aumento plasmatico de HGF no estan
completamente aclaradas. Si bien el higado io depura, la disminucion de su
clearence luego de la hepatectomia no es suficiente para explicar su gran
aumento y por otro lado su expresidn en tejido hepatico (células de Ito) es
bastante tardia como para expiicar el aumento de 20 veces antes de 1 hora.
El mRNA de HGF también aumenta durante la regeneracién en tejidos
extrahepaticos como el bazo y los pulmohes (25) y en la induccién parecen
estar involucradas las iterleuquinas 1 (iL1) y 6 (IL6) (26). Si HGF fuera el
estimuilo principal para la proliferacion de los hepatocitos, su administracién
exégena en ratas normales deberia causar aumento de la sintesis de DNA lo
que sélo ocurre en muy bajo ntimero de hepatocitos periportales. Lo mismo
sucede ante la administracion de EGF y de! Factor de Crecimiento
Transformante-a, TGFa. Esto sugiere que los hepatocitos requieren un
conjunto de eventos iniciadores. para responder a estimulos mitogénicos
ulteriores (27). Cuando la inyeccién de HGF es precedida por una de
colagenasa, el efecto mitogénico es dramaticamente amplificado y la sintesis
de DNA es inducida en mas del 60% de las céiulas, mientras que la
colagenasa sola no tiene ningdn efecto (28).

Existen evidencias in vivo e in vitro que indican que existe degradacién de
la matriz rapidamente luego de la hepatectomia parcial. La cascada
proteolitica que involucra la conversién del plasminégeno en plasmina es
comenzada por la uroquinasa. La actividad de esta Gltima aumenta a los 5

min de fa hepatectomia como resultado de ia translocacidn del receptor de
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uroquinasa a la membrana del hepatocito (29). La conversion del
plasminogenc en plasmina y la proteolisis de componentes de la matriz
como laminina, fibronectina y entactina se observa rapidamente. Las
evidencias indican que existe HGF en grandes cantidades en la matriz
principalmente airededor de los espacios portales y que la degradacion de Ja
matriz lo libera explicando el rapido aumentc de HGF en plasma (30).
Ademas se describi6 que la uroquinasa convierte la cadena de HGF simple,
inactiva y unida a la matriz, en una doble cadena, libre de la matriz, activa y
con capacidad de unirse a su receptor (31). La fosforilacion de restos tirosina
de c-Met se observa unas cuantas horas antes de la iniciacion de la sintesis
de DNA, lo que sugiere que HGF esta involucrado en la sefial mitogénica
(32). |
Tanto el Factor de Necrosis Tumoral-a, TNFa, como IL6 son importantes
componentes en las vias de sefializacion tempranas que conducen a la
iniciacion de la regeneracidon. Algunos estudios muestran que Ia
administracion de anticuerpos contra TNFa luego de la hepatectomia parcial,
disminuye la velocidad de sintesis de DNA e impide los aumentos de c-jun,
su quinasa y la actividad nuclear de AP1 (33). Estos y otros resultados
sugieren la participacién de TNFa en la sefalizacién temprana durante la
regeneracion. En ratones con deficiencias de su receptor disminuye la
sintesis de DNA iuego de la hepatectomia y no tienen lugar los aumentos
esperados de NF-xB y de STAT3. Estos defectos se corrigen con la
administracion de IL6, lo que sugiere que el rol de TNFa es regular la
secrecion de L6 (34). IL6 es secretada por las céiulas de Kupffer y esta
secrecion es estimulada por TNFa. El pico de IL6 tiene lugar 24 h luego de
la hepatectomia parcial (35). Sus efectos sobre el hepatocito son
contradictorios, se la describidé como mitdgenc (36) y como antimitégeno

(37). En el ‘higado regenerante, la supresién del gen de IL6, suprime la
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sintesis de DNA, disminuye la activacion de STAT3, AP1, Myc y ciclina D1.
Estos cambios se corrigen con la administracién de IL6 (38). Si EGF, que
también activa a STAT3, compensara la deficiencia frente a la faita de IL6, la
regeneracién podria cursar nommalmente. Contrariamente, los resultados
indican que IL6 es irreempiazable por otras citoquinas. Estos resultados
indican que existe un requerimiento de L6 y TNFa en el proceso
regenerativo perc no aclaran si el rol es facultativo. Es decir, si se requiere la
presencia de la citoquina para que tenga lugar la regeneracién, o si posee un
rol iniciador que comienza nuevas sefiales que conducén a la mitogénesis.
EGF y TGFo son mitdgenos primarios del hepatocito en cultivo que
comparten el mismo receptor. En ratas donde se extirparon las glandulas
salivales que producen EGF, se reduce notoriamente la respuesta
regenerativa (39). EGF es también continuamente suministrado al higado
regenerante por las glandulas de Brunner duodenales. Tras la hepatectomia
tiene lugar la rapida fosforilacion de la tirosina y la regulacién negativa de su
receptor io que sugiere que EGF tiene un rol mitogénico temprano (40).
TGFa parece actuar todavia més tempranamente. Su mRNA aumenta en
hepatocitos 2-3 h luego de la hepatectomia alcanzando un pico de expresion
entre as 12 y las 24 h y permaneciendo elevado mas alla de las 48 h. Sin
embargo, en ratones con delecion del gen de TGFg, la regeneracién
- procede normaimente {41). Esto se debe a un efecto compensatorio de otros
ligandos del receptor de EGF. A pesar del aumento marcado en el mRNA, la

proteina TGFa sélo aumenta dos veces en el higado regenerante (42).

1.1.5 Comitégenos: norepinefrina e insulina
En hepatocitos en cultivoe la norepinefrina amplifica las sefales
mitogénicas de EGF y de HGF por accién sobre el receptor adrenérgico o1

(43). Por otro lado, si se bloquean los receptores adrenérgicos disminuye la
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sintesis de DNA 24 h luego de la hepatectomia. Se reporté que la

“norepinefrina aumenta en el plasma en la primera hora luego de la
hepatectomia parcial e induce la secrecién de EGF por las glandulas de
Brunner duodenales (44). También impide el efecto inhibidor de TGFB1 en
cultive de hepatocitos aislados de animales regenerantes (45).

La insulina, por su parte, tiene efectos troficos sdbre el higado normal
aunque no tiene efectos mitogénicos sobre hepatocitos (46). En cuitivo, los
hepatocitos en presencia de otros factores de crecimiento aumentan su
proliferacion con el agregado de insulina en el medio, aunque la insulina no
es un mitégeno primario para los hepatocitos. Al igual que IL6, ia via de
sefializacidn iniciada por la insulina y su receptor parece ser necesaria para

gue la sefal mitogénica proceda normalmente.

Hasta aqui, se planteé el escenarioc de factores involucrados en Ia
regeneracion hepatica. Hay mucha evidencia que sugiere que todos ellos
contribuyen de aiguna manera a la transicién de los hepatocitos de Go a G1
y S en el ciclo celular. En este sentido, HGF es el tinico capaz de generar
“una sefal mitogénica completa en hepatocitos en cultivo en ausencia de
otras citoquinas.

El aumento de HGF en plasma de animales regenerantes hace también
razonable la hipotesis de que sea el principal disparador del proceso
regenerativo, aunque existe una redundancia de las sefiales iniciadoras
tempranas.

El cambio inicial mas importante inducido por la hepatectomia parcial es
el aumento del flujo sanguineo por unidad de masa hepatica. En este
sentido, la activacién de los factores transcripcionales como NF-xB se
-deberia a cambios conformacionales originados por oxidacién. Luego de la

hepatectomia existiria un rapido aumento de radicales libres por alteraciones
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en los flujos i6nicos, exceso de nutrientes y desequilibrios rédox que tienen
lugar como consecuencia de los cambios hemodinamicos y metabélicos tras
la cirugia (14). De cualquier manera, no esta claro como estos cambios
eventualmente disparan eventos tan rapidos como el aumento en la
actividad uroquinasa a los 5 min o la activacion de factores de transcripcion
dentro de los primeros 30 min y la induccién de "genes inmediatos

tempranos".

Figura 1.1.1. Factores de
crecimiento y comitégenos
en la iniciacion de la
regeneracion hepatica
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1.1.6 Poliaminas en los procesos proliferativos

Trabajos preliminares de los afios 70", demostraron el aumento de la
actividad DNA polimerasa purificada de higado nomal y de higado
regenerante in vitro por el agregado de espermidina en el medio de reaccién
(47). Otros estudios mostraron et efecto de las poliaminas en la transcripcion
al estimular fas actividades de las RNA polimerasas | y |l (48).

Las poliaminas, putrescina, espermidina y espermina, son cationes
alifaticos ubicuos. Su concentracion y las actividades de las enzimas que las
sintetizan aumentan en tejidos en crecimiento y este aumento éJrecede 0 es
simultaneo al aumento de los niveles de acidos nucleicos y proteinas en ese
tejido. La ornitina decarboxilasa (ODC) es la primera enzima en la biosintesis
de las poliaminas y la limitante en la cinética. Tiene un recambio elevado y
sus niveles aumentan rapidamente luego de una gran variedad de estimulos
de proliferacién celular.

Las poliaminas tienen alta afinidad por los acidos nucleicos y estabilizan
su estructura secundaria, estimulan la sintesis de DNA y RNA in vitro vy la
sintesis proteica in vivo e in vifro. También estabilizan membranas
protegiendo de la lisis a algunos microorganismos (49).

Sato y col. demostraron que nicleos aislados de higado regenerante
incubados con nucledtidos marcados liberaban particulas ribosomales si
eran incubados con ATP, RNA y espermmidina (50). En trabajos mas
recientes se describié intensamente el papel de {as poliaminas en la sintesis
de proteinas. En efecto, se reportd que putrescina y espermidina estabilizan
extractos crudos de tRNA metil transferasas (51) y activan proteinquinasas
implicadas en la regulacion de RNA polimerasas (52). En cultivo de células
de hepatoma se observd que atl inhibir la sintesis de poliaminas disminuye
concomitantemente el nimero de ribosomas en los polirilbosomas y se

perturba la sintesis proteica antes que la sintesis de DNA (53). Algo similar
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ocurre en la iniciacibn de la sintesis proteica en cultivo de linfocitos
“expuestos a mitogenos (54).

Es un hecho conocido que tras una hepatectomia parcial, el tratamiento
de los animales con inhibidores de la sintesis de poliaminas inhibe la sintesis
de DNA (55,56). También, se registra un aumento de poliaminas en
humanos con reseccién hepatica entre las dos y las cuatro semanas de la
reseccion (57).

Por su parte, en estudios en cultive primario de hepatocitos se corrobord
la correlacidn existente entre la actividad ornitina  decarboxilasa y la
iniciacién de la sintesis de &cidos nucleicos y proteinas (58). Trabajos
posteriores ratificaron la participacion esencial de las poliaminas en la
sintesis de macromoléculas durante el proceso regenerativo, describiéndose
un maximo de los niveles de putrescina en tejido hepatico hacia las 18-22 h
de la hepatectomia que garantiza los aumentos en las velocidades de
sintesis de DNA y proteinas a las 24 h (59-61).

Recientemente, se han explorado mas intensamente algunos de los
mecanismos moleculares que explican e! papel de las poliaminas en ia
regulacion del crecimiento. La deplecion de poliaminas en células
intestinales aumenta la actividad de la proteina activadora AP1 (62). Otra
proteina reguladora del ciclo celular como ¢c-Myc transactiva el gen odc (63).
En células de epitelio intestinal la deplecién de poliaminas se asocia al
aumento de la expresion del gen p53, fo que conduce a un arresto de las
células en la fase G1 (64). Asimismo, se report6 la participacion de estos
cationes bioldgicos en la regulacién de la apoptosis en células CHO y en

células del sistema inmune (65,66).
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1.1.7 inhibicién y finalizacion del proceso de regeneracion

La sintesis de DNA practicamente se completa en 72 h luego de la
hepatectomia parcial, los cambios histoldgicos, en cambio, contindan por
varios dias. El Factor de Crecimiento Transformante-g1 (TGFB1) es un muy
estudiado inhibidor de la proliferacion de hepatocitos en cultivo (67). Es el
mas abundante de las tres isoformas de TGFB que a su vez poseen
homologia con otros peptidos inhibidores denominados activinas, por lo que
se cree que en realidad todos ellos conforman una gran familia de mito-
inhibidores. TGFB1 es normalmente sintetizado por fas células de Ito y esta
también asociado con la sintesis de la matriz del higado. Va desapareciendo
desde la region periportal a la perivenosa y esta pérdida gradual es seguida
por una ola de hepatocitos en mitosis, lo que sugiere que la pérdida de
TGFB1 del medio es requerida para que se complete el ciclo celular.
Aumenta muy rapidamente tras la hepatectomia con la misma cinética que
HGF (68). Esto también podria deberse a ia liberacion de TGFp1 de la
matriz. En higado, su mRNA aumenta a fas 3-4 h luego de la hepatectomia
alcanzando un maximo a las 48-72 h (69). La finalizacién de la sintesis de
DNA en este periodo, es atribuible al efecto mito-inhibitorio de TGFB1. La
infusion de TGFB1 en animales regenerantes suprime €l pico de sintesis de
DNA a las 24 h. Por otro lado, los hepatocitos aislados de animales
regenerantes entre las 12 y las 48 h luego de la hepatectomia son
resistentes a los efectos mito-inhibitorios del TGFB1 en cuiltivo (70). Los
receptores a esta citoquina también disminuyen durante ese intervalo de
tiempo (71). La sensibilidad a TGFp1 recién retorna después de las 96 h, sin
embargo la proliferacion finaliza entre las 48 y las 72 horas, periodo en el
cual los hepatbcitos todavia son algo resistentes al TGFp1. La Norepinefrina
disminuye ia sensibilidad a TGFB1 entre las 12 y las 48 h (72). Los *

hepatocitos prosiguen con la proliferacion ain cuande TGFB1 esté en
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aumento. Por otro lado, en ratones transgénicos con sobreexpresion de
TGFB1, la regeneracién hepética luego de una hepatectomia parcial cursa
hasta su totalidad (73). Esto hace pensar que TGFB1 por si solo no es
suficiente para actuar como sefial de terminacion de este proceso. Otras
sefiales de metabolitos, factores de crecimiento, citoquinas o la restauracién
de la propia matriz, pueden conducir, en conjunto, hacia la terminacién de la
regeneracion. TGFB1 ademas de su efecto mito-inhibitorio es mitégeno y
moto-estimulador en hepatocitos normales (74). También estad involucrado
en la regulacién de la sintesis de la hueva matriz en el higado regenerante.
Por todo esto, su papel en la regeneracion parece ser mas amplio y no se ha

aclarado en forma definitiva.

1.1.8 Citoquinas en el higado regenerante. Interferon alfa

Muchas citoquinas tienen efecto sobre distintas actividades del
metabolismo hepatico. Por ejemplo, IL1, IL6 y TNFa poseen acciones
similares sobre la sintesis de macromoléculas, concretamente en lo que se
refiere a la expresion de las denominadas proteinas de fase aguda en las
respuestas inflamatorias. En otro aspecto, también se ha descripto la
disminucién de los sistemas de destoxificacion hepatica de fase | por IL1,
IL6, TNFa, TGFa/p e IFNy/a/p (75).

En lo que se refiere a la regulacién de la regeneracion hepatica y las
citoquinas no parenquiméticas, es decir no producidas por el hepatocito
durante este proceso, el analisis de ia participacion de algunas de ellas es
siempre tema de investigacién. De hecho, y como hemos visto, el rol de
TNFa en ia iniciacién de la regeneracion, asi como e! efecto inhibitorio de
TGFB y de la familia de las activinas en la terminacion de este proceso,

contindan sin una aclaracién definitiva (14,76).
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Nuestro interés se centr6 en el estudio de algunos efectos inhibitorios que
se esperaban para los interferones alfa (IFNo) sobre el proceso de
regeneracion que sigue a una hepatectomia parcial.

Los interferones alfa pertenecen a la familia de interferones de tipo I, que
incluye mas de veinte glicoproteinas identificadas hasta el momento y que
son producidas principalmente por linfocitos y monocitos. Los IFNo son
reconocidos y utilizados terapéuticamente por sus propiedades antivirales e
inmunomodulatorias, pero también se conoce su capacidad antiproliferativa
(77).

Muchas de estas acciones del IFNw, si no todas, son mediadas por la
interaccion con su receptor de membrana (IFNA-R) y las tirosina-quinasas
asociadas a éste, con las proteinas STAT. Estas titimas, una vez activadas,
se complejan formando multimeros que se translocan al nticleo donde
ejercen su accién como transactivadores de genes especificos, uniéndose a
regiones regulatorias de genes inducibles por citoquinas (78,79). Se sabe
que en el higado regenerante existe una compleja superposicion de muchos
de los blancos de esta cascada entre citoquinas proinflamatorias y
mitégenos del hepatocito como el mismo EGF (76).

Se han descripto una serie de efectos inhibitorios del IFNa en la
regeneracion del higado que no han sido completamente aclarados. En un
trabajo preliminar con IFN de tipo | (aiffa + beta), Nishiguchi y col.
demostraron que el tratamiento de ratones parcialmente hepatectomizados
con esta mezcla de interferones disminuia la actividad hepéatica de la ornitina
decarboxilasa (ODC) (80). Como se menciond antes, la ODC es la enzima

que limita la sintesis de poliaminas durante ia regeneracién hepatica. Otros

'estudios posteriores en roedores con distintas subclases de IFN«, también

reportan la inhibicién de ODC (81,82).
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Como se comentara anteriormente, durante e! proceso de regeneracion
hepatica que sigue a una hepatectomia parcial del 65% en la rata, los
hepatocitos ingresan rapidamente en la fase G1 del ciclo celular luego de la
induccién de una serie de genes especificos para progresar hacia la fase S
del ciclo hacia las 24 h (83). En este sentido, el gen odc es un gen activado
tempranamente (84) que junto con otros como c-fos y ¢c-myc permite la
progresién hacia la fase de duplicacion. La expresién de la enzima ODC es
regulada a diferentes niveles (85-87) y su velocidad de sintesis, entonces,
resulta de un balance entre la actividad trancripcional del gen ode, la
estabilidad de su mRNA, asi como la eficiencia de su traduccién. Por esto, el
estudio de la posible modificacion de la expresion de ODC por el tratamiento
con IFNc durante la regeneracion resulta necesaric para explicar los efectos
descriptos acerca de la disminucion de su actividad.

Previamente, se menciond que la putrescina tiene un rol esencial en |a
sintesis de acidos nucleicos y proteinas en el proceso de regeneracion
hepatica (58,60). Se ha descripto que IFNa reduce la sintesis de DNA luego
de una hepatectomia parcial por medio de la disminucién de los niveles de
putrescina (80,81,88). Se sugirié que tal disminucién depende de la dosis y
det subtipo de interferon alfa (81).

Ademas de la disminucién de los niveles de putrescina por [FNo durante
la regeneracion hepatica, hecho que podria afectar la velocidad de sintesis
proteica, se conocen otros efectos de los IFN en general que afectan la
sintesis de macromoléculas. Por ejemplo, estd bien documentada la
inhibicién por IFN de la iniciacién de la sintesis de proteinas (89).

Finalmente, otro efecto inhibitorio en el higado descripto para los IFNq,
es la supresidon de algunas actividades de iscenzimas inducibles de
citocromo P450 (80,91). CYP3Ad4, Ia principal isoforma de la familia de P450

en higado adulto humano, metabolizadora de una gran variedad de
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farmacos, como sera desarrollado en otra parte de este capitulo, no ha sido

estudiada a este respecto.

1.2 FAMILIA DE ISOENZIMAS DEL CITOCROMO P450.

1.2.1 Generalidades

El sistema enzimatico P450 fue descubierto a fines de los afios 40" al
estudiarse un tipo inusual de reacciones de oxidacién que involucraban un
atomo de O (monoxigenacion). En esta reaccion un O se combina con dos H
donados por dos moléculas de nicotinamida-adenina dinucleétido fosfato
reducido (NADPH) para formar H;O y el segundo atomo de O de Ia molécula
de O se incorpora al sustrato.

2 NAD(PH+ Oz +R —_—r 2 NAD(P) + H,0 + R-O

Esta reaccion de “oxidacion de funciéon mixta”, parecia ser importante
en el metabolismo de una gran variedad de quimicos de diversas estructuras
y funciones. Las mismas tenian lugar en preparaciones hepaticas y de
algunos otros tejidos. En el caso del higado, el sistema estda muy
desarrollado, lo que indica que el hepatocito juega un roi crucial en el
metabolismo de sustancias enddgenas y exdgenas (92).

El primer paso en la identificacion de los componentes microsomales
que participaban en estas reacciones llegd con el descubrimiento de una
proteina inusual portadora del grupo hemo que cuando se fijaba a una
molécula de CO producia un espectro de absorbancia con un pico
caracteristico a 450nm. Este pigmento se identificd6 como un componente
terminal de una cadena de transporte de electrones que catalizaba la

oxidacion de distintos sustratos (93).
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Al estudiar esta cadena de transporte de electrones en la Pseudomona
putida, bacteria capaz de desarrollarse con canfor como Unica fuente de
carbonb, se observd gue la misma comienza_con la forma reducida de la
nicotinamida-adenina dinucleétido, sigue con una flavoproteina seguida de la
putidaredoxina y finalmente el citocromo P450. En contraste, la cadena en
mamiferos, estudiada por primera vez en microsomas de conejo, mostré la
existencia de un flujo de electrones desde NADPH a una flavoproteina y
luego al P450.

Cada especie posee un gran nimero de formas enzimaticas de P450
distintas, por lo que existen formas especie-especificas y aun tejido-
especificas. Cada forma oxida preferencialmente ciertos sustratos y esta
especificidad contribuye a la destoxificacién o bioactivacion de drogas por
diferentes isoformas. La reaccidn catalitica involucra basicamente la pérdida
de electrones o atomos de H del sustrato en cuestion seguida de la union de
O (Figura 1.2.1) (94). Asl, la diversidad de reacciones oxidativas catalizadas

por el citocromo P450 pueden clasificarse seglin Guengerich y col. (94) en:

a) hidroxilacién de un atomo de C

b) liberacién de un heteroatomo (dealquilacion)
¢) oxigenacidn de un heteroatomo

d)} epoxidacién 'I

e} migracién de grupo oxidativo

f) inactivacién suicida por olefinas



1. Introduccion

& Figura 1.2.1
Reaccion general de
oxidacién.

a) [FeOI** HCR; —p [FeOH]** eCR; —» Fe* OHCR;
b) [FeOF* NR.CH;R  —  [FeO]* *NR,CH,R —[FeOH]**
eNR;-CHR <> :NR-«CHR
:NHR2 + O=CHR <— Fe** :NRzéH(OH)R

c) [FeO** :XR, = [FeO** *XR, —» Fe* O-X'R,

d) [FeO]** R,C=CR, —» Rz?-cﬂaz .. RC—C/R
.
O- Fe* o}

20
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También, aunque poco frecuentemente, puede reducirse al sustrato
(ejemplo CClLy).

El nimero total de sustratos de este sistema asciende a miles (95). Esto
es consecuencia de las multiples isoenzimas y también del hecho que cada

isoforma es capaz de oxidar una gran variedad de sustratos (96).

1.2.2 Multifamilia P450. Nomenclatura

En el higado de rata se han identificado mas de 40 genes para
citocromos P450 (y al menos 30 en el hombre), de los cuales la mayoria se
expresa. La asignacién de proteinas como productos de distintos genes fue
establecida por tecnologia de DNA recombinante y en algunos casos por
secuenciacion de las proteinas directamente. Por construccién de sondas de
DNA complementarias a partir de los mRNAs estos genes, se los agrupa en
familias que poseen al menos un 40% de identidad. De acuerdo a esta
nomenclatura, las familias reciben nimeros. Las secuencias que dentro de
cada familia muestran al menos un 60% de homologia constituyen las
subfamilias y son designadas con letras mayusculas (A, B, C, etc.). Luego,
cada enzima individual recibe un nuevo numero excepto que sélo exista un

gen presente (97).
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Figura 1.2.2 Estructura
tridimensional de un

citocromo P450 bacteriano.
En la figura se esquematiza la
estructura tridemensional de una
isoforma bacteriana de citocromo
P450 denominada CYP 101 o
CYPcam purificado de Pseudomona
putida. En ella se pueden observar
los componentes que le permiten
oxidar al sustrato: dos sitios de
unién, uno a una molécula de O, en
el grupo hemo y el otro, por encima
del hemo, para unir al sustrato (en
anillos azules y rosados). La
estructura secundaria muestra la
existencia de 12 hélices alfa
(cilindros amarillos) y 10 laminas
plegadas beta (cintas verdes).

1.2.3 Localizacion subcelular

En las células de mamiferos hay dos clases de citocromo P450,
microsomal y mitocondrial. Ambos estan estrechamente asociados a las
membranas. Esta unién parece ser esencial para su funcién. Las isoformas
de P450 son sintetizadas por los ribosomas asociados al reticulo
endoplasmico rugoso y se integran a su membrana a medida que son
traducidas (98). La conformaci6n de las moléculas de P450 unidas a
membrana, esencial para la insercién correcta del grupo prostético hemo, se
logra a partir de su integracién y la misma parece depender de la porcién
amino terminal de unién a la membrana. Al comparar la estructura primaria
de porciones N-t de distintos P450s se hallaron motivos altamente
conservados: un aminoacido cargado negativamente en el N-t, una serie de
aminoacidos hidrofébicos, luego varios aminoacidos cargados positivamente
y finalmente una region rica en prolina. La regién hidrofébica es reconocida
por la particula de reconocimiento de la sefial y funciona como una sefial de

destinaci6n de los péptidos de P450 a la membrana. El amino&cido cargado
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negativamente es importante en la determinacion de ia funcién de Ia
secuencia de la sefial de anclaje. Mientras que la secuencia sefial de las
proteinas secretorias (8) y la secuencia de la sefial de anclaje de las
proteinas de membrana tipo |l que usualmente poseen un aminoacido
positivo en el N-t, inducen la translocacién de los péptidos a través de la
membrana del reticulo endopldsmico, la secuencia sefial de anclaje tipo
P450 se inserta por si misma en la membrana pero no permite Ia
transiocacion del péptido. EI reemplazo del aminoacido cargado
negativamente por otro cargado positivamente en esta Ultima, convierte a la
secuencia de la sefial de anclaje en una del tipo de las proteinas secretorias

(8) (99).

1.2.4 Reacciones de destoxificacién

Las oxidaciones catalizadas por P450 pueden resuitar en la
destoxificacion de un toxico potencial o en su bioactivacién. En general las
reducciones siempre aumentan la reactividad de los productos. Las
‘oxidaciones por parte de otras enzimas microsomales (flavin-
monooxigenasas, como la alcohol y la aldehido deshidrogenasas) también
pueden generar productos mas activos o menos toxicos. En general, las
reacciones de oxido-reduccion en el metabolismo clasico de drogas
constituyen lo que se denomina fase 1 y las reacciones de conjugacion, que
usualmente suceden a las de oxido-reduccién, constituyen la fase ii. La

mayoria de estas ultimas conducen a la destoxificacién de quimicos (100).

1.2.5 Regulacioén de la actividad y la expresién
La actividad catalitica de las isoenzimas de ia familia P450 puede ser
~influi-da a distintos niveles, E! aporte del cofactor puéde ser importante. Los

niveles de NADPH pueden alterarse por ayuno y por gradientes de O, en el
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higado. El hemo es necesario como grupo prostético y su déficit disminuye la
actividad, sin embargo no es muy claro su papel en la regulacién de los
genes de P450 (101,102). Finaimente, la NADPH-citocromo P450 reductasa,
que esta presente en un orden de magnitud por debajo del mismo P450,
también se requiere para la actividad. La composicion lipidica no parece
influir en la actividad de las distintas isoformas (103) excepto para la
subfamilia 3A (104,105). Sin embargo, ia evidencia experimental indica que
la forma mas comdln de modular las actividades especificas de estas
isoenzimas es a través de cambios en las cantidades individuales de ellas
(106,107). Estos cambios involucran la sintesis de novo, en general por
aumento de la velocidad de transcripcion. La lista de inductores es asi casi
tan larga como la de sustratos y generalmente la induccién es de varias
isoformas a la vez. En muchos casos también se da que algunas son
disminuidas mientras otras se inducen (108,109). Muchas de las isoformas
en roedores estén reguladas por hormonas esteroideas (110,111).

En general, la vida media de las distintas isoenzimas es similar y cercana a
las 24 horas, sin embargo, se sabe que algunos inductores, muchos de los
cuales interaccionan con receptores intracelulares, también modulan la
estabilidad de los mRNAs.

Otro aspecto de la regulacién es el polimorfismo. Casi todas las
actividades cataliticas de los CYPs son afectadas por algtn factor ambiental,
en cambio, el polimorfismo genético es muy poco afectado por otros
factores. Su origen puede ser la modificacién en genes estructurales o en las
- proteinas que regulan su expresion. En el hombre, esto se ha identificado
sobre todo en el metabolismo de ciertas drogas y en algunos casos se
puede establecer correlacion entre el fenotipo expresado y la susceptibilidad

a algunos carcinégenos (112).
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1.2.6 Citocromo P450 3A4 (CYP3A4)

La subfamilia 3A de este sistema esta constituida principalmente por la
isoenzima 4 (113). CYP3A4 es la isoforma mas abundante, representando
casi un 50% del citocromo P450 hepatico total en el hombre (114). Ademaés
de su importancia en el metabolismo de esteroides enddgenos, existe una
gran lista de farmacos metabolizados por CYP3A4 dentro de los que se
incluyen corticoesteroides, antibidticos macrélidos, cimetidina, nifedipina,
warfarina, acetaminofenc e inmunosupresores como la ciclosporina y el FK-
506 (115-118).

En el feto estas actividades estan concentradas en ofra isoforma de la
subfamilia 3A, CYP3A7, que es la mas abundante en el higado fetal. Al
nacimiento, ésta comienza a decrecer mientras aumenta progresivamente la
expresion de CYP3A4. A pesar de que CYP3A4 y CYP3A7 estan
estructuralmente relacionadas, difieren en su capacidad de realizar las
reacciones de mono-oxigenacion (119).

Se ha descripto !a induccion de CYP3A4 por rifampicina y barbituratos
(120,121). Es conocida también la induccién de la actividad CYP3A4
causada por dexametasona en hepatocitos {122).

En cuanto a su disminucion, se ha descripto la inhibicién de CYP3A4 por
flavonoides presentes en las frutas (123). Con respecto a la regulacion
negativa por hormonas y citoquinas, ha sido reportada la disminucion del
metaboliémo de drogas dependiente de CYP3A4 y los niveles de su mRNA
en hepatocitos humanos tratados con triiodotironina (T3) (124), interleuquina
6 (IL6) y otras citoquinas que se fijan al receptor de IL6 como oncostatina,
asi como interferon gama (125). Asi mismo, se describié que el factor de
cfecimiento hepatocitario (HGF) disminuye ia actividad CYP3A4 y reduce su

induccion por rifampicina (126).
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Algunos resultados en cultivo de hepatocitos en distintos estadios
muestran que en ausencia de factor de crecimiento epidérmico (EGF)
disminuye la acumulacién de los mRNAs de CYP32A4 y CYP1A2 en
respuesta a sus respectivos inductores (rifampicina y dioxina} en cultivos
subconfluentes respecto a confluentes. La presencia de EGF (proliferacién)
s6lo disminuye levemente la acumulacion de ambos citocromos en cultivos
confluentes y subconfluentes. En cambio, el citocromo fetal CYP3A7, no se
expresa ni en cultivo confluente ni en subconfluente independientemente de
la presencia de EGF, lo que indica que no se produce un cambio hacia el
fenotipo fetal durante la proiiferacion (127).

Estudios preliminares a nivel del mRNA de CYP3A4 en hepatocitos
humanos revelan la existencia de una segunda sefial de poliadenilaciéon lo
que sugiere la existencia de un mecanismo de regulacion de la expresion

pre-traduccional (128).

1.2.7 Citocromos P450 1A1, 1A2 y 2B1/2 (CYP1A1, CYP1A2 Y

CYP2B1/2)

La mayoria de las isoformas de P450 involucradas en el metabolismo de
xenobiéticos son inducibles. En muchos casos los inductores son sustratos.
Por lo tanto las actividades de estas isoenzimas permanecen elevadas
cuando es necesario. En general, la induccién aumenta la capacidad de
destoxificacién y en la mayoria de los casos es un mecanismo de proteccién.
Entre los inductores estdn los hidrocarburos aromaticos policiclicos,
barbituricos, bifeﬁilos policlorinados, etc. Sin embargo, muchas sustancias
son modificadas por la actividad P450 volviéndose mas electrofilicas, io que
permite, en algunos casos, que puedan interaccionar covalentemente con el
DNA para preducir mutaciones. CYP1A2, por ejemplo, estd involucrada en la

accién carcinogénica de las comidas asadas y el humo del cigarrillo. Algunas
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aminas heterociclicas producidas con la combustién no son carcinégenas
per se pero son bioactivadas por esta isoenzima (129).

Los-efectos de la dieta en la actividad de algunas isoenzimas de P450
fueron descriptos por primera vez hace casi 30 afios al demostrarse la
induccién de la actividad benzopireno hidroxilasa (130). Posteriormente, esto
se aclar6 al comprobarse que los indoles de la dieta aumentaban las
actividades benzopireno hidroxilasa y etoxiresorufina o-dealquilasa debido a
la induccion de CYP1A1 intestinal y CYP1A1 y CYP1A2 hepaticas (131).

En los 80", se purificaron dos formas de citocromo P450 a partir de
microsomas de animales tratados con fenobarbital 6 3-metilcolantrenc lo que
dividia a las formas inducibles de P450 en dos grandes grupos (132).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos como el metilcolantreno y el
benzopireno son inductores prototipicos de CYP1A1 y CYP1A2 y en menor
medida de CYP1B1. A esta familia de inductores también pertenece el
contaminante ambiental tetraciorodibenzo p-dioxina (TCDD), el inductor mas
poderoso de CYP1A1. Poland y col. mostraron que en higado de ratén
existia una proteina que se unia a TCDD en forma saturable y con alta
afinidad con las caracteristicas de un receptor. Esta proteina fue designada
como receptor Ah, AhR, por unirse a los hidrocarburos aromaticos (133).
Para que el AhR adquiera capacidad de unién al DNA debe heterodimerizar
con la proteina Arnt (traslocador nuclear del receptor AhR). Esta proteina no
se une a TCDD ni a DNA en ausencia de AhR. Se comprobé la existencia de
secuencias activadoras y secuencias promotoras transcripcionales arriba del
gen de CYP1A1, dependientes de la unién del heterodimero AhR/Arnt. La
secuencia reconocida por el heterodimero es denominada "elemento de
respuesta a xenobidticos" (134). Estudios en células intactas revelaron que

el "enhancer” es inaccesible a las proteinas de unién in vivo (la cromatina en
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esta region adquiria la conformacion de un nucleosoma), pero la presencia
de TCDD conduce a la ocupacion de multiples sitios para AhR/Amt (135).

El fencbarbital, por su parte, induce varias formas de citocromo P450. En
la rata, el tratamiento con este barbitdrico aumenta rapidamente la velocidad
de transcripcién de los genes CYP2B1/2 por una combinacion de
mecanismos transcripcionales y postrancripcionales (136). En bacterias se
hallé una regién regulatoria arriba del gen de un citocromo inducible por
barbituratos que contenia un elemento que se denomind Barbie Box. Estas
secuencias también se identificaron en CYP2B1/2 de rata (137,138).
También se identificd una region sensibie a fenobarbital por encima de los
genes CYP2B1 y CYP2B2 en hepatocitos humanos (139). Esta respuesta a
fenobarbital era tambien influida por glucocorticoides, sugiriendo que el
fenobarbital podia actuar indirectamente causando una acumulacién de un

esteroide enddgeno (139).

1.2.8 Antecedentes e importancia del estudio de CYP en Ia

regeneracion

Como ya hemos desarrollado en la primer parte de este capitulo, fa
hepatectomia parcial es ampliamente usada en la investigacién béasica como
un modelo de regeneracion hepdtica. A este respecto, se ha mencionado la
notoria capacidad del higado para regenerar en respuesta a darfios de
distintas naturaleza (infeccién, injuria toxica ¢ trauma). Luego de la
. hepatectomia parcial, la regeneracién tiene lugar en ausencia de muerte
celular, inflamacion o fibrosis, aunque clinicamente la regeneracion se da en
falla hepatica aguda y en enfermedades crénicas del higado en condiciones
que producen alteraciones importantes del tejide (83). El estudio del proceso

de regeneracién cobré también interés con la difusién del transplante de
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higado, ya que existe regeneracion tanto en el receptor como en el donante
vivo (140,141).

Resulta muy interesante analizar las variaciones y los mecanismos de
regulacion de las isoenzimas de CYP durante la regeneracion del higado en
vitud de establecer estrategias farmacolégicas para pacientes que cursan
regeneracion y son medicados, como en el caso del manejo terapéutico en
el post-transplante, cirrosis, reseccién de hepatocarcinoma, etc.

El primer indicio de fa disminucién de enzimas de la Fase | durante Ia
regeneracion fue descripto en 1960, demostrandose ia disminucion de P450
total tras la hepatectomia parcial en ratas (142). Luego hubo distintos
estudios que se encargaron de aclarar que tras la hepatectomia existia una
reduccion del 50 % del CYP total atribuida a la disminucién selectiva de
algunas isoformas, sin establecer hasta el momento las causas de estos
cambios y sugiriéndose la participacion de factores de crecimiento u otros

mediadores del proceso regenerativo (143-145j’.

1.2.9 Accién de aminas sobre monooxigenasas microsomales

Desde hace mas de una década se conocen los efectos inhibitorios de la
histamina (146) y de analogos estructurales como los antihistam{nicos sobre
monooxigenasas microsomales, especificamente sobre isoenzimas
constitutivas como las de la familia 3A (147,148).

Mas recientemente, se han sumado a las aminas con efecto inhibitorio
sobre CYP, los antidepresivos triciclicos (149,150).

Existen evidencias del efecto inhibitorio de aminas citotéxicas como la
cisplastina sobre el P450 testicular, que inhibe la expresion de isoenzimas
esteroideogénicas (151).

Por otra parte, se han asociado algunos efectos moduladores del

crecimiento que posee la histamina con su capacidad de unién a sitios
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intraceiulares en reticulo endoplasmatico y niicleo de distintos tejidos. En tal
sentido, se comprob6 que tanto la histamina como las poliaminas se unen a
isoformas de P450 microsomal con distinta afinidad, lo que puede
representar una manera indirecta de regular la funcién génica modulando
isoenzimas de P450 que controlan los niveles de lipidos oxigenados (152).
La disminucion del contenido de CYP durante el proceso regenerativo
hepatico es un evento paralelo al aumento de los niveles tisulares de
poliaminas (59,60). Una hipdtesis que surge considerando estos
antecedentes, es la posibilidad que el aumento de putrescina (y/o de las
otras poliaminas superiores) esté involucrado en la disminucién de los

niveles de P450 durante la regeneracién hepética.
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2. OBJETIVOS

Se requiere tanto la conciencia del deseo como el deseo de la conciencia.
Guy Debord

2.1 Primera Parte: Contribucién de las isoenzimas CYP3A4, CYP1A1
y CYP2B1/2 en la disminucién de CYP total en el higado

regenerante. Hipétesis sobre las causas de esta inhibicién

En una primera etapa del estudio centramos nuestra atencion en tres
isoenzimas del sistema P450, CYP3A4, CYP1A1 y CYP2B1/2 durante el

proceso de regeneracién hepética.

La primera, CYP3A4, representa cerca de un 50 % del total de P450 y se
expresa constitutivamente; es fundamental en la depuracién de drogas,
metabolizando una enorme variedad que incluye, nifedipina, warfarina,
acetaminofeno, ciclosporina y FK-506 (115,153). Hasta el presente, no se
conocian datos definitivos de su comportamiento durante la regeneracién
hepatica.

Por su parte, CYP1A1 y CYP2B1/2 son inducibles por xenobiéticos y
pueden generar productos carcinogénicos. CYP1A1 metaboliza -
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), como el benzopireno y el 3-
metilcolantreno, este Ultimo, potente inductor de esta familia. CYP2B1/2
también metabolizan PAH pero son inducibles por fencbarbital (115,154).

El objetivo general de esta primera parte del trabajo de tesis fue analizar
la posible participacién de putrescina como mediador de la disminucién de
CYP durante la regeneracion hepatica. La hipétesis establecida fue que esta

poliamina, esencial para el aumento de ia sintesis de macromolécuias en el

proceso regenerativo, podia resultar inhibitoria sobre algunas isoenzimas de
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P450, como se describia para otras aminas bidgenas y exdgenas (ver
capitulo anterior 1.2.9),

Se esfudic') para ello el efecto de una inyeccién exégena de putrescina
sobre CYP total y sobre las actividades asociadas a las isoenzimas CYP3A4,
CYP1A1 y CYP2B1/2 asi como la cantidad de estas proteinas.

También se modificaron los niveles de putrescina en el higado
regenerante mediante la administracion de un inhibidor de la ornitina
decarboxilasa, el acido gama amino butirico (GABA), y se analizaron los
cambios de estas isoformas en animales regénerantes a distintos tiempos

luego de una hepatectomia parcial.

Los objetivos especificos que se plantearon para la primera etapa de

este estudio fueron:

a. Analizar la contribucién de las isoenzimas CYP3A4, CYP1A1 y
CYP2B1/2 en la disminucién de CYP total durante la regeneracion

hepatica.

b. Estudiar el efecto de putrescina exdgena sobre CYP total y sobre la

isoformas mencionadas, CYP3A4, CYP1A1 y CYP2B1/2.

¢. Analizar los posibles cambios de CYP total y de CYP3A4, CYP1A1 y
CYP2B1/2 frente a la modificacién de los niveles de putrescina en la
- regeneracion hepatica por inhibicién de la enzima que |a produce, ornitina

decarboxilasa, con acidoc gama aminobutirico (GABA).
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2.2 Segunda Parte: Efectos inhibitorios del IFNa en la regeneracién

hepética. Convalidacién de Ia hipétesis

En esta etapa se propuso trabajar en el mismo modelo de regeneracion
hepatica atenuando la produccion de poliaminas del higado regenerante con
una citoquina antiproliferativa como el interferon alfa (IFNo), utilizado

terapetticamente en el tratamiento de hepatitis crénicas (155).

Son conocidas las propiedades antiproliferativas del IFNo en divérsas
células y tejidos, aun en el tejido hepatico. Al respecto, como describimos
anteriormente (ver 1.71.8), se demostrd su efecto inhibidor sobre la actividad
ofnitina decarboxilasa y, por ende, la reduccion de los niveles de putrescina,
en cultivos celulares (156) y en higado regenerante (80), aunque no se

conoce claramente el mecanismo de disminucion de esta actividad.

En virtud de todo esto, se halld interesante caracterizar los posibles
efectos del IFNa sobre la velocidad de sintesis de macromoléculas,
particularmente sobre la sintesis de proteinas totales y microsomales
durante la regeneracioén, no estudiadas hasta el momento. Asimismo, se
pretendié analizar las consecuencias que podia tener la disminucién de
putrescina en el higado regenerante sobre los niveles de la isoenzima de
P450 mas abundante, CYP3A4, para corroborar la hipétesis enunciada en la
primera parte de este estudio, que el aumento de esta poliamina durante el
proceso regenerativo podria resultar inhibitorio sobre la actividad de algunas

isoenzimas de P450.
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Los objetivos especificos de esta segunda etapa fueron los

siguientes:

d. Analizar el efecto del tratamiento con dosis farmacoldgica del IFNo
mas utilizado en el tratamiento de la hepatitis crénica .C, IFN¢-2b, en el
higado'regenerante en cuanto a;

Sintesis de DNA

Sintesis de proteinas totales

Sintesis de proteinas microsomales

Expresion de la proteina ODC vy niveles de putrescina

e. Analizar el efecto de IFNa-2b sobre la actividad nifedipina oxidasa
microsomal (CYP3A4) en higado normal y comprobar si en higado
regenerante la disminucion de los niveles de putrescina provocada por esta
citoquina modificaba de alguna manera el grado de inhibicién de esta

isoenzima.
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3. METODOS

El trabajo es, ante todo, un acto que tiene lugar
entre el hombre y la naturaleza,
Karf Marx

3.1 ANIMALES Y TRATAMIENTOS

3.1.1 ANIMALES

Para la realizacion de estos estudios se trabajé con ratas Wistar machos
adultas (340-390 g) de nuestro bioterio (Instituto de Fisiologia Experimental,
CONICET). |

Los animaies fueron mantenidos en las condiciones habituales de luz,
temperatura y alimentacion de acuerdo a nomas internacionales para el
cuidado de animales de laboratorio ("Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals" National Institutes of Health, publication no. 86-23,
revised 1985). |

3.1.2 ANIMALES REGENERANTES Y ANIMALES CONTROLES

A lo largo de todo el estudio se trabajé con higados regenerantes y con
sus respectivos controles, Como modelo experimental de higado

regenerante se recurrié at de hepatectomia quirtirgica.

Para esto, un grupo de ratas fue sometido a una hepatectomia parcial

(HP), esto es una reseccion del 65% de la masa hepética (remocién de los
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I6bulos medio o central y lateral izquierdo) segln describen Higgins y

Anderson (1).
Brevemente, se detalla a continuacién el procedimiento quirdrgico:

Se realizd una incisidén transversal de 2 cm en el abdomen, 1 cm por
debajo del apdfisis xifoides. Se exteriorizaron los dos Idbulos anteriores
(medio y lateral izquierdo). Luego de ligar el pediculo vascular de cada
I6bulo con hilo quirdrgico, cada uno de ellos fue escindido realizando un
corte 1-2 mm distal a la ligadura (Fig. 3.7). Finalmente, se absorbié
cuidadosamente la sangre coagulada en la cavidad abdominal utilizando
gasas y se suturaron las capas musculares vy la piel.

Otro grupo de animales fue utilizado como control. Para esto se le
practicO una cirugia simulada (SH, sham) consistente en la escision del
abdomen con exteriorizacion y cuidadosa manipulacién de los i6bulos
hepaticos durante el tiempo de duracion de una hepatectomia parcial.

En todos los casos, durante la cirugia y después de la misma, los
animales fueron mantenidos en un ambiente con temperatura calida

utilizando lamparas de calentamiento hasta la recuperacién de fa conciencia.

3.1.3 TRATAMIENTO CON PUTRESCINA

Para estudiar la accién de putrescina exégena sobre CYP total y sobre
las isoformas en cuestion, se administré a un grupo de ratas controles SH,
18.5 umol/100 g peso oorboral, i.v. de putrescina (PT) (Sigma Chemicals
Co.) en el momento de la cirugia simulada.

La dosis fue establecida en base a su capacidad de producir niveles

comparables a los alcanzados tras una hepatectomia parcial (59).
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Las concentraciones hepdticas de putrescina determinadas por HPLC
(ver mas adelante, 3.2.6) tras una inyeccién Gnica de la dosis elegida de
18.5 pmol/100 g peso corporal, i.v., resultaron ser las que se ilustran en la

tabla 3.1.

Figura 3.1. Hepatectomia

parcial. El esquema muestra una vista
anterior del higado de rata donde estén
representados los l6bulos medio y
lateral izquierdo removidos de acuerdo
con la técnica quirtrgica de Higgins y
Anderson (1).

\/ " ) N vci, vena cava inferior

m, lébulo medio

1i, 16bulo lateral izquierdo
sd, 16bulo superior derecho
id, 16bulo inferior derecho
ai, l6bulo anterior izquierdo
¢, l6bulo caudado

TABLA 3.1. Concentracién hepitica de putrescina luego de su administracién

Tiempo después de | Putrescina hepatica
la inyeccién nmoi/g higado
(18.5 umol/100 g}
Oh n. d.
1h 20+11
6h 8116
24 h 29+3
48 h 1041
96 h 811

n. d., no detectable
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3.1.4 TRATAMIENTO CON GABA

Con el fin de atenuar los niveles de putrescina en el higado regenerante,
se ensayé un tratamiento con &cido gama amino butirico (GABA), un
inhibidor fisiolégico de la enzima que cataliza la sintesis de putrescina,
ornitina decarboxilasa (157) (Fig.3.2).

De esta manera, subgrupos de animales SH y HP fueron tratados con
vehiculo (soiucion fisiolégica) o con GABA (Sigma Chemicais Co.),
intraperitonealmente, en dos dosis diarias' de 500 pg/g peso corporal
comenzando 16 h antes de la cirugia y continuando hasta la tarde anterior al

sacrificio (Fig. 3.3), de acuerdo a trabajos de otros autores (84).

N-ac espermidina

PAD SAT
ornitina

decarboxilasa sintetass

ornitina —— putrescina ——— espermidina
NHACHZICH(NHZ)COOH A NHACHZ a2 @-MP NHZ(CH2)4NH( CH2) 3NH2 w
smy 'ﬁ N _
. sintetass N-3C espermina
SAM
Inhibicién por COOHCH{NH2)CH2CH2S(CH)Ado /
metabolito final BAO
NH?{CI-IZ}SM-![G-IM(U'IZJZNHZ

1
i
|

|

F

|

|

|

espermina
|

|

: gama amino butiraldehido

;' aldehido
| deshidrogenasa

gama amino butirico
NH2{CH2) 3COCH

Figura 3.2. Ruta de las poliaminas.
SAM, S-adenosilmetionina; DAO,
diaminaoxidasa; SAMDC, S-adenosilmetionina
decarboxilasa; SAMMP, S-adenosil 3 metil
mercaptopropilamina; SAT, espermidina N-
acetiltransferasa; PAQ, poliamineoxidasa.
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Figura 3.3. Tratamiento con GABA. El esquema ilustra el tratamiento con este
inhibidor. Se eligi6 representar un tratamiento hasta las 24 6 48 b de evolucién luego de
la cirugfa (hepatectomfa o sham). En ¢l caso de los grupos de 96 h se continué la
administracién con la misma regularidad.

cirugia sacrificio sacrificio
(HP o SH)
\"2 \% v
— —m
h -16 6 2 10 24 26 34 48
500
: :919’ ABA GABA  GABA GABA  GABA

3.1.5 TRATAMIENTO CON IFNa-2b

En otra parte del estudio, se pretendié analizar los efectos del IFNc,
tambien descripto como inhibidor de la actividad ornitina decarboxilasa. En
esta etapa de ia investigacion, un subgrupo de animales SH y HP se trataron

con vehiculo o IFNa-2b frecombinante (BioSidus, Buenos Aires, Argentina).

El tratamiento con IFNa-2b consistid en la administracién de dos dosis,

18 h antes y en el momento de la cirugia, de 6.5 10° U/Kg peso corporal, i.p.

Tal dosis de lFNocizb resulta comparable a la utilizada terapéuticamente

en humanos adultos en el tratamiento de hepatitis C cronica (81,155).

3.1.6 OBTENCION DE LOS HIGADOS Y LOS REMANENTES DE

HIGADO A DISTINTOS TIEMPOS LUEGO DE LA CIRUGIA

En todos los casos, los animales se anestesiaron con pentobarbital
sodico (50 mg/Kg peso corporal, i.p.) y se sacrificaron por exsanguinacion

mediante puncién cardiaca a las 0, 24, 48, y 96 h (estudio de las isoenzimas
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de P450 en la regeneracion y tras la inyeccion de putrescina) 6 a las 12 y 24
h {(estudio con interferon alfa) luego de la operacion.

Los higados enteros o sus remanentes, segun el caso, fueron removidos
y lavados ex situ con solucion fisiologica helada,

Se pesaron y fraccionaron en las alicuotas requeridas manteniéndose
durante todos los procedimientos a 0 °C.

Las operaciones se realizaron entre las 9 y las 11 a.m. para minimizar los

efectos de las variaciones circadianas.

3.2 PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

3.2.1 SINTESIS DE DNA

La actividad regenerativa del h:igado se refleja, en gran medida, en la
velocidad de sintesis de DNA, describiéndose un primer pico alrededor de
las 24 h de la hepatectomia parcial y un segundo pico mucho menor hacia
las 48 h (83). Dado que en estos estudios se utilizaron tratamientos con
drogas inhibidoras de la sintesis de poliaminas y del proceso regenerativo
hepatico, se evalué en todos ios grupos experimentales la incorporacion de

[*H] timidina al DNA como indice de la velocidad de sintesis del mismo.

3.2.1.1 Incorporacién de [°H] timidina al DNA

Se administré a los animales [°H] timidina (Sigma Chemicals Co.) (10
pCi/200 g peso corporal, i.p.) 1 h antes del sacrificio. Una muestra de 1 g de

higado se homogeneizé en 5 volumenes de H.O destilada y se precipitaron




3. Métodos 41

los acidos nucleicos con TCA 10% (p/v) para determinar la radiactividad en
la fraccién TCA-insoluble por centelleo liquido (Rack Beta, Pharmacia), como

se reporta en trabajos previos (158).

3.2.1.1 Concentracion de DNA

La velocidad de sintesis de DNA fue expresada en dpm/mg DNA
determinando para ello la concentracién de DNA en los especimenes de
higado segtin Wannemacher y col.(159). Para ello, una alicuota de tejido fue
homogeneizada al 20% en H;O destilada y sometida a precipitacién con
TCA 10% (p/v). El prec_:ipitado resultante (centrifugacién 2000 rpm, 4 °C) fue
lavado con etanol saturado con acetato de potasio para extraer el TCA y
algunos lipidos. Luego se realizd una nueva extraccion fipidica con
etanol:éter etilico (3:1) y éter anhidro. E! &ter remanente del precipitado fue
evaporado. Se resuspendié el précipitado en KOH 0.3 N y se sometié a
hidrélisis durante 80 min a 37 °C. Para separar DNA y RNA se agregé a la
solucion resultante HCIO, 60% (pN) helado. Tras centrifugacién a 2000 rpm,
a 4 °C, durante 5 min, el precipitado conteniendo el DNA fue lavado
exhaustivamente con HCIOs 5%. El DNA fue hidrolizado en HCIO, 0.5 N a
96 °C durante 45 min. Luego de centrifugar, el sobrenadante fue recogido y
se lavo el precipitado con HCIO4 0.5 N volviendo a recoger el sobrenadante.
La concentracién de DNA fue determinada en una alicuota del sobrenadante
por lectura de la diferencia de absorbancia a 265 nm y 290 nm
comparandola con soluciones estandares de DNA de timo de ternero (Sigma

Chemicals. Co.) en HCI0, 0.2 N.
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3.2.2 OBTENCION DE MICROSOMAS

Alicuotas de los higados fueron homogeneizadas al 25% (p/v) en una
solucién tamponada conteniendo sacarosa 0.25 M, EDTA 1mM (pH 7.4) y se
obtuvo ta fraccién microsomal por ultracentrifugacion. Para esto, primero se
realizd una centrifugacion preparativa a 20000 g durante 15 min, a 4 °C
descartando el pellet (membranas, nlcleos y mitocondrias) para una
centrifugacion ulterior de los sobrenadantes a 105000 g durante 1 h, a 4 °C
(180). Los pellets de microsomas se resuspendieron en buffer Tris 10 mM,
EDTA 1mM y glicerol 20% (pH 7.4) y se congelaron a -70 °C hasta su
utilizacion.

En estas muestras las proteinas microsomales se determinaron seguin
Lowry y col. (161), utilizando albimina bovina como estandar y fueron

ajustadas a los valores requeridos.

 3.2.3 CITOCROMO P450 TOTAL

En las muestras provenientes de los grupos HP y SH tratados con
vehiculo o con GABA, asi como en las provenientes de las ratas tratadas |
‘con putrescina se analizaron los posibles efectos sobre el contenido total de
citocromo P450 (CYP)., I'—i contenido hepatico de CYP se midié de acuerdo al
metodo de Omura y Sato (93), utilizando las propiedades dei espectro del
citocromo reducido (Fe[ll]) cuando se burbujea mondxido de carbono en una

suspension de microsomas en presencia de ditionito de sodio.

Brevemente, aproximadamente 3 mg de proteina microsomal se colocaron
en sendas microcubetas en un espectrofotbmetro de doble haz (UV/Vis
Spectrometer Lambda 28, Perkin Elmer) y se obtuvieron lecturas a 450 y

480 nm. A continuacién se agregaron 15 mg de ditionito de sodio en cada
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cubeta y luego de homogeneizar por inversidén, una de las cubetas fue
burbujeada con un fino rosario de monéxido de carbono durante 30 seg. Se

obtuvo de esta manera el siguiente valor de diferencia de absorbancias:

AA= (A4s0 - Agon)2- (Ayso - Aggo)s

Donde [ y 2 representan los estados antes y después del burbujeo,'
respectivamente.

El contenido de P450 fue caiculado utilizando este AA y adoptando como
coeficiente de extincion de este pigmento el valor de 91 mM'em™,
establecido por otros autores (162). El resultado se expresé en nmol

P450/mg proteina microsomal.

3.2.4 ISOENZIMAS DE P450: CYP1A1, CYP2B1/2 Y CYP3A4

Luego de analizar los cambios en el contenido total de CYP, se
estudiaron en los mismos grupos experimentales las actividades especificas
asociadas a isoformas representativas de familias distintas dentro de este
sistema, como mencionamos anteriormente (ver 1.2.6 y 7.2.7). Por un lado la
familia 3A de expresidn constitutiva y muy abundante y por otro lado las
familias 1A y 2B inducibles e importantes en el metabolismo de los

hidrocarburos aromaticos policiclicos.

3.2.4.1 (i} Actividades o-dealquilasas

Las actividades eloxiresorufina o-dealquilasa (EROD), pentoxiresorufina

o-dealquilasa (PROD y benziloxiresorufina o-dealquilasa (BROD), que se
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asocian a las isoformas CYP1A1 y CYP2B1/2, respectivamenete, fueron
determinadas por deteccion de resorufina (HPLC acoplado a

espectrofluorémetrc) - usando sustratos especificos (etoxiresorufina,

‘pentoxiresorufina y benziloxiresorufina, respectivamente) (Sigma Chemicals

Co.) y NADPH como co-sustrato, de acuerdo a trabajos de otros autores

(163), con algunos cambios.

Se incubaron durante § min a 37 °C suspensiones de microsomas
equivalentes a 10 ug de proteina en una mezcla de reaccion conteniendo el
sustrato en ¢oncentracion 1.5 mM y NADPH 10 mM en buffer Tris 0.1 M (pH
7.8). La reaccidn se detuvo por el agregado de ZnSQO4 15%, TCA 20% vy éter.
Se centrifugé durante 5 min a 3500 g tras lo cual la fase organica se extrajo
y se llevé a sequedad en atmédsfera de Nz. El sedimento fue resuspendido en

300 pl de Ia fase movil.

La deteccion de la resorufina producida se realizdé eluyendo la muestra
(columna Waters, uBondapak C18, 10 um, 3.9x300 mm) con una mezcla
isocratica de buffer fosfato (pH 7)-metanol (58%-42% viv), velocidad de flujo:
0.8 _mllmin (Waters 600 Pump), deteccidn: exitacién 530, emisién 580 nm
(Waters 474 Scanning Fluorescence Detector). Se utilizaron soluciones

estandares de resorufina (Sigma Chemicals Co.) en Tris-HCI (pH 7.8).

3.24.1 (i) Induccién de o-dealquilasas: Tratamientos con 3-
metilcolantreno y fenobarbital
Un subgrupo de animales SH y HP fue tratado durante 72 h tras la cirugia
con los inductores clasicos de estas isoenzimas para comparar las
actividades de las mismas en condiciones de sobre-expresion.
~ Se utilizé un tratamiento con 3-metilcolantreno (MC, 20 mglkg -dg _ﬁgs_o

corporal/dia, i.p.) para la induccion de CYP1A1 y un t'fatamiéﬁ'tb? con -
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fenobarbital (PB, 100 mg/kg de peso corporal/dia, i.p.) para la induccién de
CYP2B1/2.

A las -72 h de la cirugia, se ensayaron en estos grupos las actividades
EROD y BROD, respectivamente de la manera en que se indicaba en el item

anterior.

3.2.4.2 Actividad nifedipina oxidasa

La actividad nifedipina oxidasa asociada a la isoforma CYP3A4, fue
medida por método cromatografico segin Guengerich y col. (164) con
algunas modificaciones.

Una cantidad equivalente a 0.6 mg de proteina microsomal fue incubada
20 min a 37 °C con nifedipina 0.2 mM y NADPH 0.5 mM. La reaccion fue
detenida por el agregado de cloroformo seguido de centrifugacién durante 10
min a 3000 g. Una alicuota de la fase cloroférmica fue reducida a sequedad
bajo atmésfera de N; y se resuspendié el sedimento en 50 i de metanol.

El andlisis por HPLC de estas muestras fue realizado usando una
columna C18 (Waters, uBondapak C18, 10 um, 3.9x300 mm), eluida con
una mezcla isocratica metanol-agua (64%-36% v/v), velocidad de flujo: 1.5
mimin (Waters 600 Pump), deteccion: 254 nm (Waters 486 Tunable

Absorbance Detector).

3.2.4.3 Western blotting de isoenzimas CYP1A1, CYP2B1/2 y CYP3A4

A los efectos de analizar si los cambios hallados en las actividades se
debian a modificaciones en la cantidad de las proteinas, las mismas
muestras de microsomas fueron ensayadas por inmunoblotting para la

deteccién de cada isocenzima estudiada.
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Cantidades iguales de proteinas microsomales (50 6 100 pg) se
sembraron en mini-geles de acrilamida (10% (p/v)) para SDS-PAGE (165) y

se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (166).

Para la identificacion de las proteinas detectadas, algunos mini-geles
fueron también cargados con albimina bovina y ovoalbimina como
marcadores de pesos moleculares y fueron fijados y tefidos con Azul de

Coomasie.

Los mini-geles se prepararon y corrieron utilizando un equipo comercial
(Mini-Protean 1l Cell, BIO RAD) y la transferencia se realizé en otra cuba del

mismo fabricante (Mini-Trans Blot Cell, BIO RAD).

Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon una noche en una
solucion bloqueante conteniendo 3% (p/v) de leche en polvo. Luego se
probaron con anticuerpos especificos contra CYP3A4, CYP1A1/2 vy
CYP2B1/2 (Oxford Biomedical Research Inc.), incubandolas con diluciones
apropiadas de los mismos (1:100 a 1:200 de los stocks originales) durante 2
h. Las membranas fueron luego ;jrobadaé con anticuerpo secundario anti-
IgG de conejo (o ratén, segln el caso), conjugado con fosfatasa alcalina
(Sigma Chemicals Co.) y se revelaron utilizando en la reaccion de color 5-

bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP) y Azul de Nitrotetrazolium (NBT).

Las bandas fueron cuantificadas por densitometria (Shimadzu CS 9000).

3.2.6 NIVELES DE PUTRESCINA HEPATICA

Se analiz6 la concentracion de putrescina en muestras de tejido hepatico
de todos los grupos experimentales. Para esto se cuantificd mediante HPLC
el derivado dansilado de putrescina en exiractos de tejido de acuerdo a

trabajos de otros autores (167}, con algunas modificaciones.
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Se homogeneizaron alicuotas de higado en 10 volimenes de HCIO, 0.2
M frio. Tras 20 min de centrifugaciéon a 5000 g a4 °C, se lavé el pellet en
igual volumen de HCIO, y se recogieron ambos sobrenadantes que se
mantuvieron a 0 °C durante 10 h, luego de lo cual se voivié a centrifugar. Se
utilizé una alicuota de este nuevo sobrenadante para derivatizar el
compuesto en cuestion. Para esto, se neutralizé una alicuota del extracto
con NaOH vy se llev6 a sequedad al vacio. El sedimento se resuspendié en
90 pul de NaHCO; 0.2 M (pH 10) y 50 pl de clorure de dansilo 5 mg/ml en
acetona. Esta mezcla se incubd durante 1 h a 37 °C y se evaporé a

sequedad al vacio. E! sedimento se resuspendio en 200 ul de acetonitrilo.

El dansil-derivado de putrescina se separé por HPLC en una columna
C18 (Phenomenex, Phenosphere C18, 5 um) utilizando como mezcla
eluyente acetonitrilo-buffer A, segun el siguiente esquema: 70% de
acetonitrilo durante 1.5 min, gradiente hasta 100% de acetonitrilo durante los
siguientes 2.5 min, 100% acetonitrilo durante 3 min y retorno a las
condiciones iniciales en 1 min. Velocidad de flujo: 2 mi/min (Waters 600
Pump). Deteccién: exitaciéon 333, emisién 522 nm (Waters 474 Scanning
Fluorescence Detector).. El buffer A consisti6 en una solucién de
heptanosulfonato de sodio 5SmM, acido acético 20 mM, NaH.PQ, 50 mM y
NaHSO4 2 mM (pH 3.5).

Se utilizaron soluciones estandares de putrescina (Sigma Chemicals Co.)
en H.0 destilada en ias que esta amina fue derivatizada siguiendo el mismo

procedimiento que en las muestras.
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3.2.7 IFNo-2b Y VELOCIDAD DE SINTESIS DE MACROMOLECULAS
DURANTE LA REGENERACION HEPATICA

Se estudid el efecto del tratamiento con IFNo-2b sobre la velocidad de
sintesis de DNA y de proteinas a las 24 h de la cirugia. En el primer caso se

procedio segun se describié en el item 3.2.1.

A continuacién, se describe [a técnica empleada para evaluar la sintesis

proteica.

3.2.7.1 Sintesis de proteinas totales

La velocidad de sintesis proteica in vivo se determind de acuerdo al

meétodo reportado por Garlick y col. (168) con algunas modificaciones.

Para esto, se administr6 [°H] fenilalanina (Sigma Chemicals Co.) en
mezcla con el mismo aminoacido frio (50 uCi/100 g peso corporal, 150
pmol/100 g peso corporal), por via endovenosa 10 minutos antes del
sacrificio, a ratas SH y HP tratadas con vehiculo o con IFNu-2b. Alicuotas de
los higados removidos se homogeneizaron con HCIO, 2% y se centrifugaron
a 3000 g 15 min. El sobrenadante se utilizo para la medida de la marca libre.
El pellet fue lavado y solubilizado 1 h a 37° con NaOH 0.3 M. Esta solucién
se precipitd con HCIO, 70% y se centrifugd a 3000 g, 15 min. El precipitado
se lavo con HCIOs 2% vy se resuspendié en HCI 6M para su hidrolisis durante
24 h a 110 °C. E! hidrolisado se disolvié en acido citrico 0.3 M y fue usado

para la medicion de la marca unida a proteinas.

Para descontar la [*H] tirosina producida a partir de la [3H] fenilalanina, la
fenitalanina de los sobrenadantes y de los hidrolisados fue convertida en p-
fenetilamina por accion enzimatica (0.7 unidades de L-tirosina decarboxilasa,

0.5 mg de piridoxal fosfato por ml) durante 6 h a 50 °C. La p-fenetilamina
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producida fue extraida por agregado de 8 ml de heptano y 2 mi de H,SQ,
0.01 M. La fase acuosa fue utilizada para la deteccién de radiactividad en
contador de centelleo liquido (Rack Beta, Phamacia). La velocidad

fraccional de sintesis proteica fue calculada segun la siguiente férmula:

ko= Sz X 100
S, xt
Donde S, es radiactividad libre (dpm en el sobrenadante/g higado); Sg es

radiactividad unida a proteina (dpm en el hidrolisado/g higado) y ¢ es 10 min.

3.2.7.2 Sintesis proteica en la fraccién microsomal

Con el fin de analizar el efecto del tratamiento con IFNa-2b sobre Ia
sintesis de proteinas microsomales, se midié la incorporacién de un
aminoacido radiactivo a las proteinas de esta fraccién en animales controles

y regenerantes tratados con vehiculo o con IFNa-2b.

Se precipitaron con TCA 10% (p/v) las proteinas de las preparaciones
microsomales de los animales a los que se les habia administrado {3H]
fenilalanina intravenosa 10 min antes de su sacrificio para la determinacién
de la velocidad fraccional de sintesis de proteinas totales (ver arriba:
3.2.7.1). Los precipitados fueron lavados exhaustivamente y neutralizados
con NaOH 6M para la medida de la radiactividad por centelleo tquido (Rack
Beta, Pharmacia). Los resultados se expresaron en dpm/mg de proteina

microsomal.
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3.2.8 ACTIVIDAD NIFEDIPINA OXIDASA (NO) EN MICROSOMAS DE

ANIMALES REGENERANTES TRATADOS CON IFNa-2b

Se eétudié también el efecto de esta citoquina sobre la actividad
nifedipina oxidasa microsomal (CYP3A4), procediendo como se describié en
el item 3.2.4.2 en muestras microsomales de higado de animaies SH y HP

tratados con vehiculo o IFNg-2b.

3.2.9 IFNa-2b Y ORNITINA DECARBOXILASA (ODC)

Luego de analizar los cambios en los niveles de putrescina tras el
tratamiento inhibidor con IFNa.-2b medidos segun se describid anteriormente
(3.2.6), se estudié su efecto sobre g expresion de la proteina ornitina
decarboxilasa (ODC).

Para esto, en una primera instancia, se evalué la cantidad de proteina
OOC en lisado total hepatico en los grupos controies y regenerantes tratados
c¢on vehiculo o con la citoquina.

A continuacién, y para determinar efectivamente si el tratamiento con
IFNa-2b modificaba en alguna etapa la sintesis de esta proteina, se analizd
la capacidad de sintesis dé ODC en hepatocitos aislados provenientes de los

distintos grupos experimentaies estudiados.

3.2.9.1 Deteccién de ODC en lisado hepatico

Se homogeneizaron muestras de 1 g de tejido en 3 ml de buffer de lisis
(PBS, Triton 1% (vAv), deoxicoiato sodico 0.5% (pi), SDS 0.1% (p))
conteniendo inhibidores de proteasas (PMSF 1mM, leupeptin 10 pg/ml y
aprotinin 1 ug/ml). Luego de 30 min de incubacién a 0 °C y tres ciclos de
congelado-descongelado, se determiné |a concentracion de proteinas (161).

Cantidades iguales de proteinas (aproximadamente 150 ug) fueron
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sometidas a inmunoprecipitacion usando anticuerpo especifico (monoclonal
de raton anti-ODC de rata, Sigma Chemicals Co.) mediante incubacién a
temperatura ambiente durante 1.5 h. Luego se incubd durante 1 h a 4 °C
agregando 4 mg/mi de Proteina A-Sepharose, tras lo cual se centrifugéd 5
min a 5000 rpm. El precipitado fue lavado y resuspendido en buffer de
muestra para SDS-PAGE y hervido durante 3 min. Las muestras resultantes
se sembraron en mini-geles de acrilamida 10% (p/v) y se sometieron a
electroforesis (165) (Mini-Protean [I Cell, BIO RAD). Las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (166) utilizando un equipo
comercial (Mini-Trans Blot Cell, BIO RAD). Luego de ser bloqueadas durante
una noche, las membranas fueron incubadas durante 2 h con diluciones

apropiadas de anti-ODC.

La proteina inmovilizada fue detectada por quimioluminiscencia (169)
utilizando un kit comercial y siguiendo las recomendaciones del fabricante
(ECL-Western Blotting, Amersham Pharmacia Biotech). Para ello, las
membranas se expusieron a films radiograficos (Kodak X-Omat) y las
bandas resultantes fueron cuantificadas por densitometria (Shimadzu CS
9000).

3.2.9.2 Sintesis de ODC en hepatocitos aislados

A las 12 y 24 h tras la cirugia, se obtuvieron hepatocitos aislados por
digestién enzimatica con colagenasa de cortes de higado, de acuerdo a la
técnica descripta por Fry y col. (170), con algunas modificaciones.

Para esto, los especimenes de higado fueron favados con buffer Harks
libre de calcio, conteniendo EGTA 0.5 mM (pH 7.6), tras lo cual fueron
rapidamente cortados sobre una superficie de vidrio a 0 °C en secciones de
aproximadamente medio milimetro. Los cortes se incubaron con agitacién a

37 °C durante 7 min en recipientes plasticos con 50 ml del mismo buffer
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Hanks burbujeado con mezcla de gas carbégeno. Luego de esta incubacion,
se frasvasaron a un nuevo recipiente piastico blurbujeado con carbégeno
conteniehdo buffer Hanks sin EGTA con CaCl, 1mM y colagenasa 0.08 %
{p/v) y se incubaron 25 min a 37 °C. El sobrenadante resultante se filtré en
una malla de tela de 75 pm de poro y se centrifugd a 1000 rpm durante 8
min a 4 °C. El pellet de células se lavé dos veces con buffer Hanks libre de
caicio y finalmente fue resuspendido para obtener su indice de viabilidad en
base a la capacidad de exclusién del colorante Azul de Tripan (171), siendo

en todos los casos superior al 85%.

Se realizaron pooles de las suspensiones de hepatocitos de tres
animales para cada grupo experimental. Los hepatocitos se recolectaron por
centrifugacion (500 g, 4°, 5 min), se resuspendieron en viales plasticos en
medio Dulbecco (DMEM) libre de metionina y asi se preincubaron durante 30
min a 37 °C en atmdésfera de carbégeno. Tras este periodo, se agregé en los
viales 100 uCi de [**S] metionina (NEN Life Sciences) a 2 107 células y se

incubd durante 30 min a la misma temperatura.

Los siguientes procedimientos se realizaron segin descripciones de otros
autores (172), con algunas modificaciones. Brevemente, se interrumpié la
actividad sintetica por el agregado de metionina fria 5mM y se recolectaron
las céiulas por centrifugacion (500 g, 4°, 5 min). Los hepatocitos se lavaron
tres veces con PBS y se resuspendieron en 1 ml de buffer de lisis
conteniendo PBS, Triton 1% (v/v), deoxicolato sddico 0.5% (p/v), SDS 0.1%
{p/V}), PMSF 1mM, leupeptin 10 ug/ml y aprotinin 1 pg/ml. Luego de 30 min
de incubacién a 0 °C y tres ciclos de congelado-descongelado, los lisados se
centrifugaron (300Q0 g, 4 °C, 20 min), y se determinaron las proteinas en el

sobrenadante (161),
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lgual cantidad de proteinas totales se inmunoprecipitaron con anti-ODC
1.5 h a temperatura ambiente, tras lo cual se agregé 4 mg/ml de Proteina A-
Sepharoée y se reincubo durante 1 h a 4° con agitacién suave. Luego de
centrifugacion (5 min, 5000 rpm) y iavado exhaustivo, los inmunoprecipitados
se resuspendieron en buffer apropiado para SDS-PAGE y se hirvieron
durante 3 min. Las muestras resultantes se cargaron en mini-geles de
acrilamida 10% (p/v) y se sometieron a electroforesis (165) (Mini-Protean i
Cell, BIO RAD). Se utilizd un kit de estandares de pesos moleculares
marcados radiactivamente con ['“C] (Amersham Pharmacia Biotech) para la

identificacién de la proteina precipitada.

Los geles corridos se fijaron apropiadamente en una solucion de metanol
40 % (viv), TCA 10 % (p/v) (173) y se impregnaron en una solucién de
salicilato de sodio 1M y glicerol 1% (v/v) durante 30 min para intensificar las
bandas (174). Luego fueron secados sobre papeles cromatogféficos
(Whatman 3MM) y expuestos a films radiogréficos (Kodak X-Omat) a -70 °C
durante 20-30 dias.

Las bandas resultantes fueron cuantificadas por densitometria (Shimadzu
CS 8000).

3.2.10 ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados se expresaron como media + error estandar.

Para el analisis de los datos correspondientes al contenido de citocromo
P450 total en higado de todos los grupos estudiados, se realizé ANOVA
seguido del Test de Newman-Keuls. Todos los otros datos fueron analizados
realizando el test no paramétrico de Mann-Whitney.

La significancia fue seteada en un nivel de p<0.05.
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Cuando la ilusién desaparece, es decir, cuando
vemos el ser o ef hacho tal como existe,

fuera de nosotros, experimentamos un raro
sentimiento complicado. Mitad pesar por la
desaparicién del fantasma. Mitad agradable sorpresa
ante la novadad, ante la realidad.

Charles Baudoelaire

4.1 Velocidad de sintesis de DNA

La incorporacién de [*H] timidina al DNA hepético durante la regeneracion

es mostrada en la figura 4.1. La velocidad de sintesis de DNA en el higado

regenerante mostré un pico caracteristico a las 24 h (54746113600 vs.

7500+2783 dpm/mg DNA en HP y SH, respectivamente) decreciendo hacia

las 48 h aunque conservando la diferencia significativa respecto al grupo

sham (2333818526 vs. 8500+2778 dpm/mg DNA),

El tratamiento con GABA no previno el aumento en la sintesis de DNA

observado en el grupo regenerante (5502814500 dpm/mg DNA). El

tratamiento con putrescina exdgena, por su parte, no produjo cambios

signiﬁcativos_en estos valores respecto al grupo SH (10250+1970 dpm/mg

DNA).

Figura 4.1. Sintesis

de DNA.

Circulos rellenos, SH;
circules blancos, HP;
cuadarados rellenos,
SH+GABA; cuadrados
blancos, HP+GABA,;
tridngulos rellenos,
putrescina. * Diferencia
significativa vs SH. p< .01

L]

24 48

hs luego de fa cirugia
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4.2 Disminucién del contenido de CYP total

La cantidad de citocromo total en higado a las 48 h en animales controles
y hepatectomizados tratados y no tratados con GABA, asi como en animales
tratados con putrescina exégena, se presentan en la figura 4.2. La
hepatectomia parcial produjo una disminucién cercana a un 50% (p<0.01) en
este contenido y el tratamiento con putrescina también disminuyé este valor
un 30% (p<0.01) con respecto al grupo sham (0.31+0.02; 0.38+£0.02 y
0.58+0.03 nmol/g higado en HP, PT y SH, respectivamente). Por otro lado,
las ratas HP tratadas con GABA mostraron niveles de CYP total que no
difirieron significativamente de los niveles del grupo sham (0.52+0.05 y

0.5140.06 nmol/g higado en HP y SH tratadas con GABA, respectivamente).
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Figura 4.2. Citocromo P450 total a las
48 h de la cirugfa. * Diferencia
significativa vs. SH. p< .01,
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4.3 Isoenzimas en la regeneracion y en el tratamiento con putrescina

Las actividades asociadas a las isoenzimas inducibles por xenobidticos,
CYP1A1 y CYP2B1/2 se analizaron midiendo sus actividades o-dealquilasas:
etoxiresorufina o-dealquilasa (EROD), pentoxirosorufina o-dealquilasa
(PROD) y benciloxiresorufina o-dealquilasa (BROD). En la figura 4.3 se
observan estas actividades especificas a las 48 h luego de la cirugia. No
hubo diferencias significativas entre los grupos.

Lo mismo sucedié al comparar las actividades entre grupos SH y HP
tratados durante tres dias con los inductores 3-metiicolantreno (MC) y
fenobarbital (PB). EROD: SH-MC: 66+4; HP-MC: 7516 pmol/min/mg proteina
(p>0.05). BROD: SH-PB: 0.47+ 0.08; HP-PB: 0.25+0.15 pmol/min/mg
proteina (p>0.05) (Fig. 4.4).

La actividad nifedipina oxidasa (NO) asociada a CYP3A4 se analizd
mediante la deteccidon del producto de oxidacion de la nifedipina por medio
de cromatografia liquida de alta presion. La técnica utilizada se adaptd para
registrar valores bajos. Como se observa en los cromatogramas tipicos de la
figura 4.5, el producto de la reaccion disminuyd considerablemente en las
ratas HP a las 48 h.

‘En la figura 4.6 sé representan estas actividades a las 48 h para todos los
grupos experimentales. La actividad NO se hall6 significativamente reducida
en el grupo HP (43% respecto al grupo sham), disminucion que fue
prevenida por el tratamiento con GABA en los animales HP y tratados con
este inhibidor de la sintesis de putrescina. La NO en ratas tratadas con
putrescina disminuyo a un 60% del grupo control (SH), siendo este valor de

3.2510.43 nmol/min mg de proteina.
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pmolimin mg

0.0

Figura 4.3. Actividades g-dealquilasas a las 48 h de Ia
cirugia.

EROD, etoxiresorufina o-dealquilasa; PROD, pentoxiresorufina o-
dealquilasa; BROD, benciloxiresorufina o-dealquilasa. Las medias para
los grupos SH en las tres actividades analisadas fueron 297+98; 29+6 y
135142 pmol de producto/min mg proteina, respectivamente.
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Figura 4.4. Actividades o-dealquilasas
tras el tratamiento con inductores.
Etoxiresorufina o-dealquilasa (EROD) fue analizada
en animales SH y HP tratados durante 72 h con 3-
metilcolantreno (MC) (Panel de la izquierda).
Benziloxiresorufina o-dealquilasa (BROD) fue
analizada en SH y HP tratados con fenobarbital (PB)
{Panel de la derecha).




Figura 4.5. Deteccién del
producto de oxidacién de
nifedipina por HPLC.
Panel A: muestra proveniente de
ensayo enzimatice con microso-
mas de rata control.

Panel B: muestra proveniente de
ensayo enzimético con microso-
mas de rata parcialmente hepa-
tectomizada. La flecha indica el
producto de la reaccion.
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20 -

% de la actividad NO del grupo sham
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Figura 4.6. Actividad
nifedipina oxidasaalas 48 h

de la cirngia. * Diferencia
significativa vs. SH. p< .03
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4.4 Niveles de las proteinas CYP3A4, CYP1A1y CYP2B1/2

Los ensayos de inmunoblotting demostraron cambios similares a ias
disminuciones observadas en la actividad NO. La proteina inmunodetectable
para CYP3A4 mostré un descenso relativo notoric en los grupos HP vy
tratado con putrescina (hasta de un 63 y un 48% respectivamente). Los
niveles de CYP1A1/2 y CYP2B1/2, en cambio, permanecieron sin

modificaciones con los tratamientos y practicamente indetectables (Fig. 4.6).
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Figura 4.7. Inmunoblotting tipicos para la deteccion de las isoformas
CYP3A4, CYP1A1l y CYP2B1/2 en microsomas hepaticos a las 48 h de
la cirugia.

Panel izquierdo: Se sembraron cantidades equivalentes a 100 ug de proteina microsomal
en geles de poliacrilamida 10% junto a estandares de pesos moleculares. Tras la
electroforesis, los geles fueron tefiidos con Azul de Coomasie y fijados apropiadamente.
Panel derecho: Se sembraron 50-100 ug de proteina microsomal en geles de
poliacrilamida 10% y se sometieron a electroforesis. Las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa que se incubaron con diluciones apropiadas de los
anticuerpos contra cada isoforma y se probaron con anti IgG conjugada con fosfatasa
alcalina. El revelado se realizé utilizando en la reaccién de color NBT y BCIP segiin se
describe en el capitulo anterior (3.2.4.3) y las bandas se cuantificaron
densitométricamente. Calle 1, SH; calle 2, HP; calle 3, PT; calle 4, HP+GABA.
Densidades de banda para CYP3A4 en unidades arbitrarias: 4900, 2700, 2800, 5200,
respectivamente.
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4.5 Seguimiento en el tiempo de NO y putrescina hepética

Hasta aqui, se observé la disminucién de la isoforma principal de la
familia, CYP3A4, y de la actividad nifedipina oxidasa asociada, a las 48 h de
la hepatectomia parcial asi como luego del tratamiento con putrescina
exdgena. Ademas se comprobé que en ratas regenerantes tratadas con
GABA se prevenia esta disminucién. Se pretendid, entonces, seguir estos
cambios en el tiempo y relacionarios con los niveles de putrescina hepatica.
En la tabla 4.1 se presentan los cambios secuenciales a las 0, 24, 48 y 96 h
luego de la cirugia en la actividad nifedipina oxidasa y en la concentracion

hepatica de putrescina en todos los grupos experimentales.
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4.6 Sintesis de DNA en el tratamiento con IFNa-2b

Los resultados de la incorporacién de [*H] timidina al DNA en higado a
las 24 h én los grupos experimentales tratados con IFN«-2b se muestran en
la ﬁgura 4.8. Se observd que esta velocidad era significativamente mayor en
los grupos hepatectomizados respecto a los sham y que el tratamiento con
esta citogquina no afectd significativamente la magnitud de este aumento
(4678215843; 4806214934 y 411411314 dpm/mg DNA en HP-IFNa-2b; HP-

vehiculo y SH-vehiculo, respectivamente).

£
1

Figura 4.8. Velocidad de sintesis
de DNA a las 24 h de la cirugia

en el tratamiento con IFN.
* Diferencia significativa vs. SH. p< .01,

h
|

incorporacion de [*H} thymidina
10" dpm { mg DNA
1

SH HP
SH + HP *
IFNe2b IFNaz2b

4.7 Disminucién de la sintesis de proteinas totales por IFNa-2b

La figura 4.9 resume las velocidades fraccionales de sintesis proteica a
las 24 h. Esta sintesis mostrdé un aumenio significativo en las ratas
hepatectomizadas respecto a las controles (12.1+£1.7 y 6.2+1.3 % . min.” en
HP-vehiculo vs. SH-vehiculo, respectivamente). Por su parte, IFNa-2b

impidié completamente este aumento siendo la velocidad de esta sintesis en

el grupo HP tratado con IFNa-2b de 7.0+2.0 % . min.™.
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8

£

g Figura 4.9. Efecto del

2% IFNa-2b sobre la velocidad
g : fraccional de sintesis

E proteica alas24 hdela

S cirugia. * Diferencia significativa
.?; vs. SH. p< .01.

K

SH SH+IFN HP HP+IFN

4.8 Concentracion de putrescina y proteina ODC total en lisado

hepético

El contenido hepéatico de putrescina (Fig. 4.10) fue reducido
significativamente en las ratas parcialmente hepatectomizadas tratadas con
IFNa (63125 vs. 101115 nmol/g higado en HP tratadas con IFNa-2b y con
vehiculo, respectivamente).

La proteina ODC detectada por inmunoprecipitacin seguida de ECL-
Western blotting mostré su induccidn en el grupo regenerante no tratado con
respecto al sham. Sin embargo, las densidades de ias bandas
permanecieron sin modificacién significativa en los animales HP tratados con

IFNa-2b con respecto al grupo SH.
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La figura 4.11 muestra un inmunoblotting tipico para esta proteina. Los
promedios de las densidades de banda en unidades arbitrarias fueron

40117 y 192124 en HP-vehiculo y en HP-IFN, respectivamente (p< 01).

Figura 4.10, Efecto del

IFNc-2b sobre los niveles 80
de putrescina hepdtica a g
las 24 h de la cirugia. £ %
# Diferencia significativa vs. HP. %
p< .0l 40 -

nd, no detectable.

nd nd

SH SHHFN HP HP+HFN

4.9 Disminucién de la sintesis de ODC por IFNa-2b

La sintesis de novo de ODC en hepatocitos aislados resultd
significativamente disminuida en los hepatocitos provenientes de los
animales hepatectomizados tratados con IFN a las 12 h de la cirugia. E!
promedio de este porcentaje de disminucion fue 79 % (Fig. 4.12). Alas 24 h
la sintesis de ODC no fue detectable en ningln grupo y tampoco lo fue en
los hepatocitos de los animales SH en ninguno de los dos tiempos

estudiados.
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Figura 4.11. Deteccion de la
proteina ODC en lisado
hepatico a las 24 h de la
cirugia. La figura muestra un
western blot tipico para la deteccién
de ODC. La proteina presente en 150
pg de proteina total en lisado de
higado, fue inmunoprecipitada e
inmunodetectada con anticuerpo
monoclonal especifico y luego
revelada por quimioluminiscencia
como se describe en el capitulo
anterior (3.2.9.1). Las bandas se
cuantificaron densitométricamente,

HP HP+IFN HP HP+IFN
TR AR
12h 24h

Figura 4.12. Sintesis de ODC en hepatocitos aislados a las 12 y a las 24
h de la cirugia.
Panel de la izquierda: Se sembraron en geles de poliacrilamida 10%, lisados
provenientes de 20 10° hepatocitos incubados con un pulso de [*S] metionina durante 30
min. En calles aledéneas se sembraron estandares de peso molecular marcados con ['C].
Los geles secados se expusieron con films radiograficos como se indica en el capitulo
anterior (3.2.9.2). Panel de la derecha: 20 10° hepatocitos provenientes de pooles de
suspensiones de hepatocitos de tres animales de cada grupo, se incubaron en medio
DMEM con [*°S] metionina. ODC fue inmunoprecipitada en los lisados celulares y se
detecté 1a [**S] ODC por autorradiografia de los geles luego de SDS-PAGE
desnaturalizante de los inmunocomplejos. En los hepatocitos obtenidos 24 h luego de la
cirugia la ODC sintetizada result6 indetectable, al igual que en los grupos SH que se
omiten en la fotografia.

66
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4.10 Efecto del IFNa-2b sobre Ia sintesis de proteinas microsomales

y la actividad nifedipina oxidasa microsomal durante la regeneracion

Lta ﬁgﬁra 4.13 muestra los cambios en la incorporacion de fenilalanina
tritiada en las proteinas de la fraccién microsomal. Se hallé una disminucion
significativa en los animales HP tratados con vehiculo respecto a los
controles tratados con vehiculo (67+15% del grupo sham). En ratas
hepatectomizadas tratadas con IFNa-2b esta diferencia se invirtid, la
incorporacion de marca . en las proteinas microsomales aumentd
significativamente respecto al valor en el grupo SH, siendo este aumento, en
promedio, de un 70%. __

La figura 4.14 ilustra la actividad nifedipina oxidasa asociada a la
isoforma de P450 CYP3A4 24 h luego de la cirugia. Se registré una
disminucion significativa de la misma en las ratas HP-vehiculo (1.60+£0.17 vy
3.20+0.03 nmol/min mg en HP-vehiculo y en SH-vehiculo, respectivamente).
Por su parte, el tratamiento con IFNa-2b borré este efecto inhibidor en Ia
regeneracion (2.72+0.24 en HP-IFN vs. 3.10+0.17 nmol/min mg en SH-IFN,
p>0.05). |

Velockiad de sintesis da proteines microzonrmies (% de SH)

54 BHHFN HP HP+IFN

Figura 4.13. Efecto del IFN sobre
Ia sintesis de proteinas

microsomales.
* Diferencia significativa vs. SH. p< .01,
# Diferencia significativa vs, HP, p< .01,
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nmol/min mg

SH SH+IFN HP HP+IFN

Figura 4.14. Actividad nifedipina

oxidasa microsomal (CYP3A4).
*p<.0l vs. SH

4.11 Anélisis comparativo entre niveles hepéticos de putrescina y
actividad NO en todos los grupos experimentales a las 24 h
A fin de hacer mas claro el andlisis de los efectos producidos sobre NO a

lo largo de todo este estiudio, y para asociar estas variaciones con los
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cambios en la concentracién de putrescina hepatica, los resultados de estos
parametros a las 24 h de la cirugia en todos los grupos se integraron en la
figura 4.?5. En la misma, se ilustran las acciones inhibidoras de los
tratamientos con GABA e IFNo-2b en la produccion de putrescina en el
higado regenerante. Asimismo, se contrastan los valores de la actividad
nifedipina oxidasa que se encontré significativamente disminuida durante la
regeneracion hepatica, efecto que fue impedido por los tratamientos con los

inhibidores.

120

Figura 4.15.
" Putrescina y NO
hepitica alas 24 h

de la cirugia.
Pane] superior:
concentracion de 4
putrescina hepética.
Panel inferior: actividad
nifedipina oxidasa (NO).
En ambos casos, se
omiten los grupos SH
tratados con GABA y
con IFNo-2b que no
difieren de los
respectivos SH-vehiculo.
* Diferencia significativa
vs. SH. p< .05,

# Diferencia significativa
vs. HP. p< .05.

nd, no detectable.

He HPHFN HP+GABA  PT SH

HF HP+IFN HP+GABA PT SH
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5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS Y CONCLUSIONES

El proceso del pensamiento viene a sustituir
un esfuerzo de la imaginacioén para una
exarinacion real de los objetos.

Jean Luc Godard

5.1 CYP3A4, CYP1A1Y CYP2B1/2 EN EL PROCESO REGENERATIVO

5.1.1 Resumen de los hallazgos

En la primera etapa de este trabajo de tesis se planteé el estudio de la
posible mediacion del aumento de putrescina en la disminucion del
contenido de citocromo P450 durante el procesoc regenerativo del higado.

También se analizé la contribucion en la disminucion de CYP total de
isoenzimas particulares como CYP3A4, mayoritaria y fundamental en el
metabolismo de farmacos y de CYP1A1 y CYP2B1/2 inducibles e

importantes en el metabolismo de carcinégenos.

Los hallazgos mas notorios resultaron ser:

a. Reduccion de la actividad nifedipina oxidasa asociada a CYP3A4 y de la
proteina inmunodetectable en e! higado regenerante subsecuente al
incremento de los niveles de putrescina.,

b. Reproduccidon de esta disminucion en ratas tratadas con putrescina
exdégena.

¢. Prevencion de la disminucion de CYP total y de CYP3A4 durante la
regeneracioén con la atenuacion del aumento de putrescina producida por

el inhibidor de la enzima ornitina decarboxilasa, GABA.
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5.1.2. Disminucién de P450 durante Ia regeneracion. Efecto de

putrescina

Se sabe bastante poco de los factores que pueden regular los niveles de
citocromo P450 durante la regeneracién tras la hepatectomia parcial.
Algunos autores han demostrado que existe un efecto temprano e
inespecifico asociado al estrés quirirgico durante las primeras horas y
efectos especificos y selectivos sobre aigunas isoenzimas gue se extienden
hacia las 48 h (143,144).

Ronis y col. (144) descartaron la posibilidad de que las alteraciones en
CYP durante la regeneracion se puedan deber a cambios en los niveles de
la hormona de crecimiento o de estradiol y sugieren la posible participacién
de factores de crecimiento u otros mediadores del proceso regenerativo que
podrian modificar selectivamente la expresién de algunas isoformas dei
sistema. Por otro lado, la disminucién descripta en estos trabajos de las
iIsoenzimas que metabolizan esteroides sexuales (principalmente la isoforma
macho-especifica CYP2C11) no puede dar cuenta por s{ sola de la
disminucion en el citocromo total (143,144).

Considerando todos estos hechos, surgia la necesidad de abordar un
estudio tratando de indagar ofras causaé que explicasen estas
disminuciones més alla de las alteraciones endécrinas propuestas por otros
grupos hasta el momento.

En este trabajo postulamos que la putrescina producida en el higado
regenerante podia inhibir algunas isoenzimas de P450 como se ha descripto
para otras aminas que disminuyen selectivamente algunas isoformas de este
sistema multienzimatico (147-152).

En este estudio se utilizd6 GABA para reducir el aumento de putrescina en
el higado regenerante de los animales parcialmente hepatectomizados. Este

derivado de las poliaminas es un inhibidor de la ornitina decarboxilasa
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(ODC), la enzima que cataliza la sintesis de putrescina (ver figura 3.2). El
tratamiento con este inhibidor produjo disminuciones cercanas al 50 % en los
niveles de putrescina hepatica a las 24 y 48 h luego de la hepatectomia en
concordancia con resultados previos de otros autores (84). En los
experimentos desarrollados en esta tesis no se observé un efecto
significativo de GABA sobre la velocidad de sintesis de DNA en el higado
regenerante (Fig. 4.1), hecho que también concuerda con trabajos previos
de otros autores (175,176). Este resuitado no invalida el hecho que GABA
pueda inhibir el proceso de regeneracién disminuyendo la velocidad de
sintesis proteica como se reporta (157). De hecho, otros inhibidores de la
regeneracion como el interferon no afectan la actividad timidina quinasa pero
disminuyen la expresion de proteinas que actdan como reguiladoras de! ciclo
celular como P53 y ErbB-2 (88).

Se mostro que GABA previno completamente los cambios en CYP total
en el higado regenerante (Fig. 4.2). Esto indicaba que las poliaminas
estaban involucradas en ia disminucion de CYP observada durante el
Proceso regenerativo. Este hecho se confirmé con los resultados obtenidos
en el grupo tratado con putrescina exdgena. En efecto, cuando esta
poliamina se administré iv. en una dosis capaz de producir niveles
comparables en magnitud a los aicanzados tras una hepatectomia parcial
(59,84,177), produjo una disminucion significativa de CYP total (Fig. 4.2),

El aumento de putrescina durante la regeneracion podria ser la causa, al

menos en parte, de la reduccidn del citocromo P450.

5.1.3 Cambios selectivos en la isoforma CYP3A4
Al analizar el comportamiento de las isoformas estudiadas se demostro

que las isoenzimas inducibles no seguian el comportamiento de CYP totai en
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la regeneracion y tampoco tras el tratamiento con putrescina. CYP1A1 y
CYP2B1/2 permanecieron preservadas durante el proceso de regeneracién
hepatica (Fig. 4.3 y Fig. 4.7) lo que concuerda con algunos resultados de
otros autores (143,144). Tampoco el tratamiento con inductores de estas
isoformas puso de manifiesto ninglin efecto subyacente de la regeneracién
sobre las actividades de estas isoenzimas, como se puede observar en la
figura 4.4. El mantenimiento de estas isoformas puede resultar clave para el
control del riesgo carcinogénico en el higado regenerante.

Contrariamente, al analizar CYP3A4, de expresidn constitutiva y
cuantitativamente mayoritaria, se hallé una disminucién en el grupo HP y una
reduccién comparable en el grupo tratado con putrescina exdgena (fabla 4.1
y figura 4.6). Por otra parte, el analisis por inmunoblotting de la cantidad de
la proteina CYP3A4 (Fig. 4.7) corrobor6 los hallazgos en la actividad. La
disminucion de la actividad NO en el higado regenerante y en el tratamiento
con putrescina exégena se deberia entonces a una disminucion en la
cantidad de la proteina CYP3A4.

En otros trabajos se describe una disminuciéon en las actividades de
otras isoenzimas de P450 que se hace maxima entre las 48 y las 72 h tras la
hepatectomia (143,145,178). En los resultados expuestos en esta tesis se
mostrd un comportamiento similar en la actividad NO (CYP3A4) que se
mantiene disminuida hasta las 96 h (fabla 1) retornando completamente a
valores basales hacia los diez dias luego de la cirugia (datos no
presentados).

Dado que CYP3A4 representa una importante proporcién del CYP total,
su disminucién puede dar cuenta de la reduccién descripta en el contenido
de citocromo P450 en el higado regenerante.

El rol que puede tener la disminucion de CYP3A4 en la regeneracion, si

es que o tiene, queda por dilucidarse. De cualquier manera, es indudable lo
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que esto puede implicar en el metabolismo de drogas. CYP3A4 es la
isoenzima principal en la depuracién de inmunosupresores como
ciclosporiha y FK-506.que son usados en a terapia post-transplante hepatico
y son potencialmente tdxicos (153). La evaluacion de los niveles de esta
isoforma a través del ensayo por HPLC de ia actividad nifedipina oxidasa en
microsomas hepaticos demostré ser de gran sensibilidad para detectar las

disminuciones registradas.

5.1.4 Implicancias de los hallazgos

El aumento de las poliaminas precede los aumentos en las velocidades
de sintesis de acidos nucleicos y de proteinas durante la regeneracién.
Putrescina, la primera poliamina de la via, parece ser esencial en el proceso
(59).

Algunos efectos producidos por putrescina exégena en el higado
regenerante de rata estin bastante documentados. Se describe el
mejoramiento de la regeneracion en injuria inducida por etanol o
galactosamina (179,180). También se reportd el aumento de la sobrevida
con disminucién de los niveles séricos de transaminasas luego del
transplante hepatico con el tratamiento con esta poliamina (181). Se ha
descripto la restauracién de la velocidad de sintesis de DNA tras el
tratamiento con putrescina en animales hepafectomizados en los que se
produce inhibicion de esta sintesis con interferon alfa-2a (81).

Con respecto a la regulacién de P450, se sabe que existe un patrén de
isoenzimas distinto en higado adulto y en higado fetal lo que sugiere la
existencia de control genético de fa expresidon durante el desarrolio (182).
Ademds, existen numerosos trabajos que describen el efecto de hormonas

(183-185), citoquinas y factores de crecimiento como IL2, IL6, IL1, IFNy,
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IFNB, TNFa y Liver Growth Factor (186-190). En este sentido, el estudio
desarrollado en esta tesis doctorai agrega una posibilidad mas de regulacién
de algunas isoformas.de CYP por putrescina, un mediador intracelular de la

proliferacion. Queda por establecer a qué nivel estaria afectada la expresién

de CYP3A4.
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5.2 EFECTO INHIBIDOR DEL INTERFERON ALFA-2b EN LA
REGENERACION HEPATICA

5.2.1 Resumen de los hallazgos

Hemos mencionado en capitulos anteriores la importancia de los niveles
de poliaminas en la sintesis de macromoléculas durante el proceso de
regeneracion hepatica. Los resultados expuestos hasta aqui indican que el
aumento de putrescina en el higado regenerante resultaria inhibitorio para
algunas actividades asociadas a isoformas de citocromo P450 como
CYP3A4. Continuando con el estudio y en virtud de antecedentes en Ia
literatura acerca de la inhibicién por IFNa de la actividad ODC y, por ende,
de ia sintesis de putrescina en cuitivos celulares (156,191-194) y en higado
regenerante (80-82), se pretendié analizar el efecto del IFNa-2b en el higado
regenerante iuego de una hepatectomia parcial. Se estudié la expresién de
l2 proteina ODC que cataliza la produccién de putrescina, y la concentracién
hepatica de esta poliamina en animales regenerantes tratados con dosis
farmacoidgica de IFNa-2b. Ademds, se estudid la velocidad de sintesis de
DNA y la velocidad de sintesis de proteinas totales y de proteinas
microsomales pretendiendo establecer las posibles consecuencias de la
disminucién de los niveles de putrescina en la actividad sintética. Por ditimo,
en base a los resultados obtenidos en la primera parte de esta tesis, se
evalud el posible efecto de este tratamiento sobre la actividad nifedipina
oxidasa microsomal asociada a la isoforma principal de la familia P450,
CYP3AA4.

Los hallazgos mas remarcables fueron:

a. Reduccién importante de putrescina, de la proteina ODC total y de su
sintesis de novo por hepatocitos aislados en el grupo regenerante tratado

con IFNa-2b.
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b. Disminucién del 40% en la velocidad de sintesis de proteinas totales
en el grupo regenerante tratado con esta citoquina sin cambios significativos
en la velocidad de sintesis de DNA.

c. Prevencion de la disminucién de la actividad nifedipina oxidasa
microsomal en el grupo regenerante (HP) tratado con la citoquina, sin
modificaciones significativas en el grupo control (SH) tratado con IFNa-2b

respecto al grupo SH-vehiculo.

5.2.2 Disminucion de putrescina y de la velocidad de sintesis de

proteinas

Trabajos previos demostraron ia inhibicion de la sintesis de DNA por
IFNo iuego de la hepatectomia parcial en roedores (80-82) o en cultivo de
células de hepatoma humano (156). En estos estudios la disminucién de la
sintesis de DNA se asociaba a la disminucién de los niveles de putrescina.

Los picos en la velocidad de sintesis de DNA y proteinas tras la
hepatectomia parcial en rata se registran, como explicamos en e! primer
capitulo, a ias 24 h de la cirugia (83). En nuestros estudios utilizamos una
dosis de IFNa-2b que no modificé la sintesis de DNA (Fig. 4.8) pero si
disminuy®d la sintesis de proteinas tatales a las 24 h (Fig. 4.9). Aunque estos
resultados no permitirian descartar un efecto directo del IFNa-2b
disminuyendo la elongacion en la sintesis de proteinas mediante la
activacion de PKR que inhibe el factor de iniciacién elF-2, como se conoce
(89), la disminucién observada en la concentracion de putrescina por el
tratamiento con iFNa-2b podria dar cuenta de la reduccion de la velocidad
de sintesis de proteinas. En efecto, la disminucién de putrescina fue de un

40 % en el grupo regenerante tratado con esta citoquina.
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En este sentido, se ha reportado una correlacién entre los niveles de esta
poliamina en el higado regenerante y la velocidad de sintesis proteica (176).
Ademds, también se ha descripto que los cambios en la cantidad de
putrescina por inhibicién de su sintesis modifican la sintesis proteica en
células en cultivo mucho antes de que se afecte la sintesis de DNA (53).
Como mencionaramos en el primer capitulo (ver 71.1.6) las poliaminas
participan en distintos niveles de la maquinaria de transcripcién y traduccion
de proteinas para lo que sus niveles parecen resultar ain maés criticos que
para la duplicacién del DNA. En concordancia con estos resultados, en este
estudio, IFNa-2b produjo, a la dosis estudiada, una reduccién tal de la
sintesis de putrescina en el higado regenerante que se disocié el efecto
inhibitorio sobre la velocidad de sintesis de macromoléculas afectandose

sélo la velocidad de sintesis proteica.

5.2.3 Sintesis de proteinas microsomales

Hemos visto que contrariamente a lo que sucede con la velocidad de
sintesis de proteinas totales, la velocidad de sintesis de proteinas
microsomales parece ser menor dur_ante la regeneracién hepatica (Fig.
4.13). La sintesis de proteinas estimada de esta manera depende tanto de la
sintesis de proteinas del reticulo endoplasmatico per se como la de
proteinas secretorias y pertenecientes a otras organelas. Es sabido que
durante el proceso regenerativo hepatico disminuye la cantidad de enzimas
microsomales, entre ellas algunas isoenzimas de P450 (143,178) -y ain de
la isoforma mayoritaria CYP3A4, como demostramos en este mismo estudio-
y de las UDP-glucuronosiltransferasas (194). Por el contrario, proteinas

secretorias como la albiumina aumentan (195,196). La disminucion de la
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incorporacion de un amino4cido marcado a las proteinas microsomales en
los animales HP puede reflejar los cambios en las proteinas del primer tipo.

Por su parte, el IFNa-2b produjo un efecto opuesto al observado en la
sintesis de proteinas totales. La velocidad de sintesis proteica en
microsomas aumenté un 70% en el grupo HP tratado con IFNa-2b respecto
al grupo controt lo que representé casi una duplicacién respecto al grupo HP
tratado con vehiculo (Fig. 4.13).

Este resuitado paraddjico podria explicarse por un cambio producido por
esta citoquina durante la regeneracion a nivel del trafico de proteinas que
podria conducir a una acumulacién de proteinas marcadas en el
compartimiento microsomal. Evidentemente, resultan necesarios otros

estudios para aclarar esta hipétesis.

5.2.4 Nifedipina oxidasa e IFNa-2b

Durante la regeneracion hepatica existen cambios selectivos en las
isoenzimas del citocromo P450 como describimos anteriormente (143,178).
Resultados desarroltados también en esta tesis, muestran que la isoforma
CYP3A4 que representa el 50% del citocromo P450, disminuye en el higado
regenerante paralelamente al aumento de putrescina en el higado. En esta
parte del estudio se traté de comprobar si IFNa-2b, al modificar los niveles
de putrescina en el higado regenerante, podia conducir también a cambios
de la actividadz_nifedipina oxidasa (NO) microsomal asociada a la isoforma
CYP3A4.

La actividad NO no se vic modificada por el tratamiento con IFNe en los
animales controles (3.2£0.03 y 3.1+0.17 nmol/min mg en SH-vehiculo y SH-
IFNa-2b, respectivamente) y en ratas HP-vehiculo siguié el mismo patrén de

disminucién que la sintesis de proteinas microsomales. La dosis de IFNa-2b



3. Discusi6n de los resultados y conclusiones 80

empleada produjo una abolicién de la disminucién de la actividad NO en
animales regenerantes (2.52+0.12 y 1.640.17 nmol/min mg proteina tratado
VS, vehicﬁlo) (figura 14).

La disminucion de los niveles hepéticos de putrescina por el tratamiento
con IFNa-2b explica estos resultados al evitar el efecto inhibitorio de esta
poliamina sobre CYP3A4. En la figura 15 se contrasta la concentracién de
putrescina en los distintos grupos experimentales con la actividad nifedepina
oxidasa microsomal a las 24 h. Los efectos de GABA e IFNa-2b son
similares en cuanto a que borran la disminucién de NO observada en la
regeneracion al reducir de manera semejante el aumento de putrescina.

En cuanto al efecto observado por el tratamiento con putrescina exbdgena,
si bien se registra una disminucién en la actividad NO, la concentracién
hepatica de esta poliamina a las 24 h es significativamente mas baja que la
del grupo HP (figurat5, panel superior). La putrescina administrada es
rapidamente depurada por el higado. Luego de 1 h de su inyeccién es
detectable el nivel alcanzado en tejido (20£11 nmol/g higado), a las 6 h
aumenta a una concentracion de 81+6 nmol/g y a las 24 h ya ha disminuido
a 2933 nmol/g (tabla 3.1). Es posible, entonces, que el efecto méaximo de
esta inyeccion exdgena de putresc'ina sobre NO se registre mucho antes de
las 24 h y que.a este tiempo, en realidad, se observe en los animales
controles tratados con. putrescina la accion inhibitoria sobre NO que persiste
desfasada del pico de esta poliamina en ¢l tejido hepatico.

Hay varios estudios que reportan cambios de iscenzimas de P450 por
IFNy en higado normal (197-199), pero no se disponia hasta el momento de
datos acerca del efecto de IFNo-2b sobre isoenzimas individuales de la
familia P450 como CYP3A4. Con el tratamiento utilizado no parece existir un
efecto deletereo directo sobre CYP3A4 como podria suponerse por la accion

inhibitoria  atribufda a los interferones, sino, contrariamente, una
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consecuencia beneficiosa producida por la disminucién de los niveles de
putrescina que permite que se mantenga la actividad nifedipina oxidasa en el

higado regenerante. -

5.2.5 Efecto de IFNa-2b sobre ODC

Distintos trabajos describen la disminucién de los niveles de putrescina
por IFNa en higado regenerante y en cuitivos celuiares de distinto origen
(80-82,166,181-193). Este efecto es explicado por la disminucién de la
actividad ODC.

En el presente estudio, se ha medido el status de la proteina ODC en
animales hepatectomizados y tratados con IFNo y la sintesis de esta
proteina en hepatocitos aislados de estos animales.

Demostramos que existe una dramatica disminucién de la sintesis de
novo de ODC en hepatocitos provenientes de ratas hepatectomizadas
tratadas con IFN«-2b a las 12 h de la cirugia (Fig. 4.12). A este respecto,
Nishiguchi y col. mostraron que la inhibicién de la actividad ODC causada
por IFNa+p en el higado regenerante de ratén estaba mediada por AMPc
(80). Sin embargo, la posible regulacion de la sintesis de ODC por esta
citoguina no ha sido indagada hasta el momento. |

Los resultados presentados en esta tesis apoyan la hipStesis de que la
reduccion de la actividad ODC se deberia a una disminucién de su sintesis.
Los estudios que midieron mRNA de ODC en cuitivo de células tratadas con
IFNa aportan resultados dispares. En fibroblastos 373 no se madifica la
cantidad de mensajero (192), en células de hepatoma aumenta {(156) y en
células linfoblasticas de Daudi disminuye (193). Se requieren nuevos
estudios, sobre todo a nivel post-trancripcional, para explicar a qué nivel el

iFNo afecta la sintesis de ODC durante la regeneracién.
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5.3 CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

En éste trabajo de tesis se mostraron resultados sobre los niveles de
CYP3A4, una isoenzima clave en el metabolismo de drogas, durante el
proceso de regeneracién hepatica. Se describié la disminucién de esta
isoforma asociada al aumento de putrescina en el higado regenerante. La.
reduccién de CYP3A4 (50 % de todo el sistema P450) explica la disminucion
observada en CYP total y descripta desde 1960.

Es interesante considerar estos efectos si se propone el uso terapéutico
de la putrescina como mejoradora de la actividad regenerativa del higado
(181) y, por otro lado, en la evaluacién del manejo de farmacos en pacientes
con hepatocarcinoma donde existen niveles tisulares de poliaminas elevados
(200). Al respecto, se ha descripto la disminucién de algunas actividades
asociadas a isoenzimas de P450 en tejido tumoral de carcinoma
hepatocelular (201) que podrian ser explicadas por los resuitados expuestos
en este trabajo de tesis.

Se requieren estudios que profundicen en el mecanismo molecular de
esta disminucién, sobre todo dirigidos ai estudio del nivel donde estaria
afectada la expresién de CYP3A4 (andlisis de la cantidad y estabilidad de su
mRNA en el higado regenerante).

En otra etapa del trabajo se utilizé IFNa como inhibidor de la omitina
decarboxilasa (ODC) durante e! proceso regenerativo hepatico. Al analizar el
efecto inhibitorio de iFNu-2b sobre la sintesis de putrescina en el higado
regenerante y sus consecuencias en la velocidad de sintesis de
macromolécutas, se hallé una importante disminucién de la expresion de la
proteina ODC y una reduccién paralela de la sintesis de proteinas totales.
‘Este efecto podria deberse a la disminucién de putrescina a niveles que no

logren mantener el aumento de ta sintesis proteica en el higado regenerante.
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IFNo-2b es ampliamente usado en pacientes que potenciaimente pueden
cursar con regeneracion hepatica como ocurre luego del transplante en
pacientés con hepatitis C crénica. Existen controversias entre trabajos que
reportan en pacientes HCV transplantados y tratados con IFNa-2b un
mejoramiento (202) o un aumento del riesgo de rechazo del transplante
(203).

También es materia de discusion el efecto de la terapia con IFNo sobre la
mortalidad y la posibilidad de descompensacién en el tratamiento de ia
cirrosis asociada a HCV (204,205).

Los resultados expuestos postulan un mecanismo basico por el cual
IFNo-2b en dosis farmacolégica puede inhibir el proceso regenerativo
hepatico.

Son necesarios mas estudios en este sentido para dilucidar
completamente los mecanismos moleculares que expliquen las acciones del
IFNa en el higado regenerante. Algunos puntos a desentrafiar son la
cascada intracelular implicada, la posibilidad de que estén participando
factores nucleares como los IRF (factores regulatorios asociados a
interferon) involucrados en los efectos antiproliferativos de los interferones

tipo 1, inhibiendo directamente la expresién de ODC: etc.
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6. RESUMEN

El higado es un érgano con una notable capacidad de regeneracion que
se manifiesta ante cualquier agresion sea ésta de origen tdxico, infeccioso o
quirdargico.

La hepatectomia parcial en roedores es un incuestionabie modelo para
abordar el estudio del proceso regenerativo del higado.

La regeneracion comienza con una serie de eventos que conducen al
hepatocito. a ingresar en la fase G1 del ciclo celular. Estos cambios iniciales
incluyen la activacion temprana de una serie de genes como c-myc, c-fos, ¢-
jun y el gen odc. Los productos de estos genes son requeridos para la
progresién del ciclo celular. odc codifica la enzima ornitina decarboxilasa, la
primera de las enzimas de la via sintética de las poliaminas y la limitante de
esta ruta. Las poliaminas aumentan sus niveles durante cuaiquier proceso
proliferativo en cualquier tipo de tejido. Poseen afinidad por moléculas
nucleofilicas y posibilitan que aumente la velocidad de sintesis de acidos
nucleicos y proteinas. En la regeneracion tras una hepatectomia parciél, la
primer poliamina de la via, putrescina, alcanza un maximo airededor de las
20 h. Este aumento es indispensable para que se alcancen velocidades
maximas en la sintesis de DNA y proteinas a las 24 h de la hepatectomia.

En la Iiieratura se describe la disminucién del citocromo P450 (CYP)
durante la regeneracién hepatica sin estér aclarados los mediadores
involucrados en la misma. El sistema de monooxigenasas microsomales que
constituyen la Fase | de detoxificacién es, en realidad una multifamilia de

isoenzimas. En el higado aduito la isoforma mas abundante es CYP3A4, que
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representa alrededor del 50 % del total y metaboliza una gran variedad de
farmacos.

Resulta muy interesante establecer las causas de ia disminucién de P450
en el higado regenerante asi como conocer la contribucion de isoenzimas
claves de este sistema en tal disminucion. Se ha descripto que algunas
aminas como la  histamina, andlogos estructurales como los
anitihistaminicos, o aminas citotdxicas como la cisplastina, inhiben
selectivamente isoenzimas de la familia P450. Una hip6tesis que surge para
explicar Ia disminucién de P450 durante la regeneracion es que las altas
concentraciones de poliaminas del higado regenerante podrian resultar
inhibitorias para la actividad de algunas isoformas de P450.

En una primera parte de esta tesis el objetivo propuesto fue estudiar la
posibilidad que el aumento de putrescina en el higado regenerante estuviera
involucrado en la reduccidén de CYP. Asimismo se pretendidé analizar la
contribucion de la iscenzima constitutiva CYP3A4, y de las isoenzimas
inducibles CYP1A1 y CYP2B1/2 en la reduccidn del citocromo P450 total.

Para esta parte del trabajo se evalud el efecto de un tratamiento con
putrescina exégena en animales controles en lo que respecta a los niveles
de P450 total y de las isoenzimas en cuestion.

CYP3A4 se analizé mediante la medicion de la actividad nifedipina
oxidasa microsomal. Para CYP1A1 y CYP2B1/2 se ensayaron las
actividades etoxi, pentoxi y benciioxiresofuﬁna o-dealquilasas (EROD, PROD
y BROD). Los estudios se realizaron a distintos tiempos luego de la cirugia.

También se redujo la produccion de putrescina en el higado regenerante
tratando a un grupo de animales hepatectomizados con acido gama amino
butirico (GABA), inhibidor fisiclogico de la ornitma“decarboxilasa. En este

grupo experimental también se midié el contenido total de CYP y las
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isoenzimas particulares estudiadas y se cotejaron estos valores con los de

los grupos control, hepatectomizado y tratado con ia poliamina.

Los resultados mostraron una reduccién comparable de CYP total y de la
actividad nifedipina oxidasa (CYP3A4) en los animales hepatectomizados y
en los tratados con putrescina exégena, con respecto a los controles. Esta
reduccion fue de un 50% en el grupo regenerante y de un 40% en los
animales tratados con putrescina exdgena. Por su parte, la inhibicién de la
sintesis de putrescina conseguida con GABA en las ratas parciaimente
hepatectomizadas borrd completamente las disminuciones de CYP total y de
CYP3A4 en los higados regenerantes.

Las isoenzimas EROD, PROD y BROD asociadas a CYP1A1 y' a
CYP2B1/2 no mostraron diferencias significativas entre los grupos.

Para comprobar si los cambios en la actividad nifedipina oxidasa se
debian a medificaciones en la cantidad de la proteina CYP3A4, se
analizaron por inmunoblotting las preparaciones microsomales de todos los
higados. Estos ensayos corroboraron las disminuciones observadas en la
actividad indicando que existia una reduccién de la proteina
inmunodetectable en el higado régenerante y luego de! tratamiento con
putrescina.

En todos los animales se midié la concentracién de putrescina en higado.

Las conclusiones de esta primera parte del estudio se pueden resumir de
la siguiente manera: )

e CYP3A4, principal isoforma de P45Q, disminuye durante la regeneracion
hepatica dando cuenta de la disminucion hallada en el contenido total de
P450.

¢ La reproduccion de la disminucién con la administracion de putrescina
exbgena y la prevencion de la misma por la atenuacion de los niveles de

putrescina en el higado regenerante por inhibicion de Ié ornitina
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decarboxilasa con GABA, confitnan que el aumento de putrescina

durante la regeneracién puede ser causa, al menos en parte, de la

disminucién observada.

Posteriormente, se pretendié trabajar con otros inhibidores de la sintesis
de poliaminas durante la regeneracion. Se hallé interesante emplear una
citoquina como el interferon alfa (IFNa) con efectos inhibitorios establecidos
aunque no completamente dilucidados. En el higado regenerante existe una
compleja superposicion de cascadas intracelulares entre citoquinas
inflamatorias y factores de crecimiento. Se ha descripto la accion
antiproliferativa del IFNo en cultivo de células de hepatoma y, por otra parte,
se ha reportado que en animales hepatectomizados los |FN tipo 1
disminuyen la velocidad de sintesis de DNA y la actividad ornitina
decarboxilasa.

Los interferones o son una familia de casi 20 proteinas pertenecientes a
los interferones tipo 1 producidos por linfocitos y monocitos, algunos de ellos
utilizados desde hace mas de diez afios en el tratamiento de las hepatitis
cronicas por sus propiedades antivirales. Comparten receptor y via de
sefializacién intracelular que involucra a las proteinas STAT.

Con estos antecedentes, en una segunda etapa de este trabajo de tesis
se focalizd el estudio en el efecto del IFNa-2b en el higado regenerante en
cuanto a sintesis de DNA, sintesis de proteinas totales y microsomales,
expresidn de la proteina ornitina decarboxilasa y niveles de putrescina.
Asimismo, continuando con la hipStesis de la primera parte, se pretendié
conocer el estado de la principal isoforma del sistema P450, CYP3A4, en
animales regenerantes tratados con esta citoquina, considerando la
posibilidad de que su efecto inhibidor sobre la sintesis de putrescina
modulara esta isoenzima de P450 que se habia hallado disminuida durante

la regeneracion seglin estudios anteriores en este mismo trabajo de tesis.




6. Resumen 88

La dosis utilizada de IFNa-2b (comparable a la usada terapéuticamente
en adultos tratados por HCV crénica) no modificé la velocidad de sintesis de
DNA perc disminuyé significativamente 1a velocidad de sintesis proteica en
el higado regenerante (aproximadamente en un 40%). En igual magnitud se
vieron reducidos los niveles de putrescina. En cuanto a la enzima que la
produce, ornitina decarboxilasa, se hali¢ una disminucién en [a cantidad de
proteina (inmunoprecipitacién e inmunoboltting) asi como en su sintesis en
hepatocitos aisiados (deteccién de [*S] ODC tras puiso de [**S] metionina).

Las proteinas microsomales en el higado regenerante resultaron
disminuidas en su sintesis y paradéjicamente se incrementaron tras e
tratamiento con interferon. Particularmente, la actividad nifedipina oxidasa
asociada a CYP3A4 fue reestablecida en el grupo hepatectomizado y tratado
con IFNa-2b respecto a la disminucién producida durante la regeneracion en
el grupo hepatectomizado y tratado con vehiculo.

Las conclusiones de esta etapa del estudio se resumen a continuacién:
¢ La disminucién observada en la velocidad de sintesis proteica se

asociaria a la reduccion de los niveles de putrescina en los animales

regenerantes tratados. La concentracion de esta poliamina disminuiria a

valores que no logran mantener Ia actividad sintética de proteinas

durante el proceso regenerativo.

- o [FNa-2b afecta la expresién de la protéina ODC durante la regeneracién

hepatica.

* La atenuacién de los niveles de putrescina en las ratas tratadas con esta
citoquina también parecio abolir la inhibicién producida en fa actividad
nifedipina oxidasa (CYP3A4). Este hecho corrobora la hipétesis que la
inhibicidn selectiva de esta isoenzima mayoritaria del sistema P450 esta

asociada al aumento de putrescina durante la regeneracion hepatica.
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