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Resumen

RESUMEN

Las aquaporinas (AQPs) conforman una familia de canales de membrana que
facilitan el movimiento rapido de agua acoplado a gradientes osmaticos generados por
el transporte de solutos. La primer AQP (i.e., AQP1) fue identificada en el afio 1992 por
el Dr. Peter Agre, quien fue galardonado con el Premio Nobel en Quimica 2003. Hasta
el presente, se han identificado trece AQPs en mamiferos, distribuidas en una amplia
variedad de células, incluyendo el hepatocito. Los hepatocitos son responsables de la
formacion de la secrecion biliar primaria o canalicular. La generacion de la bilis es un
proceso osmotico impulsado por el transporte de solutos (principalmente sales biliares)
y por el flujo obligado de agua. De esta manera, la secrecion biliar depende del
gradiente osmotico generado por el transporte activo de solutos en la membrana
canalicular del hepatocito (polo secretorio biliar) y ademas, de la permeabilidad
canalicular al agua determinada por el nivel de expresion de AQPs. Asi, una defectiva
expresion canalicular de AQPs y en consecuencia una reducida permeabilidad de
membrana al agua, como hemos observado en animales con colestasis hepatocelular, se

considera un importante factor contribuyente a la falla secretoria biliar.

Sobre esta base, el principal objetivo del presente trabajo de Tesis fue evaluar en
un modelo animal de colestasis hepatocelular inducida por el estrogeno 17a-
etinilestradiol, si la normalizacion de la permeabilidad canalicular al agua via
transferencia génica in vivo de AQPs, incrementa el flujo biliar y atenta el cuadro

colestasico.

Los resultados aqui presentados muestran que la administracion retrobiliar del
vector adenoviral AdhAQP1, que codifica para la aquaporina-1 humana (hAQP1), a
ratas colestasicas induce la expresion de hAQP1 en la membrana canalicular de los
hepatocitos, el polo secretorio biliar. La expresion canalicular de hAQP1 indujo un
aumento significativo de la permeabilidad osmética al agua que se tradujo en una mayor
eficiencia colerética de las sales biliares excretadas a bilis y por consiguiente en una

correccion del flujo biliar canalicular en colestasis.

La hAQP1 canalicular también indujo una normalizacién de la excrecion biliar
de las sales biliares y de sus niveles séricos aumentados, que es considerado un
marcador clave de colestasis hepatocelular. Demostramos que estos efectos serian

debidos a un aumento significativo de la actividad del transportador canalicular de sales
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biliares, transportador de sales biliares BSEP/ABCB11, la cual estd deprimida en
colestasis. La hAQP1 canalicular indujo la relocalizacion especifica del BSEP en

microdominios rafts ricos en colesterol que mantienen su actividad transportadora.

En conclusion, nuestros resultados reafirman el importante rol de las AQPs en el
proceso de formacion de la secrecion biliar y sugiere a la transferencia adenoviral de
hAQP1 como una posible estrategia terapéutica para cuadros de colestasicos

hepatocelular.



Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. Aquaporinas
1.1.1. Pasaje de agua a través de las membranas bioldgicas

Si bien todas las membranas bioldgicas exhiben cierto grado de permeabilidad al
agua, una propiedad notable de la mayoria de las células y tejidos humanos es su
capacidad para el rapido transporte de fluidos, lo cual es esencial en procesos
fisioldgicos tales como la concentracion tubular de la orina (Marples y col., 1995) y la
formacion de las secreciones salival (Krane y col., 2001) y biliar (Marinelli y col., 2011;

Marinelli y col., 2016), entre muchos otros.

El mecanismo por el cual el agua atraviesa las membranas bioldgicas fue un
tema central de debate que adquirio notable importancia durante las Gltimas décadas del
siglo XX. La existencia de proteinas que formaban canales especificos de membrana y
permitian asi el pasaje de agua se postulé durante décadas en base a evidencias
biofisicas y fisioldgicas mucho antes de que se descubriera la naturaleza del primer
canal de agua. Hasta ese momento, la comunidad cientifica acordaba que el movimiento
de agua a través de las células ocurria por difusion simple a través de la bicapa lipidica.
Sin embargo, era notable la variabilidad en los valores de permeabilidad al agua
obtenidos con membranas pertenecientes a distintos tejidos (Agre y col., 1998). Asi, los
eritrocitos o la vejiga de anfibio, transportaban el agua demasiado rapido como para que
pueda explicarse Unicamente por el mecanismo de difusion. Esto llevo a que los
fisiblogos consideren la existencia de otro mecanismo subyacente: la existencia de
poros especializados selectivos para el pasaje de agua (Finkelstein, 1987). Entre los
pioneros que postularon la existencia de una via especifica para el pasaje de agua a
través de las membranas celulares podemos citar a los Dres. Finkelstein, Whittemburry
y Parisi (Agre, 2004).

A pesar de mdltiples estudios y consideraciones teoricas, no se conocié la
naturaleza molecular de los canales de agua hasta la década del ‘90 cuando, en el
laboratorio del Dr. Peter Agre, se aisla una proteina de membrana de los glébulos rojos
y se caracteriza luego como el primer canal de agua, actualmente denominado
aquaporina-1 (AQP1) (Preston y Agre, 1991; Preston y col., 1992; Agre y Kozono,
2003). El descubrimiento de los canales de agua permitié finalmente explicar el

movimiento del agua a través de las membranas bioldgicas y sentd las bases para el
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estudio, a nivel molecular, de la fisiologia del transporte de fluidos y de la fisiopatologia
de mdltiples desérdenes en el balance del agua. Por este hallazgo, en el afio 2003 el Dr.

Peter Agre fue galardonado con el Premio Nobel de Quimica.

La presencia funcional de canales transportadores de agua en las membranas
bioldgicas puede identificarse mediante la realizacion de un analisis biofisico
(Verkman, 2000). El parametro mas Util para caracterizar las propiedades de transporte
de agua a través de una barrera es el coeficiente de permeabilidad osmética al agua, Ps
(um/sec). El Ps representa la capacidad de transporte de agua a través de una membrana
impulsada por fuerzas osmaticas o hidrostaticas y esta determinado por el producto del
coeficiente de permeabilidad intrinseca al agua del canal y la densidad de AQPs en la
membrana. En base a mediciones realizadas en bicapas lipidicas y sistemas celulares, un
valor de P; menor a 50 um/sec determinado a 25-37 °C indica movimiento de agua por
difusion, mientras que un valor de P; mayor a 100 um/sec sugiere la participadn de
AQPs (Verkman 2000). EI Ps se puede determinar exponiendo vesiculas selladas de
membrana o liposomas, a un gradiente osmotico. Los cambios de volumen que suceden
en respuesta al gradiente se pueden cuantificar midiendo la intensidad de la luz
dispersada en funcion del tiempo por espectrofotometria de flujo detenido (stopped-
flow) (Verkman, 2000; Madeira y col., 2016), y de la cinética de la curva obtenida se

calcula el Py.
1.1.2. Aquaporinas: estructura molecular y expresion en el organismo

Las aquaporinas (AQPs) conforman una familia de proteinas canal homologas
que se encuentran ampliamente distribuidas en mamiferos, plantas y organismos
inferiores (Preston y col., 1992; Gomes y col., 2009). Las AQPs funcionan como
canales de agua facilitando su movimiento transmembrana acoplado a gradientes
osmoticos generados por el transporte de solutos. Algunas AQPs exhiben
adicionalmente permeabilidad a ciertos solutos pequefios no cargados (Kitchen y col.,
2015), tales como glicerol (Tsukaguchi y col., 1999), urea (Gerbeau y col., 1999; Liu y
col., 2003), amoniaco (Jahn y col., 2004; Loque Yy col., 2005; Saparov y col., 2007) y
perdxido de hidrogeno (Bienert y col., 2007; Dynowski y col., 2008).

Las AQPs de mamifero se expresan en las membranas plasmaticas e
intracelulares de diversas células (Preston y col., 1992; Carbrey y Agre, 2009; Day y

col., 2014) y han sido involucradas en numerosos procesos bioldgicos, asi como en la
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patogénesis molecular de algunas enfermedades (Agre y Kozono, 2003, Marinelli y col.,
2016, Verkman, 2012) (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Expresion de AQPs en humanos. Se muestra la amplia distribucion de las principales AQPs
involucradas en el transporte de agua en el cuerpo humano: a) retina: AQP4; b) epitelio olfatorio: AQP4;
c) oido interno: AQP4, AQP1; d) cerebro: AQP4 en astrocitos, AQP1 en plexo coroideo; €) médula
espinal: AQP1, AQP4, AQPS; células del disco intervertebral: AQP1, AQP3; osteoclastos: AQPY; f)
Venas: AQPL1 en células endoteliales; g) corazon: AQP4; h) rifion: AQP1, AQP2, AQP3, AQP4, AQP7; i)
glandulas salivales: AQP5; j) tracto gastrointestinal: AQP3, AQP4, AQP5, AQP9; k) higado: AQP1,
AQP8, AQP9; I) pancreas: AQP1, AQP8; m) pulmones: AQP3, AQP4, AQP5; n) adipocitos: AQP7; A)
piel: AQP1, AQP3, AQP5, AQP10; o) aparato reproductor femenino: AQP7, AQP8, AQP9 en ovarios; p)
aparato reproductor masculino: AQP3, AQP7 en células espermaéticas (Day y col., 2014).

Las aquaporinas se organizan en seis segmentos de estructura a-hélice que
atraviesan la membrana, unidos por cinco lazos conectores, con los extremos amino- y
carboxi- terminales localizados en la cara citoplasmatica de la membrana (Sales y col.,
2013) (Figura 1.2). Dos de los lazos (uno extracelular y otro intracelular) se pliegan

hacia la membrana, poniendo en contacto los tripletes asparagina—prolina—alanina

3
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(NPA). Asi se forma el sitio més estrecho del poro, constituyendo uno de los sitios de
constriccion del canal. Un segundo filtro de selectividad, la region de constriccion
Ilamada ar/R (aromatic/arginine), se encuentra formado por cuatro aminoacidos y
funciona como una barrera de exclusion por tamario, siendo necesaria para el transporte
eficiente del sustrato (Fujiyoshi y col., 2002; Beitz y col., 2006). La estructura resultante
encierra una zona central estrecha que se ensancha abriéndose hacia ambos lados de la
membrana, confiriendole un plegamiento en forma de reloj de arena (Gonen y Walz,
2006). De modo de conformar una estructura con mayor estabilidad en el entorno
lipidico, las aquaporinas in vivo forman homotetrdmeros en las membranas celulares,
donde cada monomero (26—-34 kDa) actua como un canal de agua independiente (Sui y
col., 2001).

H,0

hemiporo-1 hemiporo-2

a c

Extracelular Extracelular
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Figura 1.2. Topologia, organizacién y funcionamiento de las aquaporinas. (A), Cada monémero de
AQP esta conformado por seis dominios transmembrana (I-V1) conectados por cinco “loops” conectores
(a-e) con dos secuencias conservadas NPA que delimitan el poro de agua, y los extremos amino y
carboxilo terminal orientados hacia el citoplasma. (B), Las aquaporinas estan organizadas en tetrameros.
El poro de agua no reside en el centro de la molécula, sino que esta formado por los “loops™ conectores b
y e en cada subunidad. Cada una de ellas funciona individualmente como un poro permitiendo el paso de
agua de forma bidireccional. (C), El canal de agua consiste en un vestibulo intra y extracelular contiendo
agua libre en solucion. En el centro, ambos vestibulos se unen por una constriccion central de 20 A de
longitud por donde pasan las moléculas de agua en fila india. La constriccion a/R se forma por la arginina
en la posicién 195 (R195) y la histidina en la posicion 180 (H180). Debido a su composicién proporciona
cargas positivas fijas e impide el paso de protones. La segunda constriccion esta delimitada por dos
residuos de asparagina pertenecientes al motivo altamente conservado NPA. Las moléculas de agua pasan
de a una por vez a lo largo de la constriccion sin sufrir mayor resistencia ya que va formando enlaces

hidrégeno transitorios con las asparaginas cercanas.
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Existen tres caracteristicas claves que contribuyen a la selectividad de las
aquaporinas (Jung y col., 1994; Kitchen y col., 2015):

a) Restriccion por tamafio. ElI poro se angosta hasta un diametro de 2,8

Angstrom, similar al diametro de la molécula de agua.

b) Repulsion electrostética. La constriccion ar/R esta compuesta por un residuo
de arginina altamente conservado en la posicién 195 y una histidina cercana, en la
posicion 180. Este filtro provee un criterio suplementario para la seleccion de solutos,
ya que ambos residuos poseen una carga positiva muy alta capaz de repeler al agua
protonada. En la region NPA, las interacciones agua-agua son distorsionadas de modo
tal que las moléculas de agua se mantengan aisladas de su capa de solvatacion en la

masa de agua, un proceso que resulta esencial para la selectividad del filtro.

c) Reorientacion del dipolo de agua. A medida que las moléculas de agua se
aproximan a la constriccion, el &tomo de oxigeno rota hacia los residuos de asparagina
de los motivos NPA (asparaginas 76 y 192), creandose asi nuevos puentes de hidrdégeno
entre el oxigeno y los residuos de asparagina. Asi se rompen los puentes hidrdgeno
entre moléculas de agua y se evita el pasaje de agua protonada. Las AQPs son inhibidas
caracteristicamente por compuestos de mercurio, siendo el sitio de inhibicidn la cisteina
189, préxima al motivo NPA en el loop E. (Preston y col., 1993). Sin embargo, algunas
AQPs como la AQP4 no poseen cisteina en este sitio y, por lo tanto, no son inhibidas

por mercuriales (Savage y Stroud, 2007).

Hasta el dia de la fecha se han identificado 13 isoformas de AQPs en tejidos de
mamiferos (AQP0-AQP12) y se sospecha la existencia de miembros adicionales de esta
familia (King y col., 1996; King y col., 2004; Itoh y col., 2005; Gorelick y col., 2006;
Kitchen y col., 2015). Las AQPs difieren en sus secuencias peptidicas, lo que resulta en
variaciones en el tamafio de su poro y por ende en la selectividad de las moléculas que

pueden atravesar el canal.
1.1.3. AQPs del hepatocito

Una de las funciones clave del sistema hepatobiliar es la formacion de la bilis la
cual consiste en mas de un 95% de agua. Se ha demostrado que las células del tracto
hepatobiliar, incluyendo los hepatocitos, los colangiocitos, las células epiteliales de la
vesicula biliar y las células endoteliales no sinusoidales, expresan diferentes AQPs que

participan en el transporte transcelular de agua y son importantes para el correcto
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funcionamiento del tracto hepatobiliar (Masyuk y LaRusso, 2006; Portincasa Yy
Calamita, 2012).

Trabajos de diversos laboratorios, incluido el nuestro, han demostrado que en
hepatocitos de mamifero se expresan: AQPO (Huebert y col., 2002), AQP8 (Calamita y
col., 2001; Elkjaer y col., 2001; Garcia y col., 2001; Huebert y col., 2002), AQP9
(Elkjaer y col., 2001; Nicchia y col., 2001; Huebert y col., 2002) y AQP11 (Gorelick y
col., 2006) tanto a nivel del ARNm como de la proteina. Recientemente, también se ha
informado la expresion de AQP7 en hepatocitos (Gregoire y col., 2015). Estas AQPs
poseen diferentes localizaciones subcelulares y permeabilidades (ver Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Localizacion y permeabilidad de las AQPs del hepatocito

Aquaporina Localizacién Subcelular Permeabilidad
AQPO vesiculas intracelulares Agua
AQPY membrana plasmatica sinusoidal | Agua/glicerol/urea/moléculas
(basolateral) pequefias sin carga
AQP11 reticulo endoplasmatico? Agua
AQP7 no determinada Agua/glicerol

vesiculas intracelulares —
AQP8 membrana plasmatica Agua/NHs/H,0,

canalicular — Mitocondria

En el hepatocito, las AQPs méas estudiadas son la AQP9, localizada
exclusivamente sobre la membrana plasmatica sinusoidal (basolateral) (Elkjaer y col.,
2000; Carbrey y col., 2003) y la AQP8, localizada en la membrana plasmatica
canalicular (apical), en vesiculas intracelulares (Huebert y col., 2002; Calamita y col.,
2005 a) y en la membrana mitocondrial interna (Ferri y col., 2003; Calamita y col., 2005
b).

La AQPO tiene la particularidad de poseer baja permeabilidad al agua (Mulders
y col., 1995) y se expresa en hepatocitos de rata (Huebert y col., 2002) y en la linea
celular hibrida derivada de hepatoma de rata/fibroblasto humano WIF-B (Gradilone y
col., 2005 a), donde se localiza principalmente en compartimientos intracelulares. Sin

embargo, la AQPO no se expresaria en hepatocitos humanos, de acuerdo a resultados
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obtenidos en la linea celular derivada de hepatoma humano HepG2 y en muestras de
higado humano (Larocca y col., 2009). Esta AQP no responde al estimulo por AMPc, lo
que sugiere que no exhibe trafico vesicular regulable (Huebert y col., 2002). Su rol en

hepatocitos de rata no fue ain dilucidado (Gregoire y col., 2015).

La AQP9 es un canal proteico de aproximadamente 32 kDa que permite el
pasaje de agua y una amplia variedad de solutos neutros tales como urea, glicerol,
purinas y pirimidinas (Tsukaguchi y col., 1998; Tsukaguchi y col., 1999). Ha sido
identificada en hepatocitos de rata, ratén, cerdo y humano (Elkjaer y col., 2000; Carbrey
y col., 2003; Talbot y col., 2003; Caperna y col., 2007; Padma y col., 2009) y se cree
que permite la rapida entrada o liberacion de metabolitos con minima perturbacién
osmotica. Estudios de inmunolocalizacion realizados en roedores han revelado que la
AQP9 se restringe exclusivamente al dominio de membrana sinusoidal del hepatocito
(Elkjaer y col., 2000), con un patron de expresion mayoritario alrededor de la zona
perivenosa (Carbrey y col., 2003). Su localizacion en ratas no se ve afectada ante
aumentos de AMPc intracelular (Huebert y col., 2002). A nivel transcripcional, se ha
reportado en roedores que su expresion es regulada negativamente por los niveles
circulantes de insulina (Kuriyama y col.,, 2002; Carbrey y col., 2003). Estas
observaciones contrastan con las observadas en una linea celular hepatica humana,
donde su expresion es regulada positivamente por insulina y negativamente por leptina
(Rodriguez y col., 2011). La expresion de AQP9 es también regulada positivamente por
triiodotironina y por glucagon en cerdos (Caperna y col., 2007). Se ha demostrado la
participacion de AQP9 en el metabolismo del glicerol en ratones knockout (Rojek y
col., 2007) los cuales muestran niveles plasmaticos de glicerol y triglicéridos
aumentados, y una permeabilidad a glicerol en hepatocitos disminuida que no aumenta
durante el ayuno con respecto al wild-type (Calamita y col., 2012). La expresion de
AQP9 esta regulada en respuesta a distintas condiciones metabdlicas, asi el ayuno, se ha
demostrado incrementa los niveles de ARNm de AQP9 de rata y ratén (Kuriyama y
col., 2002; Carbrey y col., 2003). Durante el ayuno, el glicerol liberado del tejido
adiposo es captado por los hepatocitos a través de la AQP9 y utilizado para la
gluconeogénesis (Maeda, 2012; Maeda y col., 2009). Ademas del transporte de agua,
glicerol y pequefios solutos, la AQP9 también puede transportar arsenito y por lo tanto,
inducir hepatotoxicidad (Liu y col., 2002; Shinkai y col., 2009). Esto ultimo explicaria

la accion carcinogenica y tdxica del arsenito en el higado humano.
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La reduccién en la expresion de AQP9 en la esteatohepatitis no alcohdlica y la
enfermedad del higado graso no alcohodlica en individuos obesos, la cual es mas
pronunciada aun en individuos insulino resistentes, podria representar un mecanismo
compensatorio para disminuir la sintesis hepatica de novo de triglicéridos (Rodriguez y
col., 2014). Ademas, la expresion disminuida de AQP9 que contribuye a disminuir la
disponibilidad de glicerol para la gluconeogénesis podria constituir un mecanismo de
defensa para impedir la hiperglucemia y la esteatosis en esos individuos (Rodriguez y
col., 2014).

La AQP11 fue identificada en higado hace 10 afios (Gorelick y col., 2006), pero
su localizacién celular y subcelular ain no ha sido caracterizada. En estudios
funcionales en ovocitos de Xenopus no se pudo verificar que AQP11 fuese permeable a
agua, glicerol, urea o iones (Gorelick y col., 2006), pero al reconstituir esta AQP en
liposomas se encontrd una alta permeabilidad al agua (Yakata y col., 2007). En ratones
knock-out para AQP11 se observéd vacuolizacion de los hepatocitos (Morishita y col.,
2005). AQP11 podria estar involucrada en la homeostasis del reticulo endoplasmatico

rugoso y en la regeneracion hepatica (Rojek y col., 2013; Ishibashi y col., 2014).

En estudios recientes en higado humano y murino, se identifico la expresion de
AQP7 tanto a nivel transcripcional como proteico, pero su localizacién celular y
subcelular no fue estudiada (Gregoire y col., 2015). Estudios previos habian
identificado AQP7 en el higado de pacientes obesos, pero no investigaron su expresion
en higado normal (Rodriguez y col., 2011). El rol de AQP7 en el higado se desconoce,
pero al tratarse de una aquagliceroporina podria estar involucrada en el metabolismo del

glicerol.

La AQPS se ha identificado en hepatocitos de rata, raton y humanos (Calamita y
col., 2001; Elkjaer y col., 2001; Garcia y col., 2001; Tani y col., 2001; Huebert y col.,
2002; Ferri y col., 2003; Larocca y col., 2009). En comparaciéon con otras AQPs
humanas, la AQP8 pertenece a una diferente subfamilia filogenética, distante de las
AQPs que transportan especificamente agua (AQPO, 1, 2, 4, 5y 6), que transportan agua
y glicerol (las aquagliceroporinas AQP3, 7, 9 y 10) y la subfamilia de AQP11-12
(Agemark y col., 2012). Su organizacion génica y diferenciacion evolutiva son Unicas
(Calamita y col., 1999; Zardoya y Villalba, 2001), lo que sugiere que la AQP8
evolucion6 de manera independiente para poseer una especializacion diferente al resto

de las AQPs de mamifero (Ferri y col., 2003), ya que existen diferencias en la region de
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constriccion ar/R que, ademas del agua, permite el pasaje de otros solutos como
amoniaco (Jahn y col., 2004) y H,O, (Bienert y col. 2007), pero no urea ni glicerol
(Koyama y col., 1998).

Utilizando ADNc de AQPS8 de rata, Koyama y col. (1998) clonaron ADN
genémico de AQP8 humano y pudieron predecir una secuencia de 261 aminoacidos
para la proteina AQPS8, conteniendo 6 dominios transmembrana, 2 motivos NPA
altamente conservados y 3 sitios de glicosilacion. La proteina de AQP8 humana es 76,0
% idéntica a la AQP8 de raton, 74,9 % idéntica a AQP8 de rata, 40,4 % idéntica a la
AQP vegetal gamma-TIP, y 28,9 % idéntica a la AQP3 humana.

Se expresa diferencialmente en hepatocitos de las regiones periportal y central
del lobulillo hepatico (Calamita y col., 2005 c). Intracelularmente, la AQP8 posee
diversas localizaciones, probablemente debido a su participacion en diferentes
mecanismos fisioldgicos. Estudios bioquimicos, sumados a inmunofluorescencia
confocal e inmunoelectromicroscopia revelaron que en condiciones basales (no
estimuladas) el 75 % de la AQP8 reside en estructuras intracelulares tales como,
vesiculas de transporte (Calamita y col.,, 2001; Garcia y col.,, 2001), reticulo
endoplasmatico liso (Ferri y col., 2003) y en la membrana interna de las mitocondrias
(Calamita y col., 2005 b). El resto se encuentra localizado en la membrana plasmatica

(Garcia y col., 2001, Huebert y col., 2002), especificamente en el dominio canalicular.
1.1.3.1. AQPS8 canalicular

Esta es la forma de proteina N-glicosilada de aproximadamente 34 kDa que se
encuentra localizada en el dominio de membrana canalicular de los hepatocitos y en
vesiculas pericanaliculares (Garcia y col., 2001). Se encuentra involucrada en la
formacion y regulacion de la secrecion biliar (Calamita y col., 2001; Huebert y col.,
2002). Se ha demostrado que disminuciones en los niveles de AQP8 en hepatocitos
llevan a deficiencias en el transporte de agua canalicular para la formacion de la bilis
(Larocca y col., 2009, Marinelli y col., 2016).

Los hepatocitos son capaces de regular hormonalmente su permeabilidad
canalicular al agua mediada por AQP8. La hormona glucagon, al inducir un estimulo
colerético, estimula la translocacion de vesiculas intracelulares que contienen AQP8 a
los microdominios lipidicos rafts que se encuentran en la membranas plasmaticas

canaliculares, lo cual estd acompafiado de un aumento en la permeabilidad de
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membrana al agua (Gradilone y col., 2003, Mazzone y col., 2006, Tietz y col., 2005).
Este trafico requiere la activacion de vias de sefializacion que involucran AMP ciclico-
PKA y PI3K (fosfatidilinositol-3-kinasa). Dado que las moléculas de AQP8 carecen de
los sitios de fosforilacion consenso para PKA y PI3K, y por lo tanto no podria
fosforilarse (Gradilone y col., 2003, Tietz y col., 2005), se cree que el efecto del
glucagon no es hacia la proteina AQP8 directamente, sino hacia proteinas asociadas a
microtUbulos involucradas en el transporte vesicular (Gradilone y col., 2003, Gradilone
y col., 2005). De hecho, se requiere una red microtubular intacta para la translocacién
de AQP8 (Gradilone y col., 2003, Gradilone y col., 2005). Ademas de esta regulacion,
la AQP8 canalicular puede ser también modulada a largo plazo modificando su
expresion génica. El glucagon aumenta post-transcripcionalmente la expresion proteica
de AQP8 en hepatocitos de rata. Aunque el mecanismo exacto por el cual el glucagon
ejerce este efecto no ha sido determinado, pareceria involucrar la inhibiciéon de la
degradacion proteica de AQP8 mediada por calpaina, un proceso que también involucra
las vias de sefializacion de AMP ciclico-PKA y PI3K (Soria y col., 2009). Existen
solidas evidencias experimentales que apoyan un rol central de la AQP8 canalicular en
la promocion y regulacion de la secrecion osmotica de agua (Marinelli y col., 2011;
Calamita y col., 2015).

1.1.3.2. AQP8 mitocondrial

Corresponde a la proteina no glicosilada de 28 kDa (Garcia y col., 2001;
Calamita y col., 2005 b). Posee una amplia distribucion, habiéndose encontrado en
mitocondrias de higado, rifién, testiculo, corazén, duodeno, yeyuno y colon de rata
(Calamita y col., 2005 b). Se ha determinado que en hepatocitos murinos (Ferri y col.,
2003; Calamita y col., 2005 b), y en lineas celulares humanas derivadas de hepatocitos
(Marchissio y col., 2012, Marchissio y col., 2014), se localiza especificamente en la
membrana mitocondrial interna. Existe una correlacion directa entre el tamafio
mitocondrial y la magnitud de expresion de AQP8 en esta organela. Se ha especulado
que esto puede deberse a que en las mitocondrias de menor tamario, la contribucion de
AQP8 al pasaje mitocondrial de agua no es tan relevante, ya que para las mismas es
suficiente con la difusion simple de agua a través de sus membranas. Sin embargo, la
AQP8 no parece contribuir de manera significativa al pasaje mitocondrial de agua
(Calamita y col., 2006; Yang y col., 2006; Gena y col., 2009). En base al hecho que

AQP8 es capaz de facilitar la difusion transmembrana de amoniaco (Saparov y col.,
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2007) y perdxido de hidrégeno (Bienert y col., 2007), evidencias recientes sugieren que
la AQP8 mitocondrial hepatica estaria involucrada en la detoxificacion del amoniaco
via ureagénesis (Soria y col., 2010; Soria y col., 2013; Soria y col., 2014) y también en

la sefializacion celular dependiente de H,O, (Marchissio y col., 2012).

La expresion proteica de AQP8 en mitocondrias también sufre regulacion
hormonal. Asi, la hormona tiroidea triyodotironina, que modula la actividad metabdlica
de las mitocondrias hepaticas, induce la disminucion por regulacion transcripcional de

AQP8 en mitocondrias de higado de rata (Calamita y col., 2007).
1.2. Secrecion biliar
1.2.1. Importancia de las aquaporinas en la fisiologia biliar

El transporte de agua a través de los hepatocitos juega un rol fundamental en la
produccion de bilis debido a que el agua representa mas del 95% de los componentes
biliares y cumple importantes funciones: (a) Mantiene distendidos los ductos y ductulos
biliares y previene la precipitacion y adsorcion de constituyentes biliares en el epitelio
biliar evitando el éstasis biliar y eventualmente una obstruccion; (b) actia como
vehiculo para el transporte desde los canaliculos hasta el intestino de las sales biliares
(SB) y de moléculas destinadas a eliminacion tales como bilirrubina, colesterol, metales
pesados, hormonas esteroideas, etc.

Las sustancias osmdticamente activas, principalmente SB y otros aniones
organicos, son transportados activamente hacia el lumen canalicular y concentrados alli,
lo que conduce al flujo obligado de agua. Asi, la formacion de la bilis canalicular es un

proceso de secrecidén osmdtico.

En teoria, el pasaje de agua a través de la barrera epitelial de los hepatocitos
puede ser a traves de las uniones estrechas situadas entre hepatocitos adyacentes (via
paracelular) o a traves de los dominios de membrana plasmatica basolateral y
canalicular (via transcelular). Existen evidencias recientes basadas en estudios de
transporte de agua en duplas aisladas de hepatocitos, vesiculas de membranas
canaliculares y basolaterales y lineas celulares hepaticas, que sugieren que una via
transcelular dependiente de AQPs constituye la via principal a través de la cual el agua
ingresa al canaliculo biliar, mientras que la contribucion de la via paracelular es minima
(Marinelli y col., 2011; Boyer, 2013; Boyer, 2014). Ademas, se ha demostrado que en

condiciones basales (esto es, no estimuladas), la membrana canalicular posee una
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permeabilidad osmoética al agua menor que la membrana basolateral, constituyendo el
paso limitante en el transporte de agua transcelular en los hepatocitos (Marinelli y col.;
2003). En definitiva, las evidencias experimentales sugieren que el agua ingresa al

canaliculo biliar mayormente por la via transcelular y a través de AQPs.

El rol de AQP8 en la secrecién biliar canalicular se basa en estudios con
inhibidores en duplas aisladas de hepatocitos de rata (Huebert y col., 2002) y
knockdown de la expresion de AQP8 en la linea celular derivada de hepatoma humano,
HepG2 (Larocca y col., 2009). AQP8 modularia el flujo de agua limitado a nivel
canalicular, mientras que AQP9 modularia el flujo de agua a nivel de la membrana
basolateral. Ademas, hormonas capaces de inducir coleresis, tales como el glucagon y
las endotelinas, aumentan la expresion de AQP8 canalicular (Gradilone y col., 2003;
Rodriguez y col., 2013). AQP8 contribuiria en el mecanismo molecular para el
acoplamiento eficiente de solutos osmoticamente activos y el transporte de agua durante
la formacidn de bilis en los hepatocitos (Figura 1.3).

1.2.2. Transportadores de solutos relevantes para la formacion de la bilis en el

hepatocito

La captacion hepatica de SB desde la sangre estd mediada por transportadores
ubicados en la membrana basolateral de los hepatocitos. El polipéptido co-transportador
de Na'/taurocolato, NTCP, transporta la mayor parte de los acidos biliares (~90%);
preferentemente conjugados (Dawson y col., 2009) y tambien contribuye en el
transporte de compuestos sulfatados. En menor medida, los acidos biliares son captados
por un sistema independiente de Na®, que transporta una gran variedad de aniones y
cationes organicos, compuesto por una familia de transportadores poliespecificos
denominada OATP (proteina transportadora de aniones organicos) (Roth y col., 2012).
Estos transportadores intervienen en la captacion de SB no conjugadas, otras sustancias
endobidticas, como la bilirrubina y sustancias xenobioticas, como glicésidos cardiacos y
péptidos ciclicos (Hagenbuch y Meier, 2003).

Ademas, la membrana sinusoidal del hepatocito contiene diversas isoformas de
MRP (proteinas asociadas a resistencia a multidrogas) tales como MRP1, 3, 4,5y 6
(Homolya y col., 2003; Keppler, 2011), las cuales se encargan del eflujo de aniones

organicos desde el hepatocito hacia el espacio extracelular y normalmente se expresan
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en bajos niveles, por lo que cobran relevancia en condiciones fisiopatoldgicas de

sobrecarga de SB.

En condiciones normales, el paso limitante en el transporte de solutos biliares a
través de los hepatocitos es su excrecion a la bilis a través de la membrana canalicular.
La mayoria de los transportadores presentes en la membrana canalicular pertenecen a la
superfamilia de transportadores ABC (ATP-Binding Cassette) que comprenden la
bomba exportadora de sales biliares, BSEP/ABCBL11, la cual transporta acidos biliares
monovalentes, en contra de un enorme gradiente de concentracion (Soroka y Boyer,
2014) y la proteina de resistencia a multidrogas 2, MRP2/ABCC2, que media la
excrecion canalicular de diversos productos lipofilicos conjugados, como glucurénidos
de bilirrubina y glutation oxidado y reducido (Roma y col., 2008, Trauner y Boyer,
2003). Por otra parte, la membrana canalicular posee un sistema de transporte
independiente de ATP, la isoforma 2 del intercambiador de aniones CI'/HCO3', AE2,
responsable de la excrecion de bicarbonato (Meier y Stieger, 2000; Zsembery y col.,
2000) (Figura 1.3). Ademas se expresan transportadores no directamente implicados en
la generacidon del gradiente osmotico, tales como la bomba exportadora de fosfolipidos
(MDR3/ABCB4) que actta como "flipasa" en la translocacion de fosfatidilcolina
(Roma y col.,, 2008, Trauner y Boyer, 2003) y el transportador de colesterol
(ABCG5/G8) (Berge y col., 2000). Las micelas mixtas de fosfatidilcolina y colesterol

incorporan SB, mitigando asi sus efectos detergentes (Trauner y Boyer, 2003).

Existen otros transportadores en la membrana canalicular, que tampoco
participarian directamente en la generacion de la bilis: el MDR1/ABCBL1, que tiene una
funcién protectora contra una amplia variedad de drogas hidrofobicas y juega un rol
clave en el desarrollo de la resistencia a multidrogas (Cuperus y col., 2014) y el
BCRP/ABCG2, que posee una funcion principalmente de proteccion contra
xenobioticos. Estudios recientes sugieren que también transporta SB, aunque este
transporte pareceria ser mas relevante en la placenta que en el higado (Cuperus y col.,
2014).

Las fuerzas principales que dirigen el movimiento osmotico de agua desde la
sangre sinusoidal hacia el canaliculo biliar son: la excrecion de SB a través del
transportador de sales biliares BSEP/ABCBL11, glutation a través del transportador de
aniones organicos MRP2/ABCC2 y HCO3, via el intercambiador de aniones
cloruro/bicarbonato AE2 (Boyer, 2013) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Transporte de solutos osméticamente activos y de agua durante la formacion de bilis en
el hepatocito. En la figura se muestran los sistemas de transporte mas relevantes en la formacion de la
secrecion biliar. La captacion hepatica de sales biliares (SB”) desde la sangre estd mediada por los
transportadores NTCP y OATPs, ubicados en la membrana basolateral de los hepatocitos. Las fuerzas
principales que dirigen el movimiento osmoético de agua en el canaliculo biliar son: la excrecion de SB™a
través del transportador de sales biliares BSEP/ABCB11, glutation (GSH) a través del transportador de
aniones organicos (AO) MRP2/ABCC2 y HCO3, via el intercambiador de aniones CI/HCO3’, AE2. La
AQP8 localizada en la membrana apical modula el flujo limitante de agua canalicular, mientras que

AQP9 modula el flujo de agua a nivel de la membrana basolateral.

Como se menciond antes, la AQP8 de membrana canalicular se encuentra
localizada en microdominios lipidicos (rafts) ricos en colesterol y esfingolipidos
(Mazzone y col., 2006; Tietz y col., 2005). Se especula que estos rafts promueven el
agrupamiento de proteinas especificas en regiones definidas de la membrana plasmatica.
Los transportadores canaliculares MRP2, AE2 (Tietz y col., 2005) y BSEP (Ismair y
col., 2009; Bae y col., 2004), también se encuentran localizados en microdominios de
membranas, por lo que podria especularse que en la membrana canalicular del
hepatocito, la AQP8 se encuentra asociada a transportadores de solutos funcionalmente
relacionados, que a su vez serian los generadores de la fuerza osmotica necesaria para
que se produzca el transporte de agua transmembrana mediado por AQP8. Ademas, la
localizacion de los transportadores en estos microdominios ricos en colesterol esta
relacionada con la actividad de los mismos, ya que esta establecido que el nivel de
colesterol de membrana modula la actividad de diversos transportadores (Storch y col.,
2007; Molina y col., 2008). En el caso de BSEP, el contenido de colesterol canalicular

es un factor determinante critico de su actividad transportadora (Paulusma y col., 2009)
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y existe una correlacion directa entre el contenido de colesterol de membrana y la
actividad BSEP.

1.2.3. Colestasis: disfuncién secretora biliar

La relevancia de las AQPs tanto en la salud como en las enfermedades humanas
constituye una nueva area de investigacion en ascenso, con potenciales implicancias
terapéuticas y diagnosticas (King y col.,, 2004; Verkman, 2012). Algunas
enfermedades que afectan al sistema hepatobiliar han sido asociadas a un transporte
anormal de fluidos (Calamita y Portincasa, 2012) y un consecuente cuadro de colestasis
(Zollner y Trauner, 2008). La colestasis se caracteriza por una alteracion en la secrecion
biliar y se manifiesta en diversas enfermedades hepaticas. La colestasis cronica puede
derivar en una cirrosis y falla biliar, requiriendo transplante hepatico (Lee y Boyer,
2000). Como se detallé anteriormente, existen solidas evidencias que indican que las
AQPs cumplen un rol fisiologico fundamental en la formacion de la bilis canalicular.
Por lo tanto, es posible que una expresion defectiva de AQPs canaliculares pueda
conducir a alteraciones en la fisiologia biliar normal. En condiciones patoldgicas
experimentales donde existe una alteracion en la secrecion biliar, tales como, la
colestasis extrahepatica (obstructiva) (Carreras y col., 2007) y la colestasis intrahepatica
(hepatocelular) inducida por estrogenos (Carreras y col., 2003) o la asociada a sepsis
(Lehmann y col., 2008; Lehmann y col., 2009), se encontrd una expresion defectiva de

la AQP8 canalicular.
1.2.3.1. Colestasis hepatocelular inducida por estrogenos

Los estrogenos son agentes causales de colestasis intrahepatica en mujeres
susceptibles. La presentacion clinica mas comun de este trastorno corresponde a la
colestasis inducida por anticonceptivos orales, la colestasis asociada al embarazo y la
colestasis asociada a terapia de reemplazo hormonal de la menopausia (Lee y Boyer,
2000). La colestasis experimental inducida por 17a-etinilestradiol (EE) es un modelo
ampliamente utilizado para investigar alteraciones in vivo de la expresion de

transportadores de membrana del hepatocito.

El tratamiento cronico de ratas con el estrégeno sintético EE, reduce el flujo
biliar dependiente y el independiente de SB (Lee y Boyer, 2000). Estudios orientados a
dilucidar los mecanismos moleculares determinantes de la colestasis hepatocelular

sugieren que la falla secretoria biliar resultaria de una alteracion conjunta del transporte
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biliar de solutos osméticamente activos (e.g. sales biliares) (Arrese y col., 2008,
Cuperus y col., 2014) y de la permeabilidad al agua de la membrana canalicular
dependiente de AQPs (Carreras y col., 2003).

Por otra parte, ademés de alterar los sistemas de transporte hepatocelular, EE
también estd implicado en la reduccion de la sintesis de SB (Koopen y col., 1999), el
aumento de la permeabilidad de las uniones estrechas (Elias y col., 1983), la
disminucion de la fluidez del dominio basolateral de la membrana plasmatica del
hepatocito (Rosario y col., 1988; Bossard y col., 1993) y la redistribucion de
gangliosidos en las membranas del hepatocito (Jirkovska y col., 2007; Petr y col.,
2014).

1.2.3.1.1. AQP8 en colestasis inducida por EE

La expresion proteica de AQP8 en el hepatocito se encuentra disminuida en la
colestasis inducida por estrogenos, sin cambios evidentes en los niveles proteicos de la
AQP9 (Carreras y col., 2007). Aunque el mecanismo por el cual disminuye la expresion
proteica de AQP8 no fue completamente dilucidado aun, parece ser posttranscripcional
e involucrar un aumento en la degradacion proteica via lisosomal y a través del
proteosoma (Figura 1.4). El hecho que la expresién de AQP8 canalicular sea defectiva
en diferentes modelos animales de colestasis sugiere que esta AQP esta involucrada en

el desarrollo de la disfunciéon secretora biliar.
1.2.3.1.2. Transportadores de solutos en colestasis inducida por EE

Estudios funcionales revelan que en la colestasis por EE se encuentran
disminuidas tanto la captacién a nivel sinusoidal, como el transporte canalicular de SB y
aniones organicos por disminucion en la expresion de los principales transportadores de
membrana sinusoidal, NTCP y OATPs (Simon y col., 1996; Geier y col., 2003); y
canalicular, MRP2/ABCC2 y BSEP/ABCB11 (Huang Yy col., 2000; Geier y col., 2007;
Cuperus y col., 2014; Lam y col., 2010).

Ademas, se produce un aumento compensatorio de la expresion basolateral de
algunos transportadores de la familia de proteinas asociadas a resistencia a multidrogas
(Keppler, 2011; Ruiz y col., 2013). El aumento de la expresion del transportador
basolateral MRP3/ABCC3 (Ruiz y col., 2013), junto con la disminucidn de la captacion
de SB, contribuyen a disminuir la acumulacion toxica de las SB en el hepatocito (Pauli-

Magnus y col., 2010). Por otro lado, esto conduce a un marcado incremento del nivel
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sérico de las SB, lo cual constituye un parametro bioquimico clave en el curso de la
colestasis, por sus potenciales efectos deletéreos (Rosario y col, 1988).

NORMAL COLESTASIS

proteosoma AQP9
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y . calpaina <
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Figura 1.4. Contribucion de la AQP8 canalicular en la colestasis hepatocelular. A la izquierda, se
ilustra un hepatocito normal. Las sales biliares y otros aniones organicos son secretados al canaliculo
biliar a través de transportadores de solutos canaliculares (TSc), i.e. la bomba exportadora de sales
biliares BSEP/ABCB11, el transportador de aniones organicos MRP2/ABCC?2 vy el intercambiador de Cl-
/HCO3-, AE2. La AQP8 facilita el flujo osmoético de agua a través de la membrana canalicular mientras
que la AQP9 contribuye a la captacion basolateral de agua. Las calpainas estan involucradas en la
modulacion de la degradacion de AQP8 enddgena. A la derecha, se ilustra un hepatocito colestasico. La
expresién de AQP8 canalicular disminuye por degradacion lisosomal y proteosomal. La colestasis
hepatocelular resulta de una alteracion conjunta en la excrecion biliar de solutos, por disminucién de TSc,

y de la permeabilidad osmotica al agua mediada por AQPS8.

1.3. Adenovirus como vectores virales

Los virus constituyen, probablemente, la forma de vida mas simple y representan
el ente natural mas evolucionado para transferir material génico exogeno al interior
celular. Hasta el dia de hoy, el ser humano no ha sido capaz de crear artificialmente un
sistema que supere la eficiencia de transferencia génica que han alcanzado los virus tras

millones de afios de evolucion. Este hecho ha llevado al empleo y manipulacion de los
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virus como vectores para transferir material génico con fines experimentales y

terapéuticos. (Narvaizay col., 2003)

Se conocen casi 50 serotipos distintos de adenovirus humanos divididos en 6 subgrupos
(A, B, C, D, E y F) en funcién de sus caracteristicas inmunoldgicas, bioldgicas y
secuencias gendmicas. Los adenovirus humanos mejor caracterizados y mas utilizados
en terapia génica son los adenovirus tipo 2 (Ad2) y tipo 5 (Ad5) pertenecientes al
subgrupo C (Shenk, 1996). Estos adenovirus generan enfermedades respiratorias en
humanos y pertenecen a la subclase de adenovirus que no estan asociados a tumores
(Kozarsky, 1993).

La utilidad de los adenovirus recombinantes para terapia génica no fue la
anticipada en base al espectro de enfermedades que se manifestaban en las infecciones
adquiridas naturalmente. Los adenovirus humanos se asocian principalmente a un
amplio rango de enfermedades respiratorias y de diarreas; siendo la hepatitis una
manifestacion extremadamente rara en las infecciones adenovirales humanas. El Ad5 es
ampliamente utilizado en estudios de transferencia génica hepatica debido a su natural
tropismo hacia este 6rgano luego de su administracion sistémica. La utilidad de los
adenovirus recombinantes para terapia génica dirigida al higado ha sido demostrado en
ratas (Jaffe y col., 1992) y en otras especies, COmo ratones, conejos, Perros y monos
Rhesus. (Wilson, 2001; Narvaiza y col., 2003).

Las propiedades de los vectores adenovirales son: 1) un tropismo muy amplio,
infectando numerosos tipos celulares; 2) infectan tanto células quiescentes como células
en division; 3) muy alta eficacia de transduccidn; expresan cantidades altas del transgen;
4) no requieren de integracion en su ciclo infectivo y el material génico se expresa de
forma episomal; 5) son muy inmunogénicos; 6) su construccién, manipulacion y
produccidn son relativamente sencillas, son virus estables y se obtienen titulos altos
(10*-10" ufp/ml); 7) no se han descrito patologias graves asociadas al adenovirus
salvaje; 8) su toxicidad como vector es baja y su bioseguridad es alta (Narvaiza y col.,
2003; Li y col., 1993; Tao y col.,, 2001; Worgall y col., 1997; Hendrickx y col.,
2014).

1.3.1. Estructura y organizacioén gendémica de la particula adenoviral

Los adenovirus son virus de ADN cuyo genoma esta encerrado en una cubierta

proteica de geometria icosahédrica, denominada cépside, de 70-100 nm de diametro. La
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capside esta formada por tres proteinas principales: el hexén, la base pentona y la fibra
con una protuberancia terminal, ademas de otras proteinas menores VI, VIII, IX, llla 'y
IVa2 (Shenk, 1996; Stewart y col., 1991; Stewart y col., 1993) (Figura 1.5). EI genoma
viral es una molécula lineal de ADN de doble hebra de unas 36 Kb con una proteina
terminal unida covalentemente a cada uno de sus extremos 5. En ambos extremos del
genoma viral se definen unas secuencias cortas denominadas ITRs que constituyen el
origen de replicacion del ADN. A continuacion del ITR izquierdo (con relacion al mapa
del genoma adenoviral establecido por convencién) se localiza la secuencia de
empaquetamiento (¥), requerida para la encapsidacion del genoma. EI ADN viral esta
intimamente asociado con una proteina muy basica (VII) y con un pequefio péptido
denominado p. Otra proteina, denominada V, estd empaquetada con este complejo
ADN-proteina y parece que constituye una union estructural con la capside, a través de
la proteina VI. EIl virus contiene, ademas, una proteasa codificada por el genoma viral
(Pr) que es necesaria para el procesamiento de algunas proteinas estructurales y para

producir virus infecciosos maduros (Shenk, 1996).

DNA viral

Hexon
Proteina IX Proteina VII

Proteina terminal

B & D
fa j'
Proteina V \ Base pentona
Proteina VI Fibra

Knob

Figura 1.5. Estructura de la particula adenoviral. La organizacién de las proteinas estructurales se
basa en estudios publicados, excepto la localizacién de la proteina VIII y la organizacion espacial del

genoma viral (Narvaiza y col., 2003).

Los productos génicos se organizan en regiones tempranas (E1-E4) y tardias
(L1-L5), basadas en la expresion anterior o posterior al inicio de la sintesis del ADN
viral. Los adenovirus poseen un ciclo de vida litico, son captados por las células a través
de receptores, ingresan al compartimiento endosomal, y desde alli el virus ingresa al
citoplasma y comienza a perder su cubierta proteica. EI ADN viral migra al nucleo,

donde mantiene su estructura lineal, en lugar de integrarse al cromosoma.
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1.3.2. Vectores Adenovirales de Primera Generacion

Los adenovirus recombinantes de primera generacion, defectivos en replicacion,
que se utilizan para terapia génica, poseen deleciones en la region E1 y/o E3. La regién
E1 regula la transcripcion adenoviral y se requiere para la replicacion viral (Gao y col.,
1996). Los adenovirus de primera generacion son, hasta el dia de hoy, los mas
empleados en terapia génica. Los adenovirus delecionados en E1 admiten transgenes de
hasta 5,1 Kb, cuyo tiempo de expresion es de 7 a 14 dias (Kaplan y col., 1997), debido a
la generacion de una respuesta inmunitaria, 1o que impide la administracion repetida del
adenovirus debido al efecto neutralizante de los anticuerpos contra la cépside viral

generados con la primera administracion.
1.3.2.1. Vector Adenoviral que codifica para aguaporina-1 humana: AdhAQP1

El vector adenoviral AdhAQP1, construido por el grupo del Dr. Bruce J. Baum
(Gene Transfer Laboratories, NIH, USA), es un vector de primera generacion, defectivo
en replicacion, que codifica para la aquaporina-1 humana (hAQP1). (Delporte y col,
1997). El vector AdhAQP1 ha sido utilizado en animales de experimentacion con el
propoésito de corregir la hipofuncion salival generada por radiacion (Delporte y col,
1997). Esto se basa en que los pacientes con cancer de cabeza y cuello sometidos a
terapia radiante, sufren un dafio importante e irreversible en la funcion de sus glandulas
salivales. AdhAQPL1 fue administrado en forma retrograda por el conducto salival de las
glandulas submaxilares de ratas, encontrandose a los 3 dias aumento de expresion de la
proteina hAQP1 en células acinares y ductales y una correccién de aproximadamente
80% del flujo salival. La transferencia génica del vector AdhAQP1 via administracién
ductal retrégrada a glandulas salivales no mostro hepatotoxicidad significativa (Zheng y
col., 2006). El vector fue bien tolerado por los animales, sin mostrar efectos adversos

significativos (Kuriyama'y col., 2005; Teos y col., 2016).

AdhAQP1 estd aprobado en EE.UU. por la Food and Drug Administration
(FDA) y actualmente esté siendo usado para estudios clinicos de fase 1 en pacientes con

hipofuncion salival causada por terapia radiante (Baumy col., 2012).
1.3.3. Administracion de adenovectores al higado

Los estudios de transferencia génica al higado de rata utilizan diferentes vias de
administracion: intravenosa, intraarterial, intradrgano, intraportal o retrobiliar

(retrograda intrabiliar) (Scholl y col., 2001; Brunetti-Pierri y col., 2005; Kuriyama y
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col., 2005; Jiang y col., 2013). La via retrobiliar tiene la ventaja de generar una menor
reaccion inmune sistémica, lo cual permite una eventual readministracién del
adenovector (Tominaga y col., 2004) y ha sido utilizada por su potencial significancia
clinica (i.e. colangiografia endoscopica retrograda en pacientes) (Terao y col., 1998; Xie
y col., 2000; Jiang y col., 2013). Para nuestro proyecto en particular, existe una
conveniencia adicional: la mayor exposicién de AdhAQP1 a los hepatocitos periportales
(hepatocitos determinantes de la produccion de la secrecion biliar canalicular) (Monte y
col., 1993).

Con respecto a la transferencia génica in vivo de aquaporinas, existe un nimero
muy limitado de estudios referidos a esta temética; como los conducentes a corregir el
flujo salival (Baum y col., 2006) o a atenuar una disfuncion renal (Yang y col., 2000),

pero, para nuestro conocimiento, ninguno referido a la funcion hepatica.
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2. OBJETIVOS

El OBJETIVO GENERAL de este Trabajo de Tesis fue evaluar si la correccién
de la permeabilidad canalicular al agua, via transferencia génica in vivo de AQPs,

atenta la falla secretoria biliar en colestasis hepatocelular.

Para tal fin, en un modelo animal de colestasis hepatocelular inducida por el
estrégeno EE, y utilizando el adenovector AdhAQP1 que codifica para la AQP1
humana, se plantearon los siguientes OBJETIVOS PARCIALES:

(1) Estudiar si la administracion de AdhAQP1 induce la expresion de hAQP1 en la
membrana hepatica canalicular y un consecuente aumento de su permeabilidad osmética

al agua.

(2) Estudiar si la expresion canalicular de hAQP1, via AdhAQP1, incrementa el flujo

biliar y la eficiencia colerética de las SB en colestasis.

(3) Estudiar si la expresion canalicular de hAQP1, via AdhAQP1, afecta la excrecion

biliar de las SB y sus niveles séricos en colestasis.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Tratamientos y disefios experimentales
3.1.1. Animales

Para la realizacion del presente trabajo de Tesis se utilizaron ratas Wistar macho
adultas (300 - 350 g), provenientes del Bioterio de la Facultad de Ciencias Bioquimicas
y Farmacéuticas de Rosario. Los animales fueron mantenidos en condiciones
controladas de temperatura, humedad y ciclo luz-oscuridad de 12 h de acuerdo a normas
internacionales preestablecidas para el cuidado de animales de laboratorio (“Guide for

the care and Use of Laboratory Animals, National Institutes of Health™).
3.1.2. Vectores Adenovirales
3.1.2.1. AdhAQP1

Se utilizd el vector recombinante AdhAQP1 construido en el Laboratorio de
Transferencia Génica (National Institutes of Health), gentilmente donado por el Dr.
Bruce Baum. AdhAQPL1 es un vector de primera generacion, derivado de un adenovirus
serotipo 5, deficiente en la replicacion, que carece de la region E1. Para construir el
AdhAQP1 (Figura 3.1), el ADNc de la hAQP1 fue clonado directamente en el vector
Ad5 de transporte pACCMVpLpA. Dicho plasmido contiene parte del genoma Ad5 con
el promotor inmediato del citomegalovirus sustituido entre las unidades de mapa 1.3 y
9.1 (Region Ad5 E1; Fig. 3.1). Se amplificé el ADNc de la hAQP1 (3 kb) por PCR
utilizando cebadores especificos que contienen los sitios de restriccion Kpnl y BamHI
para el clonado. El plasmido resultante, llamado pCMVhAQPL1, fue cotransfectado con
el plasmido Ad5 pJM17 en células 293 para obtener AdhAQP1 (Delporte y col, 1997).
El vector AdhAQP1 requirio de amplificacion, purificacion y titulacion, lo cual fue
realizado en una primera instancia en el Laboratorio de Terapia Geénica de la
Universidad Austral a cargo del Dr. Guillermo Mazzolini y en una segunda instancia a

cargo del Dr. Rodolfo Goya, en el Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata.
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Figura 3.1: Esquema de la estructura de AdhAQP1. Se utilizaron las siguientes abreviaturas: ITR,
repeticion terminal invertida; PCMV, promotor inmediato del Citomegalovirus; hAQP1, ADNc de la
aquaporina-1 humana; SV40polyA, sefial de poliadenilacion de Simian Virus 40E1, delecion de las

secuencias adenovirales E1; E2, genes adenovirales E2; E3, genes adenovirales E3; E4, genes

adenovirales E4.

3.1.2.2. Vector control

Se utiliz6 un adenovirus recombinante de primera generacion, derivado de un
adenovirus serotipo 5, deficiente en la replicacion, que carece de la regién E1 y que

codifica para p-galactosidasa (Adc).
3.1.3. Tratamiento con EE: modelo de colestasis hepatocelular

Como modelo de colestasis hepatocelular se utilizaron ratas inyectadas con EE
(Carreras y col., 2007). Los animales recibieron una dosis de 5 mg/kg peso corporal de
EE (Sigma) diariamente, durante 5 dias, por via subcutanea. Los animales controles

recibieron sélo el vehiculo (propilenglicol).
3.1.4. Administracion del vector
Modelo experimental de Administracion Retrobiliar via Transduodenal

Luego de la tercera inyeccion de EE o vehiculo, las ratas fueron anestesiadas con
Ketamina (Vetanarcol) coadministrada con Xylacina (Kensol) por via intraperitoneal.
La dosis utilizada fue 100 mg/Kg Ketamina + 15 mg/Kg Xylacina, ya que permite una
ventana de trabajo adecuada para realizar la cateterizacion transduodenal del colédoco y

una rapida recuperacion post-quirdrgica.

Laparotomia: Primero se procedid a rasurar el area abdominal del animal. Se
realizd una incision abdominal minima longitudinal (2 cm aproximadamente) en el

plano de la piel justo por debajo del apéndice xifoides. Se repitid la incision en el plano
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muscular. Se expuso el duodeno justo por debajo de la cara inferior del higado y se

extrajo minimamente la segunda porcion del mismo.

Cateterizacion transduodenal: Se localiz6 la desembocadura del colédoco en la

cara mesentérica del duodeno, la cual puede visualizarse como una pequefia ampolla
que ingresa en la pared duodenal de atras hacia adelante, de derecha a izquierda y de
abajo hacia arriba. Una vez localizado el sitio de ingreso del colédoco se realiz6 una
puncion con aguja calibre 25G en la cara antimesentérica duodenal para ingresar un
catéter de polietileno PE-10 (Intramedic, Clay Adams, Parsippany, NJ) hasta ubicar la
papila de Vater en la mucosa posterior. Una vez cateterizado el colédoco se ingresé
aproximadamente 1 cm cuidando de no llegar al hilio hepatico.

Administracion retrobiliar; Se administr6 una dosis de 3x10'° unidades

formadoras de placa (ufp)/animal en un volumen final de 300 uL de solucion fisiologica
estéril en jeringa de 1 ml equipada con una aguja calibre 30G, inyectando la solucién en
forma retrograda a traves del extremo distal del catéter de manera lenta y continua
durante un lapso de 3 min. En experimentos de control adicionales, los animales
recibieron s6lo 300 pL de solucion fisioldgica estéril. El catéter se mantuvo en el lugar
durante un lapso de 15 min, para evitar el flujo anterogrado. Se realizaron experimentos
de puesta a punto para determinar tiempo y dosis Optima de administracion del

adenovirus.

Finalizacion del procedimiento: Una vez administrada la solucion se retir6 el

catéter y se procedié a suturar el plano muscular y la piel del animal. Luego del
procedimiento y pasado el efecto de la anestesia los animales se recuperaron
adecuadamente. Fueron colocados en sus respectivas jaulas y se evalud su estado
general durante 72 h posteriores al tratamiento (en estudios iniciales, también se evaluo
el estado a las 48 h).

3.1.5. Estudios de secrecion biliar y obtencién de muestras

Pasadas 72 h de la administracion del vector, los animales fueron anestesiados
como se describi6 arriba y se mantuvieron en esta condicion durante la recoleccion de
bilis, la cual se realizo por fistula biliar y el flujo biliar fue determinado por gravimetria,
como se describe a continuacion: Se procedio a realizar una laparotomia transversal
inmediatamente por debajo del apéndice xifoides. Se localizdé el colédoco en el

mesenterio duodenal y se lo aislo del tejido conectivo circundante colocando una sonda
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acanalada por debajo del mismo. Utilizando la sonda como superficie de apoyo, se
efectud una puncion con aguja calibre 25G y se introdujo un catéter de polietileno
calibre PE-10 (Intramedic, Clay Adams). Durante todo el procedimiento quirdrgico se
mantuvo la temperatura corporal del animal con lampara de calentamiento infrarroja
entre 37 °C y 38 °C. Una vez realizada la fistula biliar, se dejo estabilizar el flujo
durante 10 min y se recolectd la bilis que fluye por el catéter en tubos pre-pesados
durante periodos de 10 min, durante 30 minutos. Luego se inyectd la sal biliar
taurocolato (TC) (Sigma) (8 umol/100g peso corporal, intravenosa) para estimular el
flujo biliar (canalicular) y se recolect6 bilis durante un periodo adicional de 10 minutos.
El flujo biliar se determind promediando el volumen de la bilis recolectada en al menos
tres periodos de recoleccion, asumiendo una densidad de la bilis de 1 g/mL (Carreras y
col., 2007).

Finalizada la recoleccion de bilis, se tomaron muestras de sangre por puncion
cardiaca y el plasma fue separado. Los animales fueron sacrificados por exsanguinacién

y los higados fueron removidos y almacenados a -70 °C para su posterior analisis.
3.2. Determinaciones serologicas
3.2.1. Fosfatasa alcalina

La actividad de esta enzima fue determinada utilizando un kit enzimético
comercial siguiendo las recomendaciones del fabricante (Wiener Lab). La fosfatasa
alcalina hidroliza al p-nitrofenilfosfato, que es incoloro, produciendo fosfato y p-
nitrofenol a pH 9,8. La velocidad de aparicién del anidn p-nitrofenolato (amarillo) a 405
nm, es proporcional a la actividad enzimética de la muestra. Las unidades de actividad
enzimatica especifica se definieron comamol de p -nitrofenilfosfato hidrolizado por

min.
3.2.2. Lactato Deshidrogenasa

La actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) se determino
espectrofotométricamente midiendo la disminucion de absorbancia a 340 nm, producida
por la oxidacion del NADH a NAD" en la reaccion acoplada de reduccion de piruvato a
lactato catalizada por la LDH. Para determinar la actividad de esta enzima se utilizé un
kit enziméatico comercial (Wiener Lab), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Las unidades de actividad enzimatica fueron definidas como pmol de sustrato

consumido por hora a 37 °C.
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3.2.3. Alanina aminotransferasa

La enzima alanina aminotransferasa (ALT/GPT) cataliza la reaccion de
transferencia entre L-alanina y 2-oxoglutarato para producir piruvato y L-glutamato. En
un paso subsiguiente, el oxalacetato producido es convertido, en presencia de NADH,
en L-lactato por la enzima lactato deshidrogenasa. Asi, la velocidad de desaparicion de
NADH a 340 nm es directamente proporcional a la actividad de la enzima aspartato
aminotransferasa de la muestra. Para determinar la actividad de esta enzima se utilizo un
kit enziméatico comercial (Wiener Lab), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Las unidades de actividad enzimatica fueron definidas como pmol de sustrato
consumido por hora a 37 °C.

3.2.4. Aspartato aminotransferasa

La enzima aspartato aminotransferasa (AST/GOT) cataliza la reaccion de
transferencia entre L-aspartato y 2-oxoglutarato para producir oxalacetato y L-
glutamato. En un paso subsiguiente, el oxalacetato producido es convertido, en
presencia de NADH, en L-malato por la enzima malato deshidrogenasa. Asi, la
velocidad de desaparicion de NADH a 340 nm es directamente proporcional a la
actividad de la enzima aspartato aminotransferasa de la muestra. Para determinar la
actividad de esta enzima se utilizé un kit enziméatico comercial (Wiener Lab), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las unidades de actividad enzimética fueron

definidas como pmol de sustrato consumido por hora a 37 °C.
3.2.5. Sales biliares séricas

En presencia de Thio-NAD, la enzima 3-o hidroxiesteroide deshidrogenasa
convierte los acidos biliares en 3-ketoesteroides y Thio-NADH. La reaccion puede
revertirse y 3-a hidroxiesteroide deshidrogenasa puede convertir 3-ketoesteroides, y
Thio-NADH en &cidos biliares y Thio-NAD. En la presencia de NADH en exceso, los
ciclos de enzimas se presentan en forma eficaz y la tasa de formacion de Thio-NADH se
determina mediante la medicion del cambio especifico de la absorcion a 405 nm. Para
determinar la concentracion de SB séricas se utilizo un kit enzimatico comercial

(Randox), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
3.3. Sales biliares en bilis

Se evalud la concentracion de SB totales en bilis utilizando el ensayo de la 3a-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (Talalay, 1960).
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3.4. Eficiencia colerética de las sales biliares enddgenas

Los animales fueron anestesiados y se cateterizé el conducto biliar comun con
un catéter de polietileno PE-10. Se recolectd bilis durante 6 horas, en periodos de 1 h.
Se determind el flujo biliar y la concentracion de SB totales. La eficiencia colerética de
las SB enddgenas (es decir, volumen de bilis/umol de sal biliar excretada) se estimo a
partir de la pendiente de las graficas de flujo biliar versus excrecién de SB (Koopen y
col., 1998).

3.5. Composicion biliar de sales biliares

En el primer y sexto periodos de bilis recolectada para determinar la eficiencia
colerética de SB enddgenas (ver arriba), se identificaron las SB individuales y se
cuantificaron por cromatografia liquida de alta presion (HPLC, Waters, Milford, MA)

por comparacion con compuestos estandares, como esta descripto (Tietz y col., 1984).
3.6. Secrecién biliar de [*H]TC

Se realizaron experimentos en ratas para estudiar la secrecion biliar de [*H]-TC.
Se recolectdo bilis en periodos de 10 min durante 30 min (flujo biliar basal),
seguidamente se realizé una inyeccién intravenosa en bolo de [*H]TC (actividad
especifica 5 Ci/mmol, Perkin Elmer) (0,1 pCi disueltos en 0,3 mL de solucién
fisiologica) y se continud la recoleccion de bilis durante 30 minutos cada 5 minutos. Se
tomaron alicuotas de 50 uL, se adicionaron 3 mL de liquido de centelleo (Perkin Elmer)
y se determind la radiactividad correspondiente en el contador de centelleo, como

cuentas por minuto (cpm) (Hung y col.,2005).
3.7. Fraccionamiento subcelular
3.7.1. Preparacion de membranas plasmaticas hepaticas

Se prepararon homogenados al 20% a partir de higados de ratas normales y
tratadas. Los tejidos se homogeneizaron en sacarosa 0,3 M (MP Biomedicals)
conteniendo los inhibidores de proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Sigma-
Aldrich) 0,1 mM y leupeptin (Chemicon, Millipore) 0,1 mM. EI homogenado de higado
se centrifugd a 500 g por 10 min para obtener los sobrenadantes post-nucleares. Para
obtener la fraccion enriquecida en membranas plasmaticas, estos sobrenadantes post-
nucleares se sembraron en un gradiente discontinuo de sacarosa 1,3 M / 0,3 M (Carreras
y col., 2003). Se centrifug6é 1 h a 200.000 g a 4 °C. Se removio la banda de membranas
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plasmaticas que quedd en la interfase y se diluyd en agua suplementada con inhibidores
de proteasas, hasta una concentracion final de sacarosa 0,3 M. Se centrifugé luego 1 h a
200.000 g a 4 °C. El pellet que contiene las membranas plasmaticas se resuspendio en
sacarosa 0,3 M con inhibidores de proteasas y se congelo a -70 °C. Para obtener un
grado de purificacion aun mayor, la fraccion de membranas plasméticas obtenida se
colocé en un gradiente lineal de sacarosa de 9 a 60% (suplementado con inhibidores de
proteasas) y se sometio a ultracentrifugacion en rotor vertical TV865 durante 90 min a
100.000 g, a 4 °C (Carreras y col., 2003). Se removié la banda de membranas y se lavd
dos veces con NaHCO3; 1 mM pH 7,5; centrifugando durante 30 min a 200.000 g, a 4°
C. Los pellets conteniendo las membranas plasmaticas altamente purificadas se

resuspendieron en sacarosa 0,3 M.
3.7.2. Preparacion de membranas plasmaticas canaliculares

Las membranas plasmaticas altamente purificadas se sometieron a “douncing”
en un potter-émbolo apropiado vidrio-vidrio tipo B durante 50 veces. Las muestras se
sembraron sobre un gradiente discontinuo de sacarosa de 38%, 34% y 31% Yy se
centrifugaron en rotor vertical SW40Ti durante 3 h a 270.000 g a 4 °C, obteniéndose la
fraccion correspondiente a membranas canaliculares en la parte superior de la sacarosa
31% (Carreras y col., 2007; Marinelli y col.,, 2003). Esta banda fue removida
cuidadosamente, se diluyo en agua para obtener una concentracion de sacarosa final de
0,3 My luego se centrifugd 1 h a 200.000 g a 4 °C. El pellet, conteniendo la fraccion de
membrana plasmatica canalicular, se resuspendid en sacarosa 0,3 M con inhibidores de
proteasas y se mantuvo a -70 °C hasta su posterior uso. También se recuperd del
gradiente discontinuo la banda correspondiente a las membranas basolaterales,

localizada en la parte superior de la sacarosa 38%.
3.7.2.1. Actividad 5’-nucleotidasa

La enzima 5’-nucleotidasa cataliza la desfosforilacion de fosfonucle6sidos con
grupos fosfato en posicion C5 del anillo de ribosa, tal como el AMP, con maxima
actividad a pH 7,5. A este pH, el AMP también es hidrolizado inespecificamente por las
fosfatasas alcalinas presentes en la muestra. La 5’-nucleotidasa es inhibida
selectivamente por iones Ni**. Asi, la actividad de esta enzima es directamente
proporcional a la diferencia de medidas entre la cantidad de fosfato liberado en

presencia y ausencia de Ni?*. La determinacién de la actividad de la enzima 5’
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nucleotidasa se realizé mediante un kit enziméatico comercial (Wienner Lab), segin las
indicaciones del fabricante. Para la determinacion del fosfato liberado, se cort6 la
reaccion enzimatica con el agregado 0,5 mL de TCA 10% Yy se centrifugd durante 5 min
a 2.000 g. Se tomaron 0,1 ml del sobrenadante y se agregoé 2 mL del reactivo de color
(0,5 mL de H,SO, 6 N + 1 mL H,O + 0,5 mL de molibdato de amonio 2,5% + 0,5 mL
de acido ascérbico 10%). Luego de 20 min de incubacién a 45 °C, se dejé enfriar y se
realizd la lectura de absorbancia a 830 nm (Howard Evans, 1979).Las
unidades de actividad enzimatica se definen como pmol de producto formado por hora a
37 °C. La actividad especifica se obtuvo relacionando el valor de la pendiente de la
recta (absorbancia en funcién del tiempo) sobre los mg de proteina utilizados en la

reaccion.
3.7.2.2. Purezay enriquecimiento de las membranas plasmaticas canaliculares

La pureza de las membranas canaliculares no fue afectada por la colestasis y/o la
expresion de la hAQP1l. La actividad especifica del marcador canalicular 5’-
nucleotidasa en membranas canaliculares fue similar al reportado previamente por
nuestro grupo (Carreras y col.,, 2007) y no difirio entre los distintos grupos
experimentales (Figura 3.2 A izquierda). El enriquecimiento de la actividad de la
enzima 5’-nucleotidasa en membranas canaliculares con respecto a la actividad en
homogenados fue alrededor de 30 en todos los grupos; en concordancia con lo
publicado anteriormente (Carreras y col., 2007). De acuerdo a lo esperado, se observo
una minima contaminacion con membranas basolaterales, basada en la deteccion por

inmunobloting del marcador basolateral AQP9 (Figura 3.2 B).

Asimismo, las membranas basolaterales también evidenciaron muy baja
contaminacion cruzada con las membranas canaliculares (Figuras 3.2 A derechay 3.2
C).
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Figura 3.2. Presencia de marcadores proteicos de membranas plasmaticas canaliculares vy
basolaterales en ratas colestasicas transducidas con el vector AdhAQP1. (A) Actividad especifica de
la enzima 5°-nucleotidasa (marcador canalicular) en membranas canaliculares (CPM) y basolaterales
(BLPM). Los datos se expresan como medias * error estdndar (n=3). Las actividades especificas se
expresan como pumol de producto formado/mg proteina/h. La actividad 5 -nucleotidasa en las membranas
basolaterales fue muy bajo, consistente con un esperado nivel de contaminacion cruzada (Huebert y col.,
2002), y no difirié entre los grupos experimentales. (B) Inmunobloting representativo para la proteina
AQP9 (marcadora de membrana basolateral) en membranas canaliculares. Se sembraron 20 pg
proteina/calle. Se sembrd la misma cantidad de proteina correspondiente a la membrana basolateral como
control positivo. Las membranas fueron reprobadas utilizando el anticuerpo anti-f-actina como control de
carga. (C) Inmunoblotings representativos de BSEP y AQP8 en membranas basolaterales (20 ug
proteina/calle). Los niveles de expresion de ambas proteinas transportadoras canaliculares son
practicamente indetectables. Se sembré la misma cantidad de proteina correspondiente a la membrana
canalicular como control positivo. Las membranas fueron reprobadas utilizando el anticuerpo anti-f3-
actina como control de carga. La banda correspondiente a la p-actina de las membranas basolaterales es

tipicamente mas intensa que la correspondiente a las membranas canaliculares.

3.8. Transporte osmotico de agua en membranas canaliculares: espectrofotometria

de flujo detenido (stopped flow light scattering)

Para la determinacion del flujo de agua inducido osmaticamente en vesiculas de
membrana canaliculares, se registro el cambio en el volumen vesicular mediante la
intensidad de luz dispersada a 450 nm en funcién del tiempo, utilizando un equipo de

espectrofotometria de flujo detenido (stopped flow light scattering) SX.18MVR
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(Applied Photophysics) (Carreras y col., 2007). El equipo posee un tiempo muerto de
1,3 milisegundos y una eficiencia de mezclado de 99% en tiempos menores a 1
milisegundo, y se encuentra en el laboratorio del Dr. Alejandro Vila, del Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Rosario (IBR-CONICET).

Para llevar a cabo los experimentos, una suspension de vesiculas canaliculares
obtenida como se detallé anteriormente, se diluy6 en buffer Hepes-Tris 5 mM pH 7,4
conteniendo sacarosa 50 mM. Con esta suspension se llené una de las jeringas del
equipo, mientras que la otra se cargd con el mismo buffer que contenia una
concentracion de sacarosa mayor, de forma tal de establecer un gradiente osmético de
250 mosM luego del mezclado. La concentracion final de proteinas luego de la mezcla
fue de 150 pg/pL y la temperatura de las muestras fue mantenida a 20 °C mediante un

bafio termostatizado de agua recirculante.

Inmediatamente después de establecerse el gradiente hipertonico, se produce un
flujo de agua desde el interior de las vesiculas que provoca una disminucion del tamafio
de las mismas y un consecuente aumento en la intensidad de luz dispersada. El
coeficiente de permeabilidad osmotica al agua se calcula mediante la ecuacion
(Marinelli y col, 2003): Ps =Kexp . Vo/Ay . Vy, donde V, es el volumen inicial de las
vesiculas, A, es el area inicial de las vesiculas, V, es el volumen molar del agua (18
cm®/mol), AC es el gradiente osmético aplicado (0,25 mol/cm®) y Kexp €s la constante
exponencial de ajuste de la curva intensidad de luz dispersada vs. tiempo. V, y A, se
calcularon para cada grupo a partir del valor de diametro promedio de las vesiculas
canaliculares (160 £ 9 nm), que fue determinado por andlisis morfométrico de imagenes
obtenidas por microscopia electronica en determinaciones anteriores del grupo (Carreras
y col., 2007).

3.9. Transporte de TC en vesiculas de membranas canaliculares hepaticas

La captacion de [*H]-TC (actividad especifica 5 Ci/mmol, Perkin Elmer), se
determind en vesiculas de membranas canaliculares mediante la técnica de filtracion
rdpida (Boyer y Meier, 1990). Las preparaciones de vesiculas de membrana
canaliculares conservadas a -70 °C se descongelaron rapidamente, colocandolas en un
bafio termostatizado a 37° C, y fueron diluidas a la concentracion proteica adecuada (2,5
mg/mL), y vesiculizadas mediante 10 pasajes a través de una jeringa con aguja de
calibre 25 G. Se incubaron 20 pL de una solucién que contenia 50 pg de dichas
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vesiculas a 37 °C, y el transporte se inicié adicionando 80 pL de un buffer de
incubacion (en mM: 100 sacarosa, 100 NaCl, 0.2 CaCl2, 5 MgSO4, and 20 HEPES-
Tris, pH 7.5) con 0.5 uCi [*H]-TC, en presencia y en ausencia de ATP 5 mM (Sigma).
Luego de 30 s y 1 minuto de incubacion, se detuvo la reaccién mediante el agregado de
3.5 mL del buffer de stop fria (en mM: 100 sacarosa, 100 NaCl, 0.2 CaCl2, 5 MgSO4,
and 20 HEPES-Tris, pH 7.5, T = 4 °C) y se realiz6 una filtracion rapida, utilizando
filtros de PVDF con un didmetro de poro de 0.45 um (Millipore), pre-lavados con una
solucion 1 mM de TC frio, para reducir uniones inespecificas. Los filtros se lavaron 5
veces con 3.5 mL de la solucién de stop, se disolvieron en 3 ml de liquido de centelleo
(Perkin Elmer) y se conté la radiactividad asociada al filtro en el contador de centelleo
(RackBeta 1214, Pharmacia Wallac Oy). Las uniones no especificas a las membranas se
determinaron utilizando el mismo método, con la diferencia que el experimento se llevo
a cabo a una temperatura entre 0-4°C. La actividad BSEP se estimO a partir del
transporte de [°H]-TC dependiente de ATP (Boyer y Meier, 1990). El transporte de TC
vario en forma lineal hasta un minuto. Todos los experimentos de realizaron por
triplicado (n=3). El 20-30% de las vesiculas de membrana canalicular se encuentran con
una orientacion inside-out, lo que permite el acceso directo del ATP adicionado
exdgenamente a sus sitios de wunion en la molécula de BSEP orientados
citoplasmaticamente (Stieger y col., 1992). El tratamiento con EE no afecta la

orientacion de las vesiculas (Bossard y col., 1993).
3.10. Preparacion de microdominios canaliculares solubles/insolubles en detergente

Las vesiculas de membrana canaliculares fueron resuspendidas en buffer TNE
(20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA e inhibidores de proteasas),
conteniendo una concentracion final de Tritdn X-100 1% (Sigma-Aldrich) e incubadas
en hielo durante 30 minutos. Las muestras se centrifugaron a 18.000g durante 1 hora y
los sobrenadantes (que contienen las proteinas solubles en Triton X-100), se
recolectaron en un nuevo tubo. Los pellets fueron resuspendidos en un buffer de
solubilizacion (50 mM Tris-HCI pH 8.8, 5 mM EDTA y 1% SDS) y homogeneizados.
Luego de la precipitacion con acetona, las fracciones solubles e insolubles fueron

procesadas para SDS-PAGE e inmunobloting (Van der Wouden y col., 2002).

Para preparar los microdominios solubles/insolubles en detergente por gradiente
de flotacion en sacarosa, se realizé la extraccion con Tritdn X-100 descripta arriba.

Luego, las muestras se llevaron a una concentracion final de sacarosa 40%, se colocaron

33


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Characterizing+mechanisms+of+hepatic+bile+acid+transport+utilizing+isolated+membrane+vesicles.�

Materiales y Métodos

en un gradiente discontinuo de sacarosa 30%/5% que contenia Triton X-100 0.5% y 2
mmol/L EDTA. Seguidamente se centrifugaron a 200.000 g durante 18-20 h a 4 °C
(Van der Wouden y col., 2002; Mazzone y col., 2006). Luego de la centrifugacion, se
tomaron fracciones de 1 mL comenzado por la parte superior de los tubos y se

analizaron por inmunobloting.
3.10.1. Determinacién del colesterol total en microdominios de membrana

Se cuantificé el colesterol total de las microdominios de membrana (rafts y no
rafts) por la técnica colesterol oxidasa utilizando reactivos comerciales que incluyen las
enzimas y sustratos necesarios para la cuantificacion de todas las formas de colesterol
(Wiener Lab). Brevemente, el colesterol es oxidado enziméaticamente por la colesterol
oxidasa, previa hidrdlisis enzimatica de los esteres mediante una colesterol esterasa. El
peréxido de hidrdégeno generado en la oxidacion permite la unién del fenol con la 4-
aminofenazona mediante una reaccion catalizada por una peroxidasa. El indicador final
es la formacién de quinonimina roja la cual se lee en espectrofotdmetro a 505 nm vy es

proporcional a la concentracion de colesterol en la muestra.
3.11. Inmunobloting

Las fracciones de membrana se solubilizaron en el buffer de muestra con agentes
reductores durante 10 min a 60 °C y se sometieron a electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida al 8 0 12% (Laemmli, 1970). Se transfirieron eléctricamente a
membranas de polivinil difluoruro (PVDF, Perkin Elmer Life Sciences) durante 70 min
a voltaje constante de 110-150 mV, utilizando un equipo comercial (Mini-Trans Blot
Cell, Bio Rad). Se bloquearon en leche al 10% en PBS-Tween (PBS, Tween 20 0,1%)
durante 1 hora a temperatura ambiente y luego se incubaron toda la noche a 4 °C con un
anticuerpo comercial contra AQP8 o AQP9 de rata (1 pg/mL; Alpha Diagnostics
International), AQP1 humana (1 pg/mL; Alpha Diagnostics International), BSEP (1
png/mL; Kamiya); caveolina-1 (0.5 pg/mL; Sigma); clatrina (0.5 pg/mL, Sigma), o por 1
h a temperatura ambiente con el anticuerpo monoclonal contra B-actina (0.2 pg/mL,
Sigma). Las membranas polivinilicas fueron lavadas con PBS-Tween (PBS, Tween 20
0,1%) y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con
peroxidasa de rabanito (Thermo Scientific) durante 1 h a temperatura ambiente. Las
proteinas inmovilizadas fueron detectadas por quimioluminiscencia utilizando un kit

comercial y siguiendo las recomendaciones del fabricante (Pierce ECL-Western
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Blotting, Thermo Scientific). Las autorradiografias se obtuvieron al exponer las
membranas polivinilicas a una placa radiografica de alta sensibilidad (Kodak XAR
films). Posteriormente, las bandas se cuantificaron por densitometria mediante el Image
J Software (Rasband; 1997-2011).

3.12. Estudios inmunohistolégicos
3.12.1. Inmunohistoquimica

Se perfundio el higado con solucion fisioldgica para eliminar la sangre y luego
fue extraido, cortado y fijado por inmersion con paraformaldehido 4%. El tejido fue
embebido en parafina (Carrreras y col., 2003; Carreras y col., 2007). Las secciones de
parafina fueron cortadas a un grosor de 4 um. Las secciones fueron colocadas en buffer
citrato 10 mM pH 6,0 y calentadas en un bafio de agua a fin de mejorar el tefiido por
desenmascaramiento del antigeno. Después de lavados sucesivos con PBS, se eliming la
actividad peroxidasa enddgena con peroxido de hidrogeno, se procedid a bloquear con
3% de albumina en buffer PBS-Tween (PBS, Tween 20 0,1%) durante 1 hora e incubar
los cortes de higado toda la noche a 4 °C con anticuerpos contra AQP1 (10 pg/ml,
Alpha Diagnostics International) y luego por 1 h a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa correspondiente. La peroxidasa fue
visualizada por la reaccion con 0.06% 3,3- diaminobencidina y 0.01% H,0O, durante 5
minutos y contra tefiido con hematoxilina. Los controles fueron realizados por omision
del anticuerpo primario. Las imagenes se capturaron con un microscopio E600 equipado
con camara digital DMX 1200 (Nikon).

3.12.2. Inmunofluorescencia confocal

Los cortes de higado fueron permeabilizados y blogueados con 0,2% Triton X-
100/Albumina Sérica Bovina 3% durante 1 hora, e incubadas toda la noche a 4 °C con
anticuerpos anti-AQP1 (10 pug/mL) y anti-B-actina (1 pg/mL; Sigma Aldrich). Después
de lavar, los cortes de higados fijados se incubaron durante 1 h con los anticuerpos
secundarios correspondientes conjugado con Alexa 488 y Alexa 594 (Molecular
Probes), respectivamente. Las muestras se lavaron y se incubaron durante 5 min con
4" 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Molecular Probes) (50 uM) y fueron montados con
ProLong (Molecular Probes). La fluorescencia se visualizd por microscopia confocal
(Nikon C1PlusSiR con microscopio invertido Nikon TE200). Bajo estas condiciones, no

se detectd autofluorescencia. Los controles realizados por omisién de anticuerpos
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primarios 0 secundarios no mostraron fluorescencia. Para mejorar la calidad de las
imagenes obtenidas se ajustd el brillo y contraste del mismo modo utilizando el

programa Adobe Photoshop.

Se estimoO la eficiencia de transduccion de AdhAQP1 en los hepatocitos de ratas
colestasicas a partir de las imagenes de inmunofluorescencia confocal utilizando el
programa Image J (Rasband; 1997-2011). Se utilizaron varias iméagenes con
aproximadamente 400 células cada una. La autofluorescencia obtenida de los
hepatocitos transducidos con el Adc se utilizaron para ajustar la fluorescencia para el
andlisis de las imagenes. Los hepatocitos marcados representaron aproximadamente el
20% del total de las células contadas.

3.13. Medicién de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas totales fue determinada por el método de Lowry,

utilizando albumina sérica bovina como estandar (Lowry y col., 1951).
3.14. Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como media aritmética * error estandar. Para
la comparacion entre dos grupos experimentales se usO el test "'t de Student™ no
apareado. Para la comparacion entre varios grupos experimentales se efectu6 el analisis
de la variancia (ANOVA), seguida del test de Tukey. Los valores con P < 0,05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudios iniciales de las condiciones Optimas de administracion del vector
AdhAQP1

A fin de comenzar con los estudios, en primer instancia se administré a animales
normales una dosis inicial de 5 x 10° ufp del adenovector AdhAQP1 en forma
retrobiliar y se estudid el tiempo requerido para la expresion proteica (48 - 72 h). Luego
se determiné la dosis 6ptima de administracion (5 x 10° — 1 y 3 x 10*° ufp/animal en 300

KL de solucion fisiologica estéril) en animales colestasicos.

A las 48 h post-tratamiento, la inmunohistoquimica no arrojé resultados
positivos, ya que solo se observé tincion donde normalmente se expresa la AQP1 en el
higado (células endoteliales venosas y capilares peribiliares) (Marinelli y col., 1999), sin
transduccion evidente en los hepatocitos. Los estudios de inmunobloting para hAQP1
en fracciones de membranas plasmaticas también fueron negativos (datos no

mostrados).

Transcurridas 72 h de la administracion retrobiliar del vector, verificamos la
expresion de hAQP1 por inmunohistoquimica. En la Figura 4.1 A, que corresponde al
higado control, se observa, como era de esperar, tinciébn en los sitios donde
normalmente se expresa la AQP1, es decir a nivel de las células endoteliales de las
venas centrales y capilares periportales. Claramente no se observé tincién en los
hepatocitos, ya que estos normalmente no expresan AQP1. Las Figuras 4.1 By C
corresponden a higados de rata no colestasicas (Figura 4.1 B) y EE (Figura 4.1 C)
tratadas con AdhAQP1,; se observd tincidn en los endotelios similar a la de los animales
tratados con vector control. Ademas, se observo tincion en hepatocitos, correspondiente
a hAQP1.
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Figura 4.1: Inmunohistoquimica para AQP1 en higados de ratas sometidas a transferencia génica
de hAQP1 por adenovirus. Cortes de higado de ratas no colestasicas tratadas con vector control (A) o
vector AdhAQP1 (B) y colestasicas transducidas con AdhAQP1 (C), a través de la via retrobiliar. Los
higados fueron extraidos 72 h después de la administracion del vector. (A) Como era esperado, los
higados controles mostraron tincién en las células endoteliales venosas (flechas) y capilares peribiliares
(cabezas de flechas). Los hepatocitos y endotelio sinusoidal no mostraron tincién. (B) y (C) Los higados
tratados con AdhAQP1 mostraron tincion en los hepatocitos. La tincién para AQP1 fue especifica segln

controles negativos donde se omitid el anticuerpo primario (datos no mostrados).

Dado que la dosis inicial de 5 x 10° ufp del adenovector AdhAQP1 evidenciaba
pocos hepatocitos transducidos, se probaron dosis mayores del vector AdhAQP1 (1y 3
x 10™ ufp/animal en 300 pL de solucién fisioldgica estéril), acorde a lo publicado para
vectores adenovirales. En la Figura 4.2 pueden observarse los resultados de expresion
(inmunobloting y densitometria) para AQP1 en membranas plasmaticas totales de ratas
colestéasicas tratadas con dosis crecientes de AdhAQP1. La expresion hepatica de AQP1
aumento con la dosis de AdhAQP1. Es por ello que decidimos realizar los estudios con

la dosis 3 x 10 ufp/animal.
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4.2. La transferencia génica de AdhAQP1 a ratas induce la expresién de hAQP1

funcional en membrana canalicular
4.2.1. Expresion de hAQP1 en hepatocitos de ratas normales y colestasicas

Una vez establecidas las condiciones de administracion del vector, dosis: 3 X
10" ufp/animal por via retrobiliar y 72 h como tiempo requerido para la expresion de
hAQP1; se realizaron estudios de inmunohistoquimica, microscopia confocal de

inmunofluorescencia e inmunobloting en animales normales y colestasicos.

En la Figura 4.3 se muestran los resultados de la inmunohistoquimica y
microscopia confocal de inmunofluorescencia para AQP1. En concordancia con la
expresion de AQP1 enddgena reportada (Marinelli y col., 1999), se observa una tincién
intensa para AQP1 en el endotelio vascular, y tincién mas débil en las células epiteliales
ductulares (colangiocitos) de los higados correspondientes a ratas transducidas con el
vector control, y ausencia de tincion en hepatocitos. Similares resultados fueron
observados en cortes de higados de ratas colestasicas tratadas con el vector control
(datos no mostrados). La administracion del vector AdhAQP1 tanto a ratas normales
como colestasicas indujo la expresion de hAQP1 en hepatocitos (Figura 4.3 A). No se
observo aumento en la tincion de AQP1 en colangiocitos. En los hepatocitos, hAQP1 se

localiza principalmente en membrana plasmatica, sin acumulacion en organelas
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intracelulares. Es importante destacar que se observa expresion de hAQP1 en el polo
secretorio biliar de los hepatocitos, esto es, a nivel de la membrana plasmatica

canalicular (Figura 4.3 B).

no colestasico EE

AdhAQP1 AdhAQP1 hAQP1

Actina

Superposicion

50 um

Figura 4.3. Expresion hepatica de hAQP1 en ratas normales y colestasicas luego de la transferencia
génica con AdhAQP1. La induccion de colestasis por EE y la administracion de los vectores se describen
en Materiales y Métodos. Los experimentos se llevaron a cabo 72 h luego de la administracion del vector
(i.e., al 6to dia luego de iniciado el tratamiento con EE). (A) Panel Superior. Inmunohistoquimica para
AQP1 en secciones de higado incluidas en parafina de ratas normales y colestasicas transducidas con el
vector AdhAQP1. Como era esperado (Marinelli y col., 1999), los controles no colestasicos transducidos
con Adc mostraron inmunoreactividad para AQP1 endégena (tincion marrén) solamente en el endotelio
vascular peribiliar (tincién intensa) y en colangiocitos (tincién débil) (cabezas de flecha). La
inmunoreactividad para AQP1 en ratas transducidas con AdhAQP1 se observo principalmente a nivel de
membranas plasmaticas canalicular y basolateral de hepatocitos (flechas, ver ampliacion). No se observé
tincion en experimentos donde se omitié el anticuerpo primario AQP1 (datos no mostrados). Panel
Inferior. Inmunofluorescencia y microscopia confocal para AQP1. Los resultados coinciden con lo
observado por inmunohistoquimica. Los nicleos se tifieron con DAPI (azul). (B) Localizacion por
inmunofluorescencia y microscopia confocal de hAQP1 en el canaliculo (marcado con actina) de ratas

colestasicas transducidas con el vector AdhAQP1.
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Para corroborar que la expresion de hAQPL1 es principalmente a nivel de la
membrana plasmatica canalicular de hepatocitos, preparamos membranas plasmaticas a
partir de higados de ratas colestasicas transducidas con AdhAQP1, las separamos por
ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa en sus dominios canaliculares y
basolaterales (ver Materiales y Métodos, seccion 3.7.2) y realizamos estudios de

inmunobloting, los cuales confirmaron estos resultados (Figura 4.4).

PM CPM BLPM

AQP1 o ~ 28kDa
B-actina = 43 kDa
AdhAQP1 = + - + - +

Figura 4.4. Expresion de hAQP1 en dominios de membrana plasmatica hepética de ratas
colestéasicas luego de la transferencia génica con ADhAQP1. Inmunobloting para AQP1 en membranas
plasmaticas hepaticas totales (PM), canaliculares (CPM) y basolaterales (BLPM) de animales colestasicos
transducidos con AdhAQP1 o vector control. Se sembraron 20 pg de proteina por calle. Las membranas
fueron reprobadas utilizando el anticuerpo anti-p-actina como control de carga. PM, membranas

plasmaéticas totales.

Para estudiar si el nivel de expresion de hAQP1 en animales colestasicos
mostraba diferencias con respecto a los normales, realizamos estudios de inmunobloting
en fracciones de membranas plasmaticas altamente purificadas. La expresion de AQP1
en la membrana plasmética de los hepatocitos fue similar tanto en animales normales
como colestasicos, lo que sugiere que la colestasis inducida por etinilestradiol no afecta
la infeccion adenoviral ni la expresion de hAQP1 (Figura 4.5). Tanto el nivel de
expresion de la hAQP1, como su localizacion subcelular, fueron similares entre los

animales normales y colestasicos.
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Figura 4.5. Comparacion de la expresion hepatica de hAQP1 en ratas con colestasis por EE y no
colestasicas luego de la transferencia génica con AdhAQP1. (A) Inmunobloting para AQP1 en
membranas plasmaticas hepaticas de animales normales y colestasicos, sometidos a transferencia génica
con el vector AdhAQPL. La expresion de hAQP1 fue similar en ambos grupos. Se sembraron 25 ug de
proteina por calle. Las membranas fueron reprobadas utilizando el anticuerpo anti-p-actina como control
de carga. Se muestra el andlisis densitométrico de cuatro experimentos separados por cada grupo. Los
datos (media + error estandar) se expresan como porcentaje respecto a los controles. (B) Inmunobloting
para AQP1 de fracciones de membranas plasmaticas hepaticas totales (PM) y canaliculares (CPM) de
animales con colestasis por EE y no colestasicos transducidos con AdhAQP1. Se sembraron 20 ug de
proteina por calle. Las membranas fueron reprobadas utilizando el anticuerpo anti-p-actina como control
de carga. Se muestra el analisis densitométrico para tres experimentos separados por cada grupo. Los

datos (media * error estandar) se expresan como porcentaje respecto a las membranas plasmaticas de los
no colestasicos y EE, en cada caso.
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4.2.2. Permeabilidad osmética al agua de membranas canaliculares de hepatocitos
sometidos a transferencia génica mediante el adenovector AdhAQP1

A fin de evaluar la funcionalidad de la hAQP1 expresada en la membrana
canalicular, se determind la permeabilidad osmdtica de membrana canalicular al agua
mediante espectrofotometria de flujo detenido (stopped flow) (seccion 3.8 de Materiales
y Métodos). Para ello utilizamos vesiculas altamente purificadas correspondientes a los
dominios canaliculares de hepatocitos los cuales se obtuvieron a partir del higado de
ratas colestasicas tratadas con el vector AdhAQP1 y sus respectivos controles tratados
con el vector Adc. La técnica se fundamenta en la rapida exposicion de vesiculas de
membrana a un gradiente osmatico hipertonico y el registro del cambio de volumen que
experimentan en funcion del tiempo, como se detallo6 en Materiales y Métodos
(Marinelli 'y col., 2003).

La Figura 4.6 A muestra las curvas obtenidas en cada medicidn en respuesta a
un gradiente hiperosmolar de sacarosa (250 mOsm). La curva obtenida a partir de
vesiculas canaliculares de higados tratados con el vector AdhAQP1, muestran un rapido
aumento en la pendiente inicial y ajustan a una funcion biexponencial representativa de
dos poblaciones de vesiculas funcionalmente diferentes. Mientras que los datos
correspondientes a los higados tratados con Adc, ajustaron a una curva

monoexponencial representativa de homogeneidad funcional.

Las membranas canaliculares derivadas de ratas colestasicas transducidas con el
vector AdhAQP1 mostraron un incremento promedio de 5 veces en la permeabilidad al
agua con respecto a las ratas colestasicas transducidas con el vector control (Figura 4.6
B). Estos resultados indican una expresion proteica funcional de hAQP1 a nivel del

canaliculo biliar de ratas colestasicas.

Asi, la administracion retrobiliar induce una adecuada expresion hAQP1 en

hepatocitos, y ademas no provoca efectos adversos como se muestra en la Tabla 4.1.
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Figura 4.6: Permeabilidad osmotica al agua de membranas hepaticas canaliculares ratas
colestasicas sometidos a transferencia génica mediante el adenovector AdhAQP1. Ratas Wistar
fueron tratadas durante cinco dias con etinilestradiol. Al tercer dia se les administro el vector control
(EE+Adc) o el vector AdhAQP1 (EE+AdhAQP1). Los higados fueron extraidos 72 h luego de las
transferencias génicas (i.e., al 6to dia de iniciado el tratamiento con EE) y a partir de los mismos se
obtuvieron vesiculas de membrana canalicular. Se determind la intensidad de luz dispersada para
vesiculas expuestas a un gradiente hipertonico de sacarosa 250 mosM por espectrometria de flujo
detenido (A) Curvas tipicas de intensidad de luz dispersada (transporte osmético de agua) en funcion del
tiempo con un ajuste monoexponencial para las vesiculas canaliculares de higados colestésicos tratados
con el vector control y ajuste biexponencial para las vesiculas canaliculares de higados transducidos con
AdhAQP1. No se observaron cambios en la intensidad de luz dispersada cuando las vesiculas fueron
expuestas a un buffer isosmdtico (isosmolar). (B) Permeabilidad osmoética de membrana (Py), calculada
como se describe (Marinelli y col., 2003). L, P; minimo, calculado a partir de la constante de velocidad
lenta del ajuste biexponencial. H, Py maximo, calculado a partir de la constante de velocidad rapida del
ajuste biexponencial. W, Ps; promedio ponderado, calculado a partir de Py maximo y minimo, y sus
porcentajes de contribucion al total, i.e. W = (L x 80 + H x 20)/100. Los datos de muestran como medias
+ error estandar a partir de tres preparaciones de vesiculas independientes. * P < 0.05 con respecto a las

vesiculas canaliculares de higados colestasicos tratados con el vector control.
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TABLA 4.1: Parametros séricos hepaticos y pesos corporales y de los higados de

ratas colestasicas transducidas con AdhAQP1

no colestasico  no colestasico EE + sIn

L L EE+Adc EE+AdhAQP1
+sln fisiolégica +Adc fisiologica

ALP (U/L) 159 + 29 182 £ 41 457 +81°° 465 + 39 2° 334 + 37
AST (U/L) 144 £5 131+21 127 + 20 102+1 139+ 11
ALT (U/L) 25+4 14+3 25+2 19+2 22+3
LDH (U/L) 987 £171 913+13 811 £ 222 781 £132 637 + 157
Peso corporal (g) 335+9 368+ 14 34719 33317 3367
Peso del higado (g) 125+0.3 12.9+05 15.8+0.42° 15.6 +0.42° 15.1+0.32°

Se administré en forma retrobiliar AdhAQP1, Adc o solucién (sIn) fisiolégica a ratas tratados con EE o
vehiculo, como se detall6 en Materiales y Métodos. Los experimentos se realizaron luego de 72 h de la
administracion adenoviral (es decir, al sexo dia de iniciado el tratamiento con EE). Los datos corresponden a
la media * error estandard (N=3-6). *P < 0.05 con respecto a controles no colestéasicos (no colestasicos+Adc).
P < 0.05 con respecto a no colestasicos+sin fisioldgica. EE, etinilestradiol; Adc, vector control; ALP,
fosfatasa alcalina; AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; LDH, lactato

deshidrogenasa.
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4.3. La expresion hepéatica de hAQP1 en ratas con colestasis por etinilestradiol
aumento significativamente el flujo biliar basal y el estimulado por sales biliares.

4.3.1. Flujo biliar en ratas transducidas con AdhAQP1

La formacion de bilis por los hepatocitos es un proceso secretorio osmatico que
resulta de la secrecion canalicular de agua en respuesta a gradientes osmoticos creados
por transporte activo de solutos, principalmente SB y otros aniones orgénicos. Asi, el
flujo biliar depende, en ultima instancia, de la expresion canalicular de transportadores
como la bomba exportadora de sales biliares BSEP/ABCB11 y la proteina resistente a
multidrogas MRP2/ABCC2 y de la permeabilidad al agua de membrana plasmaética
canalicular determinado principalmente por el nivel de expresion de aquaporinas
(Marinelli y col., 2011; Portincasa y Calamita, 2012; Jessner y col., 2008). Se cree que
una deficiencia en alguno de estos procesos basicos de la secrecion de fluido canalicular
es el evento primario en el desarrollo de la colestasis inducida por estrégenos (Marinelli
y col., 2011; Arrese y col., 2008; Pauli-Magnus y col., 2010).

Por lo tanto, se estudio si el aumento de la permeabilidad canalicular al agua
inducida por la expresion de AQP1 podria afectar el flujo biliar en ratas colestasicas.
Como se muestra en la Figura 4.7 A, el flujo biliar aument6 un 51% en ratas
colestasicas sometidas a transferencia génica con el adenovector AdhAQPL, pero no se
modificd significativamente en ratas no colestasicas tratadas con AdhAQP1. Dado que
las SB son solutos claves en la formacion de bilis por los hepatocitos, se realizaron
estudios de flujo biliar en condicidon de estimulacion. Para estimular el flujo biliar
hepatico (canalicular), se utilizé la sal biliar fisioldgica TC, la cual es eficientemente
captada por los hepatocitos y secretada en bilis (Hung y col., 2005). El flujo biliar
estimulado por TC fue un 70% superior en ratas colestasicas transducidas con
AdhAQPL1 con respecto a las transducidas con el vector control (Figura 4.7 B). El flujo
biliar inducido por TC (esto es, el flujo biliar estimulado por TC por encima de los
valores basales) se incrementd tres veces entre estos grupos de animales (Figura 4.7 B).
Si bien la transferencia genica de AdhAQP1 a ratas no colestasicas no modifico el flujo
biliar basal, el flujo biliar estimulado por TC evidencié un aumento leve, pero

estadisticamente significativo.
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Los datos sugieren que el aumento de la permeabilidad canalicular al agua
inducida por hAQPL1 en ratas con colestasis por EE, induce un aumento significativo

tanto del flujo biliar basal como del estimulado por SB.
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Figura 4.7: Flujo biliar en ratas transducidas con el ADhAQP1. La induccion de colestasis por EE y la
administracion del vector se detallan en Materiales y Métodos. Los experimentos se llevaron a cabo 72 h
luego de la administracion de AdhAQP1 (i.e., al 6to dia luego de iniciado el tratamiento con EE). (A)
Flujo biliar basal de ratas transducidas con el vector AdhAQP1 o control. Flujo biliar basal en funcién
del tiempo (panel izquierdo) y flujo biliar promedio en un periodo de recoleccion de bilis de 30 min
(panel derecho). (B) Flujo biliar estimulado por taurocolato (TC) de ratas transducidas con el vector
AdhAQP1 o control (panel izquierdo). Flujo biliar inducido por TC, i.e., flujo biliar estimulado por TC
por encima de los valores basales (panel derecho). Los datos corresponden a seis animales por grupo y se

expresan como media + error estandar. * P < 0.05 versus controles no colestasicos y EE+AdhAQP1, * P

< 0.05 versus controles no colestasicos y EE., TP < 0.05 versus no colestasicos, EE y EE+AdhAQP1.
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4.4. La expresion de hAQP1 en ratas con colestasis por EE aumenta la eficiencia

colerética de las sales biliares.

4.4.1. Eficiencia colerética de las sales hiliares en ratas colestasicas transducidas con
AdhAQP1

Dado que la formacion de bilis por hepatocitos es un proceso osmotico
principalmente conducido por SB, la permeabilidad al agua canalicular aumentada
observada en nuestros estudios (Figura 4.6) podria llevar a una secrecion de agua
aumentada en respuesta a la excrecion de SB. Por lo tanto, se estudio si la correccion del
flujo biliar en ratas colestdsicas podria estar asociada a una eficiencia osmotica
mejorada de las SB excretadas. La eficiencia colerética de las SB enddgenas (esto es, el
volumen de bilis por umol de sal biliar excretada) se estimo a partir de la pendiente de
la relacion entre flujo biliar y excrecion de SB durante la deplecion del pool de SB
generada por interrupcién de la circulacion enterohepatica (Koopen y col., 1998)
(Figura 4.8 A, panel izquierdo).

Las ratas colestasicas transducidas con AdhAQP1 mostraron una eficiencia
colerética para las SB enddgenas totales un 45% mayor que las ratas colestasicas
transducidas con el vector control (Figura 4.8 A, panel derecho). Dado que las SB
enddgenas individuales poseen distintas eficiencias coleréticas, se estudio la
composicion de SB por HPLC. Estos estudios indican que la composicién biliar de las
SB individuales no difiere significativamente entre ambos grupos antes mencionados de
ratas colestasicas (Figura 4.8 B). Por lo tanto, el incremento de la eficiencia colerética
parece ser resultado de la permeabilidad al agua canalicular aumentada.

Una estimacion independiente de la eficiencia colerética, esto es, aquella
calculada para el TC (ul de bilis por umol de TC excretado) a partir de los valores de
flujo biliar de la figura 4.7 y los correspondientes valores de excrecion biliar de SB,
dieron resultados coincidentes: 5.1 + 0.4 (no colestéasicos); 2.5 + 1.0* (EE+Adc) y 5.9 +
0.9 (EE+AdhAQP1), *P<0.05. Para el grupo no colestasicostAdhAQP1, la eficiencia

colerética fue 6.1 £ 0.3 (un incremento del 20% respecto al grupo no colestasico).
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Figura 4.8: Eficiencia colerética de sales biliares enddgenas en ratas colestasicas transducidas con
AdhAQP1. (A) Panel izquierdo, graficas representativas de flujo biliar y excrecién biliar de sales biliares
en ratas colestasicas transducidas con AdhAQP1 (EE+AdhAQP1) o con el vector control (EE+Adc) y
ratas controles no colestasicas. Se recolecto bilis durante 6 h en intervalos de 1 h. La interrupcion de la
circulacion enterohepatica de sales biliares genera una reduccion progresiva de la excrecion biliar de sales
biliares. Se muestran los puntos individuales en el tiempo de un animal representativo de cada grupo.
Panel derecho, la eficiencia colerética de las sales biliares excretadas se estim6 a partir de las pendientes
de las rectas de ajuste entre flujo biliar y excrecion de sales biliares. Los valores correspondientes a tres
animales por grupo se expresan como media * error estandar. * P < 0.05 con respecto al control no
colestasico y ¥ P < 0.05 con respecto a EE. (B) La composicion biliar de sales biliares individuales se
determiné en muestras de bilis recolectadas durante los periodos entre 0-1 h (excrecion basal t) y 5-6 h
(excrecion reducida) luego de la interrupcion de la circulacion enterohepatica de sales biliares. Los datos
se expresan como media * error estandar, N=3 por grupo; MC, muricolato, UDC, ursodesoxicolato;
HDC, hiodesoxicolato; C, colato; CDC, quenodesoxicolato; DC, desoxicolato; * P < 0.05 versus control

no colestasico.
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4.5. La transferencia génica de hAQP1 aumenta la excrecion biliar de sales biliares
en ratas con colestasis por etinilestradiol

45.1. Excrecion biliar de sales biliares en ratas colestasicas transducidas con
AdhAQP1

En la Figura 4.9 se muestran el flujo biliar y la concentracion y excrecion de SB
totales en condiciones basales en ratas colestasicas y no colestasicas transducidas con
AdhAQPL1 o con el vector control. En la colestasis inducida por EE, tanto el flujo biliar
(Figura 4.9 A) como la excrecion biliar de SB (Figura 4.9 C) (Crocenzi y col., 2001),
se encuentran significativamente disminuidos, mientras que la concentracion biliar de
SB (Figura 4.9 B) no se modifica significativamente. Como se describié previamente,
la transferencia génica de AdhAQPL1 corrigid significativamente el flujo biliar basal en
ratas con colestasis por etinilestradiol, mientras que no afecto significativamente el flujo
biliar basal en animales no colestasicos. La transferencia de AdhAQP1 a ratas con
colestasis por EE produjo un aumento significativo de un 65% en la excrecion biliar de
SB, alcanzando de esta forma valores similares a los controles no colestasicos (Figura
4.9 C). El analisis de la composicion biliar de SB por HPLC muestra que la excrecién
biliar de la mayoria de SB enddgenas aumentd significativamente hasta un 80% en las
ratas colestasicas luego de la transduccién con AdhAQP1 (Figura 4.9 D). La
transferencia de AdhAQP1 no afectd la excrecion biliar de SB individuales en ratas no

colestasicas (Figura 4.9 D).

50



Resultados

A B C
Flujo Biliar Concentracion de SB . Excrecién de SB
(]
_ 30 5
© S 2001
g 10 B + 25 A J— 8 L
o 150
§ 8 20 1 % *
8 * = o
o 6 E 151 CS; 1001
(=]
g 4 10 = N
F= 5 £
E £
_:gl- D - 0 = — c 0_ o
3 < T oA \C € oA
|5 S5 € P & SNOTA © P S SO © P
o 00\95 O P ¢e \(\PQ " 00\96 o¢ ng & X &\P\Q Oc.O\eE' o 0> of 2 &\P\Q
X
D
Excrecion Biliar de SB
100 4 B no colestasico
1 [J no colestasico +AdhAQP1
80 ] Ee
* . EE +AdhAQP1
60 - =

404

nmol/min/100g peso corporal

i
20 # *
1 00oa B wfioa IDDI I N a0l 5o

a-MC B-MC

Figura 4.9: Excrecion biliar de SB en condiciones basales en ratas colestasicas transducidas con
AdhAQP1. La induccion de colestasis por EE y la administracién del vector se detallan en Materiales y
Métodos. Los experimentos se llevaron a cabo 72 h luego de la administracién de AdhAQP1 (i.e., al 6to
dia luego de iniciado el tratamiento con EE). (A) Flujo biliar, (B) concentracién biliar de SB totales, y (C)
excrecion biliar de SB totales en ratas no colestasicas y EE transducidas con el vector AdhAQP1 o Adc.
Los datos se expresan como media * error estandar, correspondientes a 6 experimentos independientes
por grupo. (D) Excrecion biliar individual de las SB enddgenas analizadas por HPLC. Los datos se
expresan como media + error estandar, N=3 por grupo. * P < 0.05 con respecto a controles no
colestasicos y EE+AdhAQP1, * P < 0.05 con respecto a controles no colestasicos, ' P < 0.05 versus no
colestasicos y EEo  -MC, alfa-muricolato, B-MC, beta-muricolato UDC, ursodesoxicolato; HDC,

hiodesoxicolato; C, colato; CDC, quenodesoxicolato; DC, desoxicolato.
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También se estudio la excrecion biliar de SB luego de la administracion
intravenosa de TC. En la Figura 4.10 se muestran el flujo biliar estimulado por TC y la
concentracion y excrecion de SB totales en ratas colestasicas y no colestasicas
transducidas con AdhAQP1 o con el vector control. Como se describid, y de la misma
manera que ocurre en condiciones basales, la transferencia génica de AdhAQP1 corrigid
significativamente el flujo biliar en ratas con colestasis por etinilestradiol sometidas a
una sobrecarga de TC. La transferencia génica de AdhAQP1 aumentd leve pero

significativamente el flujo biliar en ratas no colestasicas (Figura 4.10 A).

Como esta descripto en la colestasis inducida por EE (Accatino y col., 1995), la
concentracion biliar de SB se encuentra levemente aumentada (Figura 4.10 B),
mientras que la excrecion biliar de SB disminuye significativamente (-45%) (Figura
4.10 C). Al igual que lo observado en condiciones basales, la transferencia de
AdhAQP1 provocd un aumento significativo de aproximadamente 60% en la excrecion
biliar de SB en ratas colestasicas, pero no en los controles no colestasicos (Figura 4.10
B).

A fin de estudiar la excrecion biliar de TC en ausencia de modificaciones del
flujo biliar, se inyectd TC radiactivo (trazas) por via intravenosa. En la Figura 4.10 D,
panel izquierdo se muestran curvas de excrecion de [°H]TC representativas de un
animal de cada grupo. Puede observarse en ambos grupos no colestasicos una rapida
excrecion de [*H]TC (pico agudo a los 5 minutos), mientras que en el grupo EE es mas
lento; aunque también se observa el pico a los 5 minutos, la cinética de decaimiento es
mas lenta. En el caso del grupo EE+AdhAQP1, observamos una curva intermedia. El
flujo biliar se mantuvo constante en cada animal a lo largo de todo el experimento
(datos no mostrados). En la Figura 4.10 D, panel derecho se muestra la cantidad total

de radiactividad excretada a los 30 minutos de administrado el [°H]TC.

Como se mostrd previamente (Hung y col., 2005), la excrecion biliar de [*H]TC
en funcion del tiempo (Figura 4.10 D, panel izquierdo) y acumulado (Figura 4.10 D,
panel derecho) se encuentran significativamente disminuidos en colestasis inducida por
etinilestradiol. La transferencia de AdhAQP1 produjo un significativo aumento del 74%
en la excrecion biliar acumulada de [*H]TC Gnicamente en las ratas colestasicas (Figura
4.10 D, panel derecho).
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Asi, estos datos indican que la expresion hepatica de hAQP1via administracion
de AdhAQP1 a ratas colestasicas, aumenta la excrecién biliar de SB.
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Figura 4.10: Administracion de TC a ratas EE transducidas con AdhAQP1. La induccién de
colestasis por EE y la administracion del vector se detallan en Materiales y Métodos. Los experimentos se
llevaron a cabo 72 h luego de la administracion de AdhAQP1 (i.e., al 6to dia luego de iniciado el
tratamiento con EE). (A) Flujo biliar, (B) concentracion biliar de SB totales, y (C) excrecién biliar de SB
totales en ratas no colestésicas y EE transducidas con el vector AdhAQP1 o Adc, luego de una inyeccion
Unica de TC (8 umol/100g peso corporal). La bilis fue recolectada en un periodo de 10 minutos. Los datos
se expresan como media + error estdndar, correspondientes a 6 experimentos independientes por grupo.
(D) Curvas representativas de excrecion biliar de [*H]TC y excrecién biliar de [3H]TC acumulada en 30
minutos, luego de una inyeccién Unica intravenosa de 0,1uCi de [*H]TC. Los datos se expresan como
media * error estandar, correspondientes a 4 experimentos independientes por grupo. * P < 0.05 con
respecto a controles no colestasicos y EE+AdhAQP1, * P < 0.05 con respecto a controles no colestasicos
y EE, TP < 0.05 versus no colestésico, EE y EE+AdhAQP1, * P < 0.05 versus no colestasico+AdhAQP1
y EE.
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45.2. Niveles séricos de sales biliares en ratas colestasicas transducidas con
AdhAQP1

Luego se decidié explorar si esta excrecion biliar de SB aumentada en ratas
colestasicas transducidas con AdhAQP1 tenia algun impacto en los elevados niveles de

SB séricas encontrados en colestasis.

Como se describié anteriormente (Rosario y col., 1988), la determinacion
bioquimica de SB séricas mostré niveles marcadamente incrementados en ratas
colestasicas (Figura 4.11). La transferencia de AdhAQP1 produjo una correccion en los
niveles de SB séricas en ratas colestasicas, sin observarse efectos evidentes en ratas no
colestasicas (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Concentracion de sales biliares séricas en ratas EE transducidas con AdhAQP1. La
induccion de colestasis por EE y la administracion del vector se detallan en Materiales y Métodos. Los
experimentos se llevaron a cabo 72 h luego de la administracién de AdhAQP1 (i.e., al 6to dia luego de
iniciado el tratamiento con EE). Los niveles de sales biliares se encuentran aumentados en el grupo EE,
consistente con lo reportado (Rosario y col., 1988). La administracion de AdhAQP1 a animales
colestésicos mostrd una correccidn de estos valores. No se observaron diferencias en la concentracién de
sales biliares séricas en ambos grupos no colestasicos. Los datos se expresan como media + error
estandar, correspondientes a 5 experimentos independientes por grupo. * P < 0.05 con respecto a
controles no colestasicos y EE+AdhAQP1.
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4.5.3. Expresion y actividad de BSEP/ABCB11 en ratas colestésicas transducidas con
AdhAQP1

BSEP/ABCBL11 es el transportador de sales biliares de la membrana plasmatica
canalicular de hepatocitos. Para determinar si BSEP esta involucrado en el aumento de
la excrecidn biliar de SB en ratas colestasicas transducidas con AdhAQP1, se determind
su expresion proteica canalicular y su actividad transportadora. Como se observo
anteriormente (Lee y col., 2000), la expresion proteica canalicular de BSEP se
encuentra disminuida alrededor de un 40% en colestasis inducida por EE (Figura 4.12).
La transferencia de AdhAQP1 no modificd la expresion proteica de BSEP (Figura
4.12).

A
AdhAQP1 - + - +

Figura 4.12. Expresion canalicular de BSEP en ratas colestasicas transducidas con el vector
AdhAQP1. La induccion de colestasis por EE y la administracién del vector se detallan en Materiales y
Métodos. Los experimentos se llevaron a cabo 72 h luego de la administracién de AdhAQP1 (i.e., al 6to
dia luego de iniciado el tratamiento con EE). Se obtuvieron fracciones de membrana plasmatica
canalicular hepatica y se realizé el inmunobloting, como se describié en Materiales y Métodos. (A)
Inmunobloting representativo para BSEP en fracciones de membrana plasmatica canaliculares de higados
normales y colestasicos (EE) tratados con el vector control 0 AdhAQP1. Se sembraron 20 g de proteina
por calle. Las membranas fueron reprobadas utilizando el anticuerpo anti-B-actina como control de carga.
Los niveles de expresion de BSEP fueron semejantes en ambos grupos colestasicos. (B) Analisis
densitométrico para cuatro experimentos separados por cada grupo. Los datos (media + error estandar) se
expresan como porcentaje respecto a los controles no colestasicos. * P < 0.05 con respecto a controles no

colestasicos.
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Dado que no encontramos diferencias en la expresion de BSEP en el grupo
colestéasico tras la administracion del vector AdhAQP1, decidimos estudiar, en segundo
lugar, la actividad del transportador en este grupo de animales. Para ello se prepararon
vesiculas de membrana canalicular y se procedié como se detalla en Materiales y

Métodos y se esquematiza en la Figura 4.13 A.

Segun la bibliografia (Stieger y col., 1992; Bossard y col., 1993), la cinética de
captacion de TC muestra una region donde la velocidad de captacion es directamente
proporcional al tiempo de incubacién con *H-TC, y luego se alcanza un plateau. A fin
de determinar el tiempo Optimo de incubacion y para asegurarnos trabajar en la zona
lineal, realizamos experimentos de captacion a distintos tiempos (t 0; 0,5; 1 y 1,5 min).
En la Figura 4.13 B se muestran curvas representativas en funcién del tiempo para los
grupos no colestasicos, EE y EEAJhAQP1. La captacion de TC es lineal hastat =1 min
para los cuatro grupos, por lo que se decidid fijar a este valor el tiempo de incubacion.
En la Figura 4.13 C se muestra captacion de TC al minuto de incubacion. Como se
reporté anteriormente (Bossard y col., 1993), la actividad transportadora canalicular de
BSEP se encuentra disminuida en colestasis por EE alrededor de un 50 % (Figura 4.13
C). Sin embargo, la transferencia de AdhAQP1 a ratas colestasicas indujo
significativamente la actividad transportadora de BSEP alrededor de un 90% (Figura
4.13 C). Llamativamente, la administracion de AdhAQP1 a ratas controles no
colestasicos no produjo cambios significativos en la actividad BSEP (Figura 4.13 By
C).
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Figura 4.13. Actividad del transportador BSEP en membranas plasmaticas canaliculares hepaticas
de animales colestasicos tratados con AdhAQPL. La induccidn de colestasis por EE y la administracion
del vector se detallan en Materiales y Métodos. Los experimentos se llevaron a cabo 72 h luego de la
administracion de AdhAQP1 (i.e., al 6to dia luego de iniciado el tratamiento con EE). (A) La actividad
BSEP se estimé mediante el transporte de [*H]JTC dependiente de ATP en vesiculas de membrana
plasmaética canalicular, como se detalla en Materiales y Métodos y se esquematiza en el diagrama (B)
Curvas representativas de captacion de [*H]TC en funcién del tiempo. (C) Captacién de [*H]TC en
vesiculas de membrana plasmatica canalicular, luego de 1 minuto de incubacién con [*H]TC. Los datos se
expresan como media + error estandar, correspondientes a 3 experimentos independientes por grupo. * P

< 0.05 con respecto a controles no colestasicos y EE+AdhAQP1.
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45.4. Localizacién de BSEP en microdominios de membrana canalicular en ratas

colestasicas transducidas con AdhAQP1

La proteina canalicular BSEP se encuentra principalmente en microdominios
ricos en colesterol (Bae y col., 2004, Ismair y col., 2009) y el contenido de colesterol
canalicular es un factor determinante critico de la actividad transportadora de BSEP
(Paulusma y col., 2009). Existe una correlacién directa entre el contenido de colesterol
de membrana y la actividad BSEP. De esta forma, para empezar a entender los
mecanismos involucrados en la induccion de la actividad BSEP, se determino la

expresion de BSEP en microdominios de membrana canalicular ricos en colesterol.

Se aislaron microdominios canaliculares rafts (alto contenido de colesterol) y no
rafts (bajo contenido de colesterol) en funcién de su solubilidad en detergente y
enriquecimiento de la proteina marcadora de rafts caveolina-1 y de la proteina
marcadora de no rafts clatrina, como se describe en Materiales y Métodos y se muestra
en la Figura 4.14.

En ratas no colestasicas tratadas con el vector AdhAQP1 o control, el BSEP
canalicular se encuentra mas concentrado en los microdominios ricos en colesterol
(70%) que en los microdominios no ricos en colesterol (30%). Sin embargo, en las ratas
colestéasicas tratadas con el vector control, existe una diferencia llamativa, habiendo un
30% de BSEP en los microdominios de membrana canalicular ricos en colesterol y un
70% en los microdominios no ricos en colesterol (Figura 4.14 A, B). Los mismos
resultados se observaron en ratas colestasicas con administracion de solucién
fisiologica, en lugar del vector control (datos no mostrados). Notablemente, en ratas
colestasicas transducidas con AdhAQP1, BSEP mostr6 una distribucién en
microdominios canaliculares semejantes al control, es decir, BSEP se redistribuyd
mayormente en microdominios ricos en colesterol (aproximadamente un 60 % de BSEP
se localiz6 en los microdominios de membrana canalicular ricos en colesterol y un 40%

en los microdominios no ricos en colesterol) (Figura 4.14 A, B).

AQP8, otra proteina canalicular, mostr6 una distribucion similar a BSEP en ratas
no colestasicas (tanto en las tratadas con el vector control como las tratadas con
AdhAQP1), es decir, 90% en los microdominios ricos en colesterol y 10% en los
microdominios no ricos en colesterol. La expresion proteica de AQPS8, al igual que la de

BSEP, se encuentra disminuida en colestasis por EE (Carreras y col., 2007). Sin
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embargo, en claro contraste con el transportador de sales biliares, su distribucion en
microdominios canaliculares rafts y no rafts no se alter6 en las ratas colestasicas con o
sin administracion de AdhAQP1 (Figura 4.14 A, B).

La expresion de hAQP1 en membrana canalicular se restringié exclusivamente a

microdominios ricos en colesterol (Figura 4.14 A).
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Figura 4.14. Localizacién de BSEP en microdominios lipidicos canaliculares rafts/no rafts en ratas
colestasicas transducidas con el vector AdhAQP1. La induccién de colestasis por EE y la
administracion del vector se detallan en Materiales y Métodos. Los experimentos se llevaron a cabo 72 h
luego de la administracion de AdhAQP1 (i.e., al 6to dia luego de iniciado el tratamiento con EE). Se
aislaron microdominios canaliculares rafts (alto contenido de colesterol) y no rafts (bajo contenido de
colesterol) en funcidn de su solubilidad en detergente, como se detalla en Materiales y Métodos. (A)
Inmunoblotings representativos para caveolina-1 (proteina marcadora de rafts), clatrina (proteina
marcadora de no rafts), BSEP, AQP8 y AQP1 (20 ug de proteina por calle). También se muestra la
distribucion de colesterol, expresada como porcentaje del contenido de colesterol total (mg de
colesterol/mg de proteina). (B) Expresién porcentual de BSEP y AQP8 en microdominios canaliculares
rafts y no rafts. Los datos se expresan como media + error estandar, correspondientes a 4 experimentos

independientes por grupo * P < 0.05 con respecto a controles no colestasicos y EE+AdhAQP1.
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También se aislaron microdominios canaliculares rafts (alto contenido de
colesterol) y no rafts (bajo contenido de colesterol) mediante un procedimiento técnico
alternativo, esto es, por gradiente de flotacion en sacarosa. Las proteinas antes
mencionadas se estudiaron por inmunobloting. Los resultados obtenidos confirmaron
que la proteina canalicular BSEP (pero no AQP8) redistribuye de microdominios rafts
hacia microdominios no rafts en ratas con colestasis por EE, mientras que en las ratas
colestasicas transducidas con AdhAQP1, BSEP mostr6 una distribucién en
microdominios canaliculares semejantes a controles no colestésicos (Figura 4.15).
También confirmamos que la expresion de hAQP1 en membrana canalicular se

restringe exclusivamente a microdominios ricos en colesterol.
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Figura 4.15. Localizacién de BSEP en microdominios lipidicos canaliculares rafts/no rafts en ratas
colestasicas transducidas con el vector AdhAQP1, aislados por gradiente de flotacion en sacarosa.
La induccién de colestasis por EE y la administracion del vector se detallan en Materiales y Métodos. Los
experimentos se llevaron a cabo 72 h luego de la administracion de AdhAQP1 (i.e., al 6to dia luego de
iniciado el tratamiento con EE). Los microdominios canaliculares rafts (insolubles en detergente) se
localizan en la interfase de sacarosa 5%/30%, correspondiente a las fracciones 3-5, consistente con la
proteina marcadora caveolina-1. Estas fracciones contienen alrededor del 70% del colesterol total. Las
distribuciones a lo largo del gradiente de la proteina marcadora de rafts, caveolina-1, y de no rafts,
clatrina, fueron idénticas para los 4 grupos experimentales. Para mayor claridad, s6lo se muestran

inmunoblotings representativos para caveolina-1 y clatrina de ratas no colestasico.
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5. DISCUSION

Los resultados del presente trabajo de Tesis sugieren que la hAQP1 expresada en la
membrana canalicular, via administracion retrobiliar del adenovector AdhAQP1, mejora
significativamente la funcion secretora biliar en la colestasis inducida por estrogenos.
Esto sucede por el aumento de la permeabilidad osmoética al agua de la membrana
canalicular y por el aumento de la excrecién biliar de SB debido a la induccion de la

actividad del transportador BSEP.

La administracion de AdhAQP1 incrementa el contenido de agua biliar en
colestasis. El agua representa mas del 95 % de los componentes biliares y es necesaria
para mantener distendidos los ductos y ductulos biliares y prevenir la precipitacion de
constituyentes biliares evitando el éstasis biliar y eventualmente una obstruccién
(Hofmann, 2011). Ademas, la fase acuosa biliar actia como vehiculo para el transporte
desde los canaliculos hasta el intestino de las SB y de moléculas destinadas a
eliminacién tales como bilirrubina, colesterol, metales pesados, hormonas esteroideas,
etc. (Hofmann, 2011). La funcion del agua biliar es en definitiva de auto-proteccion y
por lo tanto un normal transporte canalicular de agua reduce el riesgo de disfuncion
secretora biliar. Nuestros datos sugieren que el incremento de la permeabilidad osmoética
al agua de la membrana canalicular inducida por la expresion de hAQP1 permite un
acoplamiento mas eficiente del transporte de las SB y el agua osmdticamente
comprometida en el proceso de secrecion biliar en colestasis. Como resultado, hay una
cantidad aumentada del agua biliar inducida osméticamente por las SB excretadas. La
expresion canalicular de hAQP1 incrementé significativamente la eficiencia colerética
de las SB enddgenas (volumen de bilis por umol de SB excretada) sugiriendo que el
flujo biliar fue mejorado en cierta medida por un transporte de agua mediado por
hAQP1.

Bajo nuestras condiciones experimentales, la administracion del vector AdhAQP1
indujo la expresion de hAQP1 en aproximadamente 20% de los hepatocitos, el cual fue
estimado en base a las inmunotinciones (Figura 4.3) y por el porcentaje de vesiculas
canaliculares con elevada permeabilidad al agua (Figura 4.6). Este porcentaje de
transduccion esta acorde con estudios reportados anteriormente, en los cuales utilizan la
via retrobiliar de administracién (Terao y col., 1998; Kuriyama y col., 2005). Es
importante destacar que los hepatocitos periportales (hepatocitos cercanos al espacio
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porta) son predominantemente transducidos después de una administracion retrograda
intrabiliar (Kuriyama y col., 2005) y que estos hepatocitos son los responsables

primarios de la formacion de la bilis (Monte y col., 1993).

Asi, la administracion retrobiliar induce una adecuada expresion hAQP1 en
hepatocitos, y ademas no provoca efectos adversos como se muestra en la Tabla 4.1y
ha sido reportado anteriormente (Kuriyama y col.,, 2005). En concordancia, la
transferencia genica del vector AdhAQP1 via administracion ductal retrograda a
glandulas salivales no mostré hepatotoxicidad significativa (Zheng y col., 2006). La
administracion retrobiliar permite el transporte de adenovirus a hepatocitos con un
minimo escape del higado debido a las restricciones anatomicas del tracto biliar.
Ademas, el exceso de adenovirus que no es captado en el higado es transportado al
duodeno y excretado en las heces. De esta forma, la expresion hepatica repetitiva de un
transgen podria llevarse a cabo mediante la administracion retrobiliar sin necesidad de

inmunosupresion (Tominaga y col., 2004).

Un hallazgo no anticipado en nuestros estudios fue el hecho que las ratas
colestasicas transducidas con hAQP1 mostraran un marcado incremento de la excrecién
biliar de SB (Fig. 4.9 C). Este efecto estuvo ausente en animales no colestasicos,
indicando especificidad para los animales con colestasis por EE. Asi, los resultados en
conjunto sugieren que la transferencia genica adenoviral de hAQP1 a ratas con
colestasis por EE mejora sustancialmente la disfuncion secretoria incrementando tanto

la eficiencia colerética como la excrecién biliar de las SB.

La disminuida excrecion biliar de las SB en la colestasis inducida por EE, causa
retencion hepatica de las SB y, en consecuencia, niveles séricos incrementados de las
mismas (Hung y col., 2005). Después de la administracion de AdhAQPl y en
concordancia con el incremento en la eliminacion biliar de las SB, la concentracion

sérica de SB se normaliz6 (Fig. 4.11).

La incrementada excrecion biliar de las SB en ratas tratadas con AdhAQP1, no fue
causada por un aumento en la expresion proteica canalicular de BSEP/ABCB11 (Fig.
4.13). Al igual que BSEP, la expresion del co-transportador de sodio/taurocolato de
membrana basolateral de hepatocitos (NTCP; Slcl0al) se encontrd disminuida en
colestasis por EE (Geier y col., 2003) e inalterada por el tratamiento con AdhAQP1

(datos no mostrados). Seguidamente, consideramos estudiar una posible induccion en la
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actividad transportadora de BSEP/ABCBL11, la cual fue confirmada por experimentos de
transporte de [*H]-taurocolato tanto in vivo como in vitro (Fig. 4.11 D y 4.13).

Debido a que BSEP en membrana canalicular se localiza mayormente, pero no
exclusivamente, en dominios lipidicos enriquecidos en colesterol, llamados rafts (Bae y
col., 2004; Ismair y col. 2009) y que la actividad BSEP depende en forma directa del
contenido de colesterol canalicular (Paulusma y col., 2009; Kis y col., 2009; Guyot y
col., 2014), se estudié la distribucion raft/no-raft de BSEP canalicular. El andlisis
cinético del efecto del colesterol de membrana sobre la actividad BSEP indica que el
colesterol altera la velocidad maxima sin afectar la constante de Michaelis Menten
(Paulusma vy col., 2009; Kis y col., 2009; Guyot y col., 2014). Los mecanismos por los
cuales el colesterol modula la actividad BSEP no han sido dilucidados, es posible que el
colesterol actie como modulador alostérico de BSEP o simplemente actie mediante

modificaciones de la fluidez de membrana (Kis y col., 2009).

Los rafts son aislados usando protocolos establecidos basados en su insolubilidad en
detergentes no idnicos. Nosotros elegimos un protocolo que permite la evaluacion
cuantitativa de la distribucion de proteinas entre microdominios raft (ricos en colesterol)
y no raft (pobres en colesterol) (van der Wouden y col., 2002; Nyasae y col., 2003), y
también corroboramos los resultados obtenidos aislando microdominios rafts por el
método de gradiente de flotacion en sacarosa (Mazzone y col., 2006). Obtuvimos
microdominios raft resistentes a Triton X-100, ricos en colesterol, positivos para la
presencia de la proteina caveolina-1 (marcador de rafts) y negativos para la proteina
clatrina (marcador de no-rafts) y microdominios no-rafts solubles en Triton X-100,
pobres en colesterol y positivos para la proteina clatrina (Fig. 4.14 y Fig. 4.15), como

ha sido publicado (Mazzone y col., 2006).

Ademas, en acuerdo con lo publicado (Mazzone y col., 2006), identificamos la
presencia de la aquaporina endégena AQP8 en estos microdominios rafts canaliculares.
Por otro lado, confirmamos que en membrana canalicular, BSEP se expresa en
dominios resistentes al Triton (Fig. 4.14), como habia sido inicialmente identificado por
analisis de las proteinas de higado de rata por espectrometria de masas en tandem (Bae
y col., 2004).

También ha sido informada la presencia de BSEP en microdominios canaliculares

ricos en colesterol resistentes al detergente no ionico Lubrol (Ismair y col., 2009) o la
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accion detergente de las SB (Guyot y col., 2011). Asi, diferentes estudios coinciden en
gue BSEP normalmente reside principalmente en dominios canaliculares detergente-
resistentes. Inesperadamente, en las ratas colestasicas, encontramos que BSEP, pero no
AQP8, redistribuyd desde rafts a no rafts (Fig. 4.14 y 4.15). En la colestasis por EE, la
actividad canalicular de BSEP estd marcadamente reducida, observandose cambios en la
velocidad maxima, pero no en la constante de Michaelis Menten (Lee y col., 2000). Esto
puede ser atribuido a la reducida expresion proteica de BSEP; no obstante, el
corrimiento de BSEP a dominios con menor contenido de colesterol se espera
contribuya a disminuir su actividad, lo cual estaria asociado a una menor velocidad
maxima, sin cambios en los valores de la constante de Michaelis Menten (Paulusma y
col., 2009; Kis y col., 2009; Guyot y col., 2014). Es interesante mencionar que en
colestasis por EE, la velocidad méxima para BSEP canalicular mostré una reduccion del
63% (Lee y col., 2000, Bossard y col., 1993) mientras que la disminucién de la proteina

correspondi6 solo a un 47% (Lee y col., 2000).

Ha sido demostrado que BSEP es constitutivamente endocitado por un proceso
mediado por clatrina (Lam y col., 2012). En colestasis experimental, incluyendo la
causada por estradiol 17p-D-glucuréonido, la expresion de BSEP canalicular es reducida
por una exacerbada endocitosis (Crocenzi y col., 2003; Crocenzi y col., 2008). Esto
permite especular que en colestasis, BSEP seria inicialmente concentrado en
microdominios no rafts ricos en clatrina, como describimos en nuestros experimentos,
antes de ser endocitado en vesiculas de clatrina. Esta hipétesis se apoya en el hecho que
AQP8, que contrariamente a BSEP, es retenida en rafts canaliculares en colestasis
(Figura 4.14 y 4.15) y no sufre internalizacion en la colestasis por estradioB17 -D-

glucurdnido (Mottino y col., 2006).

En las ratas colestasicas transducidas con el vector AdhAQP1, la distribucién de
BSEP en microdominios canaliculares fue similar a la de los controles no colestéasicos,
es decir, mayoritariamente presente en microdominios rafts (ricos en colesterol). El
aumento de la proporcion de BSEP en rafts en ratas colestasicas tratadas con AdhAQP1
explicaria, al menos en parte, el aumento de actividad debido al mayor contenido de
colesterol. Sin embargo, el mecanismo por el cual la presencia de hAQP1 distribuye
BSEP hacia dominios rafts es por el momento desconocido. El hecho que hAQP1 se
localice exclusivamente en rafts (Figura 4.14 y 4.15), sugeriria una posible interaccion

molecular entre hAQP1 y BSEP que distribuya al transportador de SB preferentemente
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en rafts. Por otro lado, la localizacién exclusiva de hAQP1 en rafts podria sugerir una
interaccidon con caveolina-1. De hecho, AQP1 contiene un sitio putativo de union a
caveolina-1 y diversos estudios han descrito una asociacion AQP1-caveolina-1 en
células no hepéticas (Jablonski y col., 2006). Es interesante mencionar que ratones
transducidos con un adenovector para caveolina-1 mostraron incremento de la actividad
BSEP, sin cambio de su expresion proteica (Moreno y col., 2003). Dado que caveolina-
1 es una proteina de union a colesterol, su sobreexpresion podria inducir cambios en el
ambiente lipidico de membrana donde se localiza BSEP, los cuales favorecerian su
actividad transportadora. Sin embargo, también podria ser posible una interaccion
“activadora” BSEP-caveolina-1, como se ha sugerido para otro transportador canalicular
(Storch y col., 2007). No encontramos cambios significativos en la expresion de
caveolina-1 con los tratamientos (datos no mostrados); es decir, ni la colestasis inducida
por EE ni la administracion de AdhAQP1 afectaron su expresion. Por lo tanto, si la
activacion de BSEP se debe a interaccion con hAQP1 en forma directa o a través de

caveolina-1 u otros factores, debera ser esclarecida en futuros estudios.

Se ha descripto que tanto bajo condiciones normales, como colestasicas, la
administracion retrobiliar de un gran volumen (72QuL a una velocidad de 2 pL/sec en
ratones de 30 g), provoca la ruptura de las uniones estrechas canaliculares (Wiener y
col., 2000). En nuestros estudios, se infundié lentamente un volumen mucho menor
(300 pL), a ratas de 320 g. Aunque no se puede descartar una apertura transitoria de las
uniones estrechas, la administracion retrobiliar de AdhAQP1 no conduciria a la ruptura
de las uniones estrechas ni a una pérdida de polaridad (como puede observarse en la
Figura 3.1 B y C, la cual muestra que proteinas marcadoras de los dominios
canaliculares y basolaterales mantienen su localizacion luego de la administracion de
AdhAQP1).

En la colestasis por administracion de lipopolisacaridos bacterianos, en similitud a
la causada por EE, también disminuye la expresiéon de AQP8 en la membrana
canalicular causando una reduccion en la permeabilidad osmotica al agua (Lehmann y
col., 2008). Asi, se podria anticipar una mejora en la disfuncién secretora biliar en este
tipo de colestasis hepatocelular con la administracion de AdhAQP1. Probablemente, la
terapia con AdhAQP1 podria ser beneficiosa para el tratamiento o prevenciéon de

hepatopatias colestasicas hepatocelulares (no-obstructivas). Ademas, el aumento del
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contenido de agua biliar podria ayudar a reducir la viscosidad de la bilis en ciertos
estados patolégicos (Reinhart y col., 2010).

En colestasis, la acumulacién sistémica y hepatica de SB tiene criticos efectos
deletéreos sobre la funcion hepéatica. Dado que la transferencia génica de hAQP1 no
solo mejoro el flujo biliar, sino que también claramente mejoré/normaliz6 la excrecién
biliar y el nivel sérico de las SB, y la infusion intrabiliar es una técnica clinicamente
factible por medio de la colangiografia endoscopica retrograda; el adenovector
AdhAQP1 podria llegar a ser una efectiva herramienta terapéutica para ciertos

desérdenes colestasicos.
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6. CONCLUSIONES

Nuestros datos sugieren que la transferencia adenoviral del gen hAQP1 a
higados de ratas colestasicas corrige el flujo biliar mejorando la secrecion de agua
canalicular inducida por SB y mediada por AQP, y aumentando la excrecion biliar de

SB debido a la induccién de la actividad del transportador BSEP.
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Figura 6.1. Modelo propuesto para la accion de hAQP1 en la membrana canalicular, por el cual se
mejora la funcion secretora biliar en la colestasis inducida por EE. La transferencia génica de
AdhAQP1 corrige el flujo biliar en colestasis, como resultado de un aumento de la permeabilidad
osmotica al agua de la membrana canalicular y de la excrecion biliar de SB debido a la induccién de la
actividad del transportador BSEP. La hAQP1 en membrana canalicular se expresa exclusivamente en
microdominios lipidicos ricos en colesterol (rafts); aumenta la eficiencia colerética de las SB excretadas a
bilis, y también redistribuye BSEP en rafts, induciendo su actividad y aumentando la excrecidn biliar de
las SB.
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