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RESUMEN

El estradiol 17B-D-glucurénido (E17G) es un metabolito endoégeno del estradiol
cuyos niveles plasmaticos aumentan durante el embarazo, habiendo sido postulado como
responsable en la patogénesis de la colestasis intrahepatica que ocurre en las mujeres
susceptibles embarazadas. La administracion de E17G a ratas hembras produce una colestasis
dosis-dependiente, aguda y reversible, afectando las fracciones dependiente e independiente
de sales biliares del flujo biliar. Nuestro grupo demostr6 que la alteracidon secretora biliar
inducida por E17G en la rata es criticamente dependiente de la endocitosis de transportadores
hepatocelulares canaliculares claves para la formacion de bilis, como Bsep y Mrp2. Asimismo,
demostramos que este fendmeno estd mediado por la activacién de varias vias de sefalizacién
intracelular, como aquellas dependientes de REa-cPKC-ERK1/2, PI3K-Akt-p38MAPK y GPR30-AC-
PKA. Sin embargo, el mecanismo involucrado en la endocitosis de los transportadores
canaliculares es desconocido, y su esclarecimiento representa el objetivo principal de esta tesis.

En una primera etapa, y ante la necesidad de contar con un modelo hepatocelular
polarizado para el estudio de estos mecanismos, hemos validado el cultivo primario de
hepatocitos de rata en sandwich de colageno (CPHS) para el estudio de drogas que afecten la
formacion de bilis a través de la induccidon de endocitosis de transportadores canaliculares.
Tratando los CPHS con los agentes colestasicos E17G y taurolitocolato, asi como con el
compuesto colerético y anticolestasico DBAMPc, demostramos la utilidad de este modelo in
vitro para detectar y cuantificar cambios en la secrecion canalicular tanto de tipo colestasico
como colerético, ast como los cambios en la localizacion intracelular de transportadores
canaliculares causales de dichas alteraciones funcionales.

En una segunda etapa, el uso de inhibidores especificos de las vias endociticas
dependiente de clatrina y de caveolina en duplas aisladas de hepatocitos aportd evidencia
preliminar que E17G induce la endocitosis de Bsep y Mrp2 por un mecanismo dependiente de
clatrina. Se obtuvo evidencia adicional de este mecanismo en higados aislados y perfundidos,
donde un inhibidor especifico de esta via endocitica, monodansilcadaverina, previno la caida en
el flujo biliar y en la excrecidn biliar de sustratos de Bsep y Mrp2, asi como la endocitosis de
dichos transportadores evaluada por microscopia confocal. A modo confirmatorio de la
dependencia de clatrina en la endocitosis de estos transportadores inducida por E17G,
observamos que el bloqueo de esta via mediante knock-down por RNA interferente de la
expresion de AP2 (componente clave de la maquinaria endocitica dependiente de clatrina) en
CPHS, llevo a una prevencion completa de la funcidn de transporte y de la endocitosis de Bsep y
Mrp2. En forma adicional, demostramos que E17G altera la localizacion de membrana de estos
transportadores (originalmente enriquecidos en microdominios raft ricos en colesterol y
caveolina), llevando a un enriquecimiento de los mismos en microdominios canaliculares ricos
en clatrina (no rafts), desde donde puede producirse la endocitosis dependiente de la misma.

Por ultimo, como una primera aproximacion a la identificacién de los blancos
celulares de aquellas proteinas quinasas activadas por E17G que conducen en Ultima instancia a
la endocitosis dependiente de clatrina de los transportadores canaliculares, se realizaron
estudios de fosfoprotedmica para identificar proteinas que modifiquen su grado de fosforilacion
frente al tratamiento con este estrogeno. Esto llevo a la identificacion de numerosas proteinas
que incrementan su fosforilacidon por E17G, dejando abierta asi la posibilidad de realizar
experimentos tendientes a evaluar su posible rol como intermediarios entre las vias de
sefializacion pro-colestasicas y el proceso final de endocitosis de transportadores canaliculares
conducente a la alteracidn colestasica.
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1.1. GENERALIDADES DE ViAS ENDOCITICAS EN CELULAS DE MAMIFEROS

Fagocitosis Macropinocitosis
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Figura 1.1: Diferentes mecanismos de endocitosis y trafico endosomal en células de mamifero. Existen multiples vias
endociticas en las células de mamifero; por ejemplo, dependiente de clatrina, dependiente de caveolina e independiente de
clatrina y caveolina. La carga endocitada es dirigida a endosomas donde se clasifica para su direccionamiento a compartimientos
de reciclado o hacia otros compartimentos (cuerpos multivesiculares o lisosomas para degradacién). En la endocitosis mediada
por clatrina, la carga es destinada a endosomas bien caracterizados, en la via dependiente de caveolina sus cargas no estan bien
definidas, mientras que se requiere mayor caracterizacién de las otras vias, las cuales pueden ser tubulares o vesiculares.
Abreviaturas: AEE (endosoma apical temprano, del inglés "apical early endosome”), LE (endosoma tardio, del inglés "late
endosomeé"), ARE (endosoma apical de reciclado, del inglés “apical recycling endosome").

La endocitosis es un proceso por el cual la célula introduce moléculas o fluidos
englobandolas en una invaginacién de la membrana plasmatica, formando una vesicula que
termina por desprenderse de la misma para incorporarse al citoplasma (Figura 1.1). En células
simples no polarizadas, las proteinas de membranas y fluidos internalizados son llevados
primariamente a compartimientos Rab5 GTPasa positivos y endosomas tempranos antigeno-1
(EEA-1) positivos', conocidos como AEE, por su siglas en inglés “apical early endosomes”. Luego,
mientras que la porcién vacuolar de los endosomas tempranos y su fluido asociado maduran a
endosomas tardios para ir a lisosomas, la membrana rica en porciones tubulares de los
endosomas tempranos llevan la carga a un endosoma de reciclado (ARE por su siglas en inglés

"apical recycling endosome”), donde las proteinas de membrana pueden ser devueltas a la
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membrana®.

Las células polarizadas tienen mecanismos mas complejos de internalizacion, ya que
pueden hacerlo d esde la membrana basolateral o desde la membrana apical®, pudiendo ser
esta internalizacién dependiente o independiente de clatrina. Las vesiculas endociticas
originadas por este tipo de vias estan cubiertas por diferentes tipos de proteinas, las cuales
reconocen determinantes estructurales en las diversas cargas. Sin embargo, ademas de la propia
carga, otros determinantes, como la curvatura de la membrana, la composicién de lipidos y Rab
GTPasas, contribuyen a garantizar el reclutamiento especifico de proteinas lo cual posibilita la

existencia de los diferentes tipos de membranas intracelulares®.

Los destinos post-endociticos pueden ser variables, pudiendo estas vesiculas ser
recicladas, sufrir transcitosis o ir a endosomas tardios y luego a lisosomas®, sirviéndose de
"rieles" de tubulina o actina para dichos movimientos (Figura 1.1). Las moléculas encargadas de
asegurar que las cargas son llevadas correctamente a sus destinos son las Rab GTPasas, una
gran familia de GTPasas pequefias las cuales controlan el cierre, la motilidad, la inmovilidad y la
fusidn de las vesiculas mediante el reclutamiento de proteinas efectoras, tales como proteinas
adaptadoras, proteinas inmovilizadoras, quinasas, fosfatasas y proteinas motoras (por ej. dineina
y cinesina para los microtubulos, o miosina para los filamentos de actina). De este modo, se

asegura la regulacion espacial y temporal del trafico de vesiculas.

En los seres humanos hay mas de 60 miembros de la familia Rab que se localizan en
distintos compartimientos membranosos intracelulares®’. No obstante, se han observado tres
poblaciones principales: una que contiene sélo Rab5, una que contiene Rab4 y Rab5 y una
tercera que contiene Rab4 y Rab1l. Hay evidencias de que Rab5 es esencial para la fusion de la
vesicula endocitica con endosomas tempranos y que, por otro lado, Rabll esta presente en

endosomas de reciclado, interactuando con componentes del citoesqueleto como la miosina V*.

Hay muchas vias endociticas distintas que conviven en células de mamiferos. Ciertas vias
se definen mejor por sus dependencias diferenciales de ciertos lipidos y proteinas, incluyendo
clatrina, caveolina-1, flotillina-1, GRAF-1 (por sus siglas en inglés para "GTPase Regulator
Associated with Focal Adhesion Kinase-1"), quinasas, proteinas G pequefas, actina y dinamina.
Cualquier mecanismo endocitico requiere la accion coordinada de proteinas que son capaces de
deformar la membrana plasmatica para producir intermediarios altamente curvados y proteinas
que pueden inducir la escision de éstos de la membrana plasmatica. Estas incluyen proteinas de
dominio ENTH (por sus siglas en inglés para "£Epsin N-terminal homology"), proteinas de la
superfamilia BAR (por sus siglas en inglés para "Bin/amphiphysin/Rvs"), proteinas G pequeias

de la familia ARF (por sus siglas en inglés para "ADP-ribosylation factor"), proteinas que nuclean
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la polimerizacion de actina y proteinas de la superfamilia dinamina.

1.1.1. Mecanismo endocitico dependiente de clatrina

El mecanismo de endocitosis mejor dilucidado en células eucariotas involucra la
formacion de vesiculas revestidas con clatrina, proteina que interactia directamente con lipidos
o proteinas de la membrana®. Ciertos adaptadores son necesarios para unir el revestimiento de
clatrina a la membrana; el proceso implica la formacién de un dominio putativo FCH, el FCHO
(por sus siglas en inglés para "Fer/Cip4 homology only'), complejo de iniciacidn que madura a
través del complejo adaptador 2 (AP2, por sus siglas en inglés para "adaptor protein-2"). AP2 es
una proteina heterodimérica, y uno de los adaptadores mejor estudiados, esta compuesto por 4
subunidades diferentes: a, B2, 02y p2°* teniendo éstas una participacion critica en el inicio de
la endocitosis por su rol en el reclutamiento de las moléculas de clatrina hacia la membrana.
Motivos basados en dileucina y tirosina en la parte citoplasmatica de ciertas moléculas

transmembrana son reconocidos por AP2, nucleando asti las moléculas de clatrina en la zona'"*.

La polimerizacion de clatrina, junto con la accién de otras proteinas, ayuda en la
formacion y la constriccion del cuello de la vesicula, ayudando a traer a las membranas que
rodean el cuello en estrecha aposicidon. La proteina dinamina es una GTPasa que escinde la
vesicula de la membrana, formando un polimero helicoidal alrededor de este cuello constrefiido
y, tras la hidrélisis de GTP. mediando la fision de la vesicula® (Figura 1.1). Hay evidencias de que
vesiculas revestidas de clatrina contienen Rab5, y que la misma cumple un rol previo en la

formacién de la vesicula promoviendo la desfosforilacién de la subunidad p2 de AP2™.

1.1.2. Endocitosis independiente de clatrina

1.1.2.1. Mecanismo endocitico asociado a caveolina

Las caveolas son invaginaciones de la membrana que estan presentes en la mayoria de
las células, se forman en dominios especializados de la membrana plasmatica ricos en colesterol,
glicoesfingolipidos y proteinas unidas por GPI (glico fosfatidil inositol), denominados rafts,
siendo por ello la seleccién del cargo determinada por la composicion lipidica de la

membrana®.

La caveolina es la principal proteina estructural de las caveolas. Hay tres isoformas de
caveolina en mamiferos: caveolina-3, especifica de tejido muscular, y caveolina-1 y -2 que se
encuentran en las células no musculares, exceptuando neuronas y leucocitos que al parecer
carecen de caveolina. Caveolina-1 es necesaria, y tal vez suficiente, para la biogénesis caveolar,
mientras que caveolina-2 no parece ser necesaria para la formacion caveolar pero

probablemente juega un rol importante en algunas estructuras. Caveolina-1 es capaz de formar
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oligbmeros de orden superior, y se une al colesterol y acidos grasos, que estabilizan la
formacién de los oligémeros*®’. La dinamina es reclutada en las caveolas, y participa en la
internalizacién de estas estructuras (Figura 1.1). Este proceso requiere el reclutamiento de
citoesqueleto de actina, la activacién de la familia de tirosina quinanas Src y la activacién de

18-21

proteina quinasa C (PKC)
1.1.2.2. Endocitosis independiente de clatrina y caveolina

Se han descripto otras rutas independientes de clatrina y caveolina, que se han asociado
a rafts y que difieren de la ruta caveolar en que no existe relacion entre las vesiculas y la
caveolina-1; en algunos casos no participa dinamina, dependen de las GTPasas tipo RhoA o
cdc4?2 (proteinas GPI) y no hay evidencias de que dependan de la actividad de PKC**™, Este tipo
de endocitosis requieren vias endociticas especificas, la cinética es distinta a la de las proteinas

transmembrana y puede pasar por alto compartimentos Rab5-positivos (AEE).

1.1.2.3. Mecanismos de internacionalizacion de grandes volumenes de

membrana

Algunos tipos celulares son capaces de internalizar grandes cantidades de fluidos via
macropicnocitosis, o bien grandes particulas por fagocitosis®. La macropicnocitosis depende del
colesterol, que es necesario para el ensamblaje de Racl activa a estos sitios”. Este proceso

puede ser estimulado por la activacidén de los receptores, y es microdominio dependiente.

Los macréfagos y osteoclastos producen endégenamente podosomas®’, que son
extensiones de membrana ricas en actina implicadas en las primeras etapas de la adhesion
célula-matriz, poseyendo adhesion focal a la Src tirosina quinasa, Arp2/3 (acrénimo inglés para
"actin-related proteins 2/3") y proteinas de regulacion de actina. Células fagociticas
profesionales, como macrofagos, monocitos y neutréfilos, dependen de proteinas G pequefas

para internalizar particulas opsonizadas de manera independiente de clatrina (Figura 1.1).

1.2. FISIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA HEPATOBILIAR
1.2.1. Generalidades

El higado es el 6rgano mas voluminoso del organismo, localizado en la regidn
abdominal correspondiente al hipocondrio derecho, y representa un 3 % del peso total de un
adulto. Recibe el 25 % del gasto cardiaco a través de una doble irrigacién suministrada por la
vena porta y la arteria hepatica. La arteria hepatica contiene la sangre oxigenada; la irrigacion

portal aporta el 75 % del flujo sanguineo, y contiene sangre poco oxigenada y rica en nutrientes
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proveniente del tracto gastrointestinal y del bazo.

Su interposicidén entre el tracto digestivo y el resto del organismo le confiere una
ubicacion preferencial para procesar grandes cantidades de aminoacidos, azucares, lipidos,
vitaminas y xenobiodticos que ingresan por via oral, siendo por lo tanto un 6rgano clave en los
procesos de captacion, depdsito, metabolizacidon y distribucion en sangre y bilis de numerosos
sustratos absorbidos en el intestino. Otra funcion crucial del higado es la formacién de bilis, la
cual es esencial para la digestion y absorcion normal de lipidos desde la luz intestinal, y es una
via de excrecion para una gran variedad de compuestos tales como bilirrubina, colesterol,
hormonas y xenobidticos®. En su composicién se destacan las sales biliares (SB), esenciales para

la metabolizacion de lipidos en el proceso digestivo.

La célula parenquimatosa del higado es el hepatocito, una célula epitelial polarizada con
forma poliédrica. Su membrana plasmatica puede dividirse en dos dominios: {) la membrana
basolateral o sinusoidal, que relaciona al hepatocito con el espacio de Disse (intersticio) y los
capilares sinusoides alli presentes, y i) la membrana apical, también llamada canalicular, que
junto a la membrana homoénima del hepatocito vecino constituyen el canaliculo biliar, primer
conducto de la via biliar. Estos dominios de membrana expresan distintos sistemas de
transporte, los cuales juegan un rol clave en el transporte vectorial de solutos y agua desde la
sangre sinusoidal hasta la bilis, contribuyendo asi a la formacion de la misma y a la excrecion
biliar de diversas sustancias® (Figura 1.2). El transporte requiere, ademas, que los espacios
plasmaticos y canalicular no estén libremente conectados; ya que se necesita la conservacion de
un espacio hermético luminal donde tenga lugar la formacion de gradientes osméticos, dado la
naturaleza osmoética del proceso de formacion de bilis. Estas propiedades dependen
fundamentalmente de las uniones estrechas entre los hepatocitos vecinos, conformando la

zonula occludens, que separa al canaliculo biliar del espacio de Disse™.

Las SB son un grupo de compuestos derivados del colesterol que son sintetizados en los
hepatocitos y excretados a bilis. La mayoria de las SB son reabsorbidas por el intestino delgado,
y transportadas nuevamente al higado por la circulacién portal®. Las SB primarias son
conjugadas con taurina o glicina. Tanto el carboxilo de la glicina como el grupo sulfato de la
taurina estan ionizados a pH fisiologico, por lo que estas formas conjugadas suelen presentarse
en circulacion en su forma ionizada y no protonada. Las SB ionizadas son impermeables a las

membranas, reduciendo ast su citotoxicidad en comparacion a las especies no conjugadas.

La acumulacion de grandes cantidades de SB hidrofébicas es toxica para los hepatocitos
y colangiocitos ya que son detergentes, estando por tanto su sintesis, transporte y metabolismo

estrictamente regulados®”. Las SB alcanzan concentraciones en el canaliculo muy por encima de
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la concentracion micelar critica, por lo que predomina el estado de multiagregacion micelar y
no el monomérico. Esto reduce su citotoxicidad, ya que es su forma monomérica la que puede
dar lugar a la solubilizacién de las membranas, seguido de la muerte celular®®. Ademaés, esta
toxicidad puede llevar a la desestabilizacién de las uniones estrechas de las membranas de los
pequenos conductos biliares, lo que conduce a una fuga de bilis, y a una respuesta inflamatoria
subsiguiente®’. Un mecanismo de proteccién es la excrecion organizada de fosfolipidos para
formar micelas mixtas con las SB monoméricas, mediada por ABCB4 (MDR3) en los seres

humanos, o la homéloga Abcb4 (Mdr2) en ratones™.
1.2.2. Secrecion biliar

La formacion de la bilis es un proceso osmético, cuya fuerza impulsora esta dada por la
secrecion activa de compuestos osméticamente activos al canaliculo biliar®®. Para que un soluto
sea capaz de promover el transporte primario de agua desde la sangre sinusoidal a la luz
canalicular, éste debe ser secretado activamente y concentrado en el espacio canalicular. El

37,38,39

transporte de agua transcelular es el mas trascendente , Y se encontraria facilitado por la

existencia de canales de agua (aquaporinas, AQP) en los dominios de membrana basolateral y

canalicular?’34°,

De los solutos presentes en la bilis, sélo tres cumplen estos requisitos: las SB, el HCO3™ y
el glutatiéon. Las SB contribuyen a la fraccidén del flujo biliar (FB) "dependiente de SB” (FBDSB),
mientras que el HCO;™ y el glutation son responsables, en gran parte, de la formacion de la
fracciéon “canalicular independiente de SB” (FBcISB). Esta bilis primaria secretada a nivel
canalicular es luego modificada por los colangiocitos durante su transito a través de los
conductos biliares. Esta modificacion va a ser la resultante de un balance entre la secrecion de
un fluido rico en HCOj3', estimulada por secretina, y la reabsorcidon constante y obligatoria de
agua y electrolitos, dando lugar a la produccién de un FB ductular, cuya magnitud depende del
grado de ayuno, ya que éste influye en los niveles de secretina circulante (mayor en condiciones

posprandiales)®’*".

1.2.2.1. Sistemas de transporte de los hepatocitos

Los transportadores son proteinas transmembrana que intervienen en la translocacion
de sustancias quimicas hacia y desde el interior celular mediante mecanismos activos y pasivos.
La secrecion biliar es un proceso fisioldgico complejo que implica el pasaje de sustancias desde
el plasma hasta la bilis, en donde participan transportadores que se hallan en las membranas

basolateral y canalicular (Figura 1.2).

Los transportadores de aniones organicos OATPs/Oatps (acrénimo inglés para "organic
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anion transporting polypeptide', o SLCO/Slco) son encargados de captar aniones organicos a
nivel basolateral***. Estos compuestos colefilicos son excretados a la bilis principalmente por
bombas dependientes de ATP pertenecientes a la superfamilia de transportadores ABC (AT7P-
binding cassette), particularmente por la familia de proteinas resistentes a multidrogas
(MDR/Mdr, acronimo inglés para "multidrug resistant protein”, o ABCB/Abcb) o por la familia de
proteinas asociadas a la resistencia a multidrogas (MRP/Mrp, por su acrénimo inglés para

"multidrug resistance-associated protein", o ABCC/Abcc)***.

HiIGADO HUMANO HiGADO DE RATA
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Figura 1.2: Sistemas de transporte en hepatocitos. Abreviaturas usadas: AO", aniones organicos; CO", cationes organicos; SB,

sales biliares; GSH, glutation reducido; GSSG, glutation oxidado; GS-conjugados, compuestos organicos conjugados con GSH; FC,
fosfatidilcolina.

Las SB son transportadas a nivel basolateral por NTCP/Ntcp (acrénimo inglés para "Na’-
taurocholate cotransporting polypeptide’, o SLC10Al/sall0al), utilizando como fuerza
impulsora el gradiente transmembrana de Na* generado por la Na*-K* ATPasa® y por
OATPs/Oatps, que transportan SB en forma independiente de Na*. Las SB monoaniodnicas son
transportadas en la membrana apical por la bomba exportadora de sales biliares BSEP/Bsep
(por su acronimo inglés para "bile salt export pump", o ABCB11/Abcbll), la cual es responsable
del transporte del 80% de las SB *. Bsep es un polipéptido multifuncional de 150-170 kDa con
dos mitades homologas, implicadas en la especificidad del sustrato y un dominio ABC, que

contiene motivos involucrados en la unién e hidrélisis de ATP*#2,

El eflujo canalicular de SB divalentes, sulfatadas o glucuronizadas, estd mediado por

MRP2/Mrp2 (acronimo inglés para “proteina asociada a la resistencia a multidrogas 2", o
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ABCC2/Abcc2)*°. Este transportador, perteneciente también a la familia de transportadores
ABC, también media la excreciéon biliar de muchos otros aniones organicos, incluyendo
conjugados con glutation (por ej., leucotrieno C4, 4-hidroxinonenal) o con acido glucurdnido
(por €j., bilirrubina y estrégenos glucuronizados), ast como glutatién oxidado (GSSG) y reducido
(GSH)*. Tanto GSSG como GSH son los principales determinantes del FBcISB>?. Mrp2 tiene una
masa molecular de 200 kDa, con multiples dominios transmembrana y dominios conservados
de unién e hidrélisis de ATP?®*. Los transportadores canaliculares Bsep y Mrp2 son los que

cumplen una funcién mas relevante en la formacién de la bilis*>**.

El transporte canalicular de HCO3™ es mediado por el intercambiador anidénico de CU
/HCO3" AE2 (acronimo inglés para "anion exchanger 2'), también llamado Slc4a2. Este
transportador pertenece a la familia de intercambiadores anidnicos independientes de Na”, y
funciona regulando el pH intracelular cuando los hepatocitos son expuestos a un medio alcalino.
Ademas, AE2 participa en la generacion del FB, dado que la excrecién de HCO;™ es una fuerza

impulsora primaria adicional del FBcISB>*°.

La permeabilidad al agua esta determinada por AQPs. En mamiferos, se han descripto 13
AQPs, de las cuales se demostrd que se expresan en hepatocitos AQPO, AQP8, AQP9 y AQP11.
AQP8 y AQP9 son las de mayor relevancia en la determinacion del FB, localizandose la AQP9 en
la membrana basolateral y la AQP8 en la canalicular’®*~°. AQP8 tendria un rol primordial en la

formacién de la bilis, facilitando el flujo osmético de agua®” %%,

Las proteinas ABCB/Abcb (MDRs/Mdrs), grupo al cual pertenece el transportador Bsep,
fueron originalmente descriptas en lineas celulares cancerosas a las cuales les conferian
resistencia a agentes quimioterapéuticos. Ademas de Bsep, tres productos génicos adicionales
han sido identificados en roedores: Abcbla (Mdrla), Abcblb (Mdrlb) y Abcb4 (Mdr2), mientras
que dos de ellos han sido identificados en humanos ABCB1 (MDR1) y ABCB4 (MDR3)®.

La funcion de ABCB1/Abcbl es facilitar el eflujo de una gran variedad cationes
voluminosos anfifilicos, junto con otros compuestos hidrofébicos, como metabolitos, toxinas

enddgenas y exdgenas, hormonas esteroides, péptidos hidrofébicos y algunos glicolipidos®.

Por su parte, ABCB4/Abcb4 (MDR3, Mdr2 en roedores) es un transportador de
fosfolipidos que contribuye a mantener la asimetria de los hemidominios de la membrana
canalicular, mas pronunciada en esa membrana que en cualquier otra; dicha asimetria es
esencial para la fisiologia normal del hepatocito, ya que ésta le confiere resistencia contra las
altas concentraciones de SB detergentes en la luz canalicular®® En efecto, existe una alta
predominancia de colesterol y de fosfatidilcolina (PC) en la hemimembrana canalicular externa,

lo cual la hace mas resistente al efecto solubilizador de las SB tensoactivas presentes en la bilis,
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mientras que la hemimembrana interna es rica en aminofosfolipidos, tales como fosfatidilserina
(PS) y fosfatidiletanolamina (PE); de haber aminofosfolipidos en la hemimembrana externa, ésta

seria mucho mas fluida y menos resistente al efecto solubilizador de las SB.

Esta asimetria se debe a la presencia en la membrana canalicular de "flipasas”
(translocador hacia capa lipidica interna) y "flopasas" (translocador hacia capa lipidica externa)
con selectividad diferencial para los distintos lipidos (PC y colesterol para las "flopasas” y PS'y
PE para "flipasas"). Incidentalmente, las "flopasas" contribuyen al transporte de lipidos a bilis, ya
que al traslocarlos a la capa lipidica externa, pueden ser removidos por el efecto detergente de

las SB; esto explica la composicion similar de lipidos entre la cara lipidica externa y la bilis®’.

El transporte activo de fosfatidilcolina (PC) a través de la membrana canalicular es
mediado por MDR3/Mdr2; esta proteina es una "flopasa" que transloca PC de la membrana
interna a la externa de la membrana canalicular (“flop”), desde donde es extraida hacia la luz
canalicular por la solubilizacién mediada por SB. De manera similar, la proteina heterodimérica
formada por ABCG5(Abcg5)/ABCG8(Abcg8), ambas pertenecientes a la subfamilia G de
transportadores ABC, facilita la excrecion biliar de colesterol, translocandolo desde la cara
interna a la cara externa de la membrana canalicular y facilitando luego su extrusidn hacia el
lumen canalicular, para que, en conjunto con la PC y las SB, formen micelas mixtas en bilis; la
formacion de micelas mixtas permite que las SB vean reducida su concentracibn monomeérica

efectiva en la luz canalicular, y resulten menos citotoxicas®®

. Por otro lado, cualquier
aminofosfolipido (PS o PE), que llega a la cara externa, se transloca hacia la interna ("flip") por

FIC1 (ATP8B1/Atp8bl), manteniendo de esta manera la cara externa en su estado “resistente a

detergentes”.
1.2.2.1.1. Regulacion de la actividad de los sistemas de transporte canalicular
1.2.2.1.1.1. Generalidades

La regulacion de la actividad de los sistemas de transporte canalicular es de vital
importancia para el mantenimiento de una adecuada tasa secretora biliar. La funcién de los
transportadores de tipo ABC puede regularse a tres niveles diferentes: transcripcional, post-
transcripcional y post-traduccional; produciendo cambios que se manifiestan en el término de
dias, horas o minutos, respectivamente. La regulacién de la actividad a largo plazo ocurre por
cambios en el balance entre sintesis y degradacién de los mismos. La regulacién post
traduccional puede implicar la internalizacion de los transportadores canaliculares de su
dominio de membrana, pudiendo ser parte de un mecanismo fisiolégico destinado a regular

rapidamente la densidad de los transportadores canaliculares en la membrana plasmatica, o al
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estar sostenido en el tiempo por causas patoldgicas, explicando las disminuciones post-
transcripcionales en los niveles de transportadores en ciertas patologias colestasicas producto
de la posterior degradacién lisosomal®®. Finalmente, cambios en el estado de fosforilacion de
los transportadores podrian regular su actividad intrinseca, aun cuando estén apropiadamente

localizados en su dominio de membrana.

1.2.2.1.1.2. Trafico vesicular y reciclado de transportadores canaliculares ante

demandas fisiolégicas

El reciclado de transportadores desde y hacia la membrana canalicular en respuesta a
estimulos especificos representa un mecanismo clave por el cual puede modularse la densidad
de los mismos vy, por lo tanto la V. de los procesos secretorios asociados a ellos. Estos
mecanismos regulatorios tienen lugar en el orden de minutos, y podrian ser altamente efectivos
para modular la secrecion canalicular ante diferentes demandas fisioldgicas, ya que los Km para
el transporte de aniones y cationes organicos medidos en vesiculas de membrana canalicular
sugieren que estos sistemas de transporte estarian trabajando, en situacién basal, en

condiciones cercanas a la saturacion®.

Poco se conoce acerca de los eventos moleculares que gobiernan el trafico vesicular de

los transportadores ABC. Estudios recientes realizados por Lam y col. "

sugleren que, en
condiciones fisiologicas, se produce una internalizacidon endocitica constitutiva de Bsep mediada
por vesiculas revestidas de clatrina, y que en su dominio C-terminal posee una secuencia
conservada por todos los transportadores ABC, la cual seria clave en esta internalizacion
constitutiva. Esto permite especular que la endocitosis, no solo de Bsep, sino de otros
transportadores ABC, se llevaria a cabo por un mecanismo similar. Adicionalmente, estudios de
inmunomarcaje, co-inmunoprecipitacién, ensayos de pull-down y analisis de imagenes en
tiempo real confirmaron que AP2 interacciona con Bsep en la membrana canalicular a través de

un motivo de tirosina en su dominio C-terminal y media la internalizacién del mismo’%.

En células Madin-Darby canine kidney (MDCK), la expresion dominante negativa de
Epsl5, componente de la maquinaria endocitica dependiente de clatrina, aumenta la expresion
apical de Bsep, sugiriendo que un mecanismo dependiente de clatrina juega un rol importante
en la regulacion de Bsep en la superficie de celular. Ademas, este transportador fue encontrado
en fracciones vesiculares enriquecidas en clatrina luego del fracclonamiento de membrana en

hepatocitos de rata’.

In vivo, Hayashi y col. demostraron que el tratamientos con 4-fenil butirato (4PBA), el

cual disminuye significativamente la expresidon de a y p2-adaptina, componentes proteicos de
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AP2, inhibe la internalizacion y la subsecuente degradacidon de Bsep en higados de rata y
humanos™. A su vez, se demostrd in vitro mediante el anélisis de 3xFlag-BSEP humano
expresadas en células Hela y en cultivo de hepatocitos humanos en sandwich de colageno que,
al reducir la expresion de AP2 por ARN de interferencia, se inhibe la internalizacién de Bsep y
aumenta su expresion en la superficie canalicular y su funcién de transporte”. Asimismo, Aida y
col, utilizando células Flp-In T-Rex 293 (linea estable embrional de rifidn humano),
demostraron que el tratamiento con 4PBA retrasa la degradacion de Bsep y Mrp2 por
desubiquitinacion. También observaron que la internalizacién de Bsep era sensible al
tratamiento con clorpromacina (inhibidor de la via dependiente de clatrina), sugiriendo que la

ubiquitinacién juega un papel en su internalizacién constitutiva mediada por clatrina’.

Aunque el mecanismo molecular subyacente de la internalizacion endocitica fisiologica
de Mrp2 queda por esclarecerse, se ha sugerido a partir de experimentos realizados en células
Flp-In T-Rex 293 que la escisiéon de vesiculas que contienen Mrp2 desde la membrana
canalicular estaria mediada por dinamina (componente esencial de la endocitosis dependiente e
independiente de clatrina, ver item 1.1), pero no por clatrina’®. Un paso previo a dicha escinsién
podria involucrar a radixina’®, una proteina de la familia ezrina/radixina/moesina (ERM) que
estabiliza varias proteinas de la membrana canalicular, tales como Mrp2, Bsep, Mdrl y DPPIV, a
su dominio de membrana canalicular, como lo demuestra la endocitosis que sufren esas
proteinas en CPHS a los que se les silenci6 radixina’’; la interaccién de Mrp2 con radixina
involucra la unién de su dominio PDZ a la proteina adaptadora NHERF-1/EBP50 (por sus
acronimos en inglés "Na’*/H* exchanger regulatory factor/ERM Binding Protein 50"), la cual se
une a radixina, y esta Ultima al citoesqueleto de actina’®. Bsep también se une fuertemente a
radixina, pero lo hace directamente, interaccionando con la porcién N-terminal de esta proteina

(rad lxina1_318)79.

Los compartimientos endosomales de destino de los transportadores ABC una vez
endocitados de la membrana canalicular no estan aun completamente caracterizados. Se ha
demostrado la existencia de un compartimiento subapical al cual trafican los transportadores
endocitados, sobre la base de las siguientes evidencias experimentales: 7) mediante microscopia
inmunoelectronica se demostrd que, en los hepatocitos de rata, Bsep puede ser detectada en
estructuras vacuolares cercanas a la membrana apical”’; esta localizacion pericanalicular pudo
demostrarse también para Mrp2, Bsep y Abcbl mediante tincién inmunofluorescente en el
modelo de duplas aisladas de hepatocitos de rata (DAH)®), 2 la administracion de 35S-
metionina in vivo, seguida del seguimiento tardio de su incorporacion a proteinas, reveld que
Bsep se distribuye tanto en la membrana canalicular como en una fraccién endosomal

combinada; 3) el reciclado entre la membrana canalicular y los endosomas subapicales pudo ser
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directamente visualizado para Bsep® y Mrp2%.

La naturaleza de este compartimiento subapical se encuentra en debate. Estudios
realizados por Wakabayashi y col® en células WIF-B9, una linea celular hibrida de
hepatoma/fibroblastoma humano con polaridad secretora similar al hepatocito, demostraron
que Bsep se localiza en la membrana canalicular y en estructuras tubulo-vesiculares adyacentes
al centro de organizacion de microtubulos o ampliamente distribuidas en el citoplasma,
estructuras en las cuales se encuentra colocalizando con Rabll, marcador de ARE. Mediante
estudios de “photobleaching” mostraron que las moléculas de Bsep residen en la membrana
canalicular solo transitoriamente antes de intercambiarse con este compartimiento endosomal.
Ademas, al tratar las células con inhibidores de microtubulos, tanto el trafico endocitico desde
la membrana canalicular hasta el ARE como el exocitico entre el ARE y la membrana canalicular

se ven interrumpidos, siendo por lo tanto el reciclado un proceso dependiente de microtubulos.

Por otro lado, al tratar las células con disruptores de actina, Bsep tampoco traficd hasta
el ARE, indicando que el trafico entre la membrana canalicular y el ARE es también dependiente
de la integridad de actina®. Dado que la distancia a la cual se encuentra el ARE de la membrana
canalicular es lo suficientemente grande como para requerir de un transporte mediado por
microtdbulos, la dependencia de actina sugiere fuertemente que debe existir un
compartimiento endosomal intermediario entre la membrana canalicular y el ARE que se
encontrarla muy préoximo a la membrana; Bsep traficaria a este compartimiento via rieles de
actina, ya que éstos son capaces de mediar procesos de trafico vesicular de corta distancia, por
poseer la proteina motora miosina®. Un compartimiento con estas caracteristicas que ha sido
caracterizado en muchas lineas celulares, incluido los hepatocitos, es el AEE®. Si bien no hay
evidencia directa del rol de los AEE como compartimentos participes en la via endocitica de
Bsep y Mrp2, el AAE es el primer compartimento endosomal en recibir proteinas internalizadas
desde la membrana apical de una manera independiente de microtibulos®. A este proceso
endocitico, le seguiria una etapa exocitica que comprenderia la transcitosis desde los AEE hacia
los ARE de manera dependiente de microtibulos’, y una posterior reinsercién también
dependiente de microtibulos hacia la membrana canalicular, una vez que la demanda ha sido
satisfecha® (Figura 1.3). Esta teoria compatibilizaria la evidencia antes descripta de una
endocitosis de transportadores canaliculares dependiente de clatrina (la cual es dependiente de
actina e independiente de microtibulos) con el hallazgo de Wakabayashi y col. de la
dependencia de microtubulos para que los transportadores lleguen al ARE, y para que se
reinserten en la membrana canalicular cuando la demanda asi lo requiera. Este posible
mecanismo es sustentado ademas por las siguientes evidencias: 1) Bsep y Mrp2 colocalizan con
Rab1l, un marcador de ARE®, 2) Mrp2 y Bsep colocalizan en las mismas vesiculas con la

proteina motora de microtubulos dineina y con el receptor polimérico de inmunoglobulina
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(pIgR), una proteina de superficie que experimenta transcitosis desde la membrana basolateral
hacia la membrana apical a través de los ARE®, 3) la insercion de Bsep desde los ARE hacia la
membrana canalicular es un proceso dependiente de microtibulos®, y 4) los ARE estan

interconectados de una manera dependiente de microttbulos con los AEE>,

Otra posibilidad es que, mediante un proceso de endocitosis, los transportadores

localizados en el AEE puedan ir, via endosomas tardios, hacia degradacion lisosomal®

como se
muestra en la Figura 1.3. Esta via degradativa seria minima en condiciones fisiolégicas, como lo
sugiere el elevado tiempo de vida media de los transportadores canaliculares, que puede llegar
hasta 5 dias.®® Esto es debido a que, una vez transportados al ARE, los transportadores no

L% Sin embargo, la via degradativa podria verse

pueden sufrir desde alli degradacién lisosoma
exacerbada en situaciones de internalizacion masiva y sostenida de los transportadores en

condiciones patolégicas, como por ejemplo en colestasis (ver mas adelante, item 1.3.1).
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Figura 1.3: Modelo propuesto para el trafico vesicular de los transportadores Bsep y Mrp2 en hepatocitos. Esquematizacion
del proceso de reciclado fisioldgico de transportadores canaliculares entre la membrana canalicular y los compartimentos
endosomales tempranos (AEE) y los subapicales de reciclado (ARE) (hepatocito izquierdo). La primera estacién involucrada es la
endocitosis apical independiente de microtibulos hacia AEE, seguido de transcitosis desde los AEE hacia los ARE, proceso
dependiente de microtibulos, donde se produce una acumulacién de los transportadores y desde donde se pueden reinsertar
también a través de microtibulos en la membrana apical, proceso que puede incrementarse ante una demanda de incremento del
transporte de solutos a nivel de dicho dominio de membrana. Por otro lado, un aumento en la endocitosis de los transportadores
canaliculares hacia compartimentos que podrian llegar a ser AEE, con la subsiguiente acumulacion en los ARE es crucial en la
patogénesis de procesos colestasicos (hepatocito derecho). Alternativamente, desde los AEE pueden tomar una posible via de
degradacion hacia lisosomas. Las flechas punteadas indican vias postuladas.
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1.2.2.2. Microdominios de membrana canalicular y su rol en la formacién de
bilis

Los detergentes como el Triton X-100 pueden solubilizar diferencialmente

9091 ) os

microdominios de membrana con diferentes composiciones lipidicas y proteicas
microdominios de membrana insolubles en Triton-X100, también llamados balsas lipidicas o
rafts, son regiones enriquecidas en colesterol y esfingolipidos dispuestos en una forma
ordenada y apretada. La importancia de esta disposicion lipidica, y la afinidad de ciertas
proteinas por ciertos lipidos o dominios especificos, juegan un papel fisioldgico importante en
procesos tan diversos como la sefalizacién en la superficie celular, adhesién y motilidad celular,
y la clasificacion intracelular® **. Estas balsas lipidicas, ademas, estan enriquecidas en caveolina,
proteina que interactla con la esfingomielina, y en la membrana canalicular de los hepatocitos
hay evidencias de que estos microdominios raft también contienen AQP8 (canalicular) y AQP9

(basolateral), Mrp2, Bsep y AE2**%,

Moreno y col.  han postulado que las caveolinas desempefiarian un papel importante
en el control de los niveles de colesterol HDL en plasma, asi como en el transporte de SB.
Asimismo, han descripto un aumento significativo tanto en el FB como en la secrecion de los 3
principales lipidos biliares (SB, colesterol y fosfolipidos) en ratones que sobreexpresan caveolina
1 o 2. Esta sobreexpresion induce una mayor expresion de Bsep en la membrana canalicular,
aumentando la velocidad secretoria maxima de SB. Es decir, que los microdominios raft podrian
actuar como estabilizadores de los transportadores de membrana, favoreciendo la secrecion

biliar de colesterol, fosfolipidos y SB .

Ademas, Guyot y col. han demostrado que la secrecidn de SB y lipidos hacia el canaliculo
biliar es un proceso complejo que implica coordinar las acciones de varios transportadores, y
que requiere de una composicién lipidica especifica de la membrana canalicular del higado”’.
Esta composicion especifica protege a la membrana canalicular de la accion detergente
asociada a la alta concentracién de SB en el canaliculo, presentando a estos microdominios
como elementos de proteccion frente a la toxicidad de las SB, siendo el colesterol un factor

crucial en esta resistencia®.

Por su parte, los microdominios no raft, son zonas de la membrana con bajo contenido
en colesterol y enriquecidas en clatrina®, donde tanto las proteinas integrales de la misma
como los transportadores canaliculares estan mas expuestos, y podrian ser removidos por la
accion detergente de las SB presentes en la luz canalicular, arrastrandolos hacia la bilis. Accatino
y col. han reportado que, en la colestasis inducida por la obstruccién completa del conducto

biliar en la rata, se produce un aumento marcado en la secrecion biliar de la fosfatasa alcalina
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(proteina integral de la membrana canalicular). Un posible mecanismo propuesto para la
liberacion de esta enzima a bilis es su remocidn de la membrana por la accién detergente de las
SB!1% A partir de esto, se podria especular que, a los transportadores canaliculares como
Bsep y Mrp2, pueda ocurrirles lo mismo al cambiar de microdominio, como fuera reportado
para Bsep en la colestasis inducida por el estrégeno sintético etinilestradiol (EE)**. Sin embargo,
este mismo grupo también ha reportado que transportadores canaliculares como Mdr y Mrp2,
en contraste con otras proteinas canaliculares como fosfatasa alcalina (PA) y gamma glutamil-
transpeptidasa, no se liberan de manera significativa a bilis en condiciones normales, en

colestasis obstructiva o inducida por EE**%,
1.3. GENERALIDADES DE COLESTASIS

El término colestasis significa "estancamiento de la bilis”, e indica, desde el punto de
vista fisiopatoldgico, un disturbio capaz de provocar una reduccién o cese total del FB que llega
al duodeno. Este proceso, lleva a la retencion de constituyentes biliares en el higado y en la
sangre, conduciendo a manifestaciones clinicas caracteristicas, como prurito e ictericia,
incremento en la sangre de enzimas como fosfatasa alcalina, y-glutamil transpeptidasa y 5'-
nucleotidasa, asi como un aumento variable en la bilirrubina, SB y colesterol*®.

Los cuadros colestasicos pueden tener un origen genético o adquirido. Dentro de los
genéticos podemos mencionar a aquellos que ocurren durante el desarrollo de los conductos
biliares, como: atresia de las vias biliares, sindrome de Alagille, y enfermedad hepatica
fibropoliquistica'”. Las colestasis adquiridas pueden ser de origen obstructivo o hepatocelular.
La obstruccion puede deberse a la presencia de calculos biliares o tumores, mientras que la
colestasis hepatocelular es consecuencia de un desorden funcional de los hepatocitos donde se
esta llevando a cabo la formacion de bilis primaria, ya sea debido a enfermedades inmunitarias
(cirrosis biliar primaria o colangitis esclerosante primaria), agentes infecciosos (citomegalovirus,
colangitis bacteriana o infecciones por Criptosporidium), eventos isquémicos (post-trasplante,
estenosis de arteria hepatica o rechazo créonico del higado trasplantado), drogas (ciclosporina A,
anticonceptivos estrogénicos, androgenos, antidepresivos triciclicos, etc.), embarazo o nutricién
parenteral total, entre otros. Estos desérdenes suelen estar asociados a defectos en la funcion
de los sistemas de transporte hepatocelular involucrados en el transporte de sustratos

osmoticamente activos al canaliculo biliar*”’.

Estudios genéticos en el hombre y en animales transgénicos revelaron que la herencia de
mutaciones recesivas en los genes que codifican para algunos de los transportadores hepaticos
mencionados anteriormente producen fenotipos hepatobiliares; por ejemplo, un defecto en

BSEP y ABCB4 produce colestasis intrahepatica familiar tipo 2 y 3 respectivamente; un defecto
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en MRP2 produce el Sindrome de Dubin Johnson y defectos en ABCG5 o ABCG8 producen

sitosterolemia®.

1.3.1. Internalizacion endocitica de transportadores canaliculares como

mecanismo de colestasis

Como se describid anteriormente, el mantenimiento de una densidad de
transportadores apropiada en la membrana canalicular se encuentra finamente regulado, y es

de vital importancia para sostener una tasa secretora biliar adecuada (Figura 1.3).

En condiciones de colestasis, hay pruebas convincentes de que el reciclaje fisioldgico de
los transportadores de membrana mediante internalizacidn/insercién desde y hacia la
membrana canalicular a través de vesiculas se ve alterada, disminuyendo conjuntamente la
expresion de los mismos en la membrana canalicular y aumentando la misma en
compartimentos endosomales, lo que en consecuencia perjudica el transporte de sus sustratos

hacia la bilis'®

(Figura 1.3 hepatocito derecho). En efecto, la internalizacién endocitica de Bsep y
Mrp2 es una caracteristica comdn en aquellas hepatopatias que involucran principalmente el
deterioro en la capacidad de los hepatocitos para producir bilis (colestasis hepatocelular). En
este caso, estos cambios en la localizacion de los transportadores pueden llegar a ser un
patomecanismo clave para explicar la disminucién de la secrecion biliar.

En la literatura, hay evidencia convincente que la internalizacion endocitica de estos

109112 a5 como en colestasis

transportadores se manifiesta en diferentes colestasis clinicas
experimentales tales como la colestasis inducida por administracién del metabolito endégeno
del estradiol, estradiol-178-D-glucurénido (E17G)'*™*, la sal biliar monohidroxilada

taurolitocolato (TLC)™™® o la ciclosporina A™, aquellas inducidas por estrés oxidativo™®*%,

121-124

lipopolisacarido y la colestasis por ligadura de conducto biliar*.

En la actualidad, la naturaleza de la alteracion en el proceso de reciclado de
transportadores canaliculares que ocurre en procesos colestasicos no se encuentra
completamente elucidada. La evidencia disponible sugiere que esta alteracion podria deberse
efectivamente a un desbalance en el proceso de reciclado fisiolégico de los mismos, ya que se
ha observado que la internalizaciéon de transportadores inducida por ésteres de forbol'*® o
E17G' es independiente de la integridad de microtdbulos. Esta evidencia sugiere que, en
condiciones colestasicas, existirla un proceso endocitico exacerbado, el cual llevaria a los

transportadores canaliculares hacia los AEE.

El estudio y la comprensidon de este mecanismo en la patologia colestasica queda aun
por esclarecerse, pudiendo involucrar una via endocitica alternativa a la dependiente de clatrina

descripta para el reciclado fisiologico, ya que hay evidencia de que los transportadores
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canaliculares se encuentran enriquecidos en microdominios raft caveolina positivos y no en
microdominios no raft clatrina positivos” % Es por ello, que consideramos de gran interés
continuar indagando los mecanismos por los cuales se produce la internalizacidon endocitica de
estos transportadores canaliculares en la colestasis inducida por E17G, siendo de gran
importancia para el descubrimiento de posibles blancos moleculares para el desarrollo de

nuevos agentes terapéuticos para un posible tratamiento.
1.3.2. Colestasis hepatocelular inducida por drogas y hormonas

La colestasis por drogas representa la principal causa de colestasis de tipo hepatocelular,
y cerca de la mitad de los casos de hepatotoxicidad inducida por drogas. Similarmente, ciertas
hormonas, ya sea enddgenas o consumidas farmacolégicamente bajo la forma de diferentes

derivados hormonales, son importantes agentes causales de este tipo de colestasis.

Dentro de estas ultimas, son de especial interés aquellas colestasis inducidas por
estrogenos, testosterona C17-sustituida y esteroides anabolicos'”. Los estrégenos (Figura 1.4)
son considerados agentes causales de la colestasis intrahepatica del embarazo, asi como
también de aquella asociada a la administracién de anticonceptivos orales, o secundaria a la

. 130 . . ’ . .
terapia de reemplazo hormonal™. Los principales sintomas son prurito y, en menor medida, la

131,132

ictericia. Los niveles séricos de SB se incrementan , se produce sufrimiento fetal, pudiendo

conducir a parto prematuro, e incluso a muerte fetal intrauterina®®.

Debido a la importancia de su correlato clinico, la colestasis inducida por estrogenos en
roedores, es un modelo experimental de colestasis hepatocelular ampliamente utilizado. La
injuria colestasica puede ser generada en el transcurso de dias al administrar 17a-etinilestradiol
(EE, Figura 1.4) a ratas, o en minutos por administracion de estradiol 17p3-D-glucurénido (E17G,

Figura 1.4). Estos estrogenos inducen colestasis reduciendo tanto el FBDSB como el FBcISB***.
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Figura 1.4: Estructura quimica de las moléculas de estradiol (izquierda), EE (centro) y E17G (derecha).
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En América del Sur, las hepatopatias colestasicas, particularmente aquella asociada al

> o dietarios'®®. Si bien en la

embarazo, presentan alta incidencia debido a factores étnicos®
Argentina no hay datos estadisticos concretos, en paises como Chile se ha observado una
incidencia de hasta el 16% de las gestaciones y dentro de la subpoblacién india araucana del

28%°,

Se cuenta con pocas alternativas terapéuticas para tales patologias, quedando en la
practica reducidas al 4cido ursodesoxicélico™’, de alto costo y uso empirico. Entender los
mecanismos moleculares involucrados en la falla secretora en colestasis resulta, por lo tanto,
esencial para ampliar las posibilidades terapéuticas y para entender las bases mecanisticas de
las ya existentes. Aunque el estudio es de naturaleza basica y experimental, el entendimiento de
los mecanismos por los cuales el proceso colestasico ocurre no solo contribuye al conocimiento
de la fisiopatologia, sino que permite identificar blancos promisorios para nuevas
intervenciones terapéuticas, ademas de expandir el espectro de posibilidades para su

diagnéstico precoz.
1.3.2.1. Colestasis por EE

EL EE, administrado subcronicamente (5 dias), disminuye la captacion sinusoidal de SB, en
parte, por la disminucién en la expresién de Ntcp en la membrana basolateral. A nivel
canalicular, se demostrd que EE disminuye el transporte ATP-dependiente de taurocolato (TC) en
preparaciones vesiculares de membrana canalicular debido a una alteracion post-transcripcional
en la expresion de Bsep™*1**M Esta expresion se encuentra levemente afectada, mientras que
la expresién de Mrp2 disminuye en mayor grado, también a un nivel post-transcripcional'*. EE
también induce una disminucién en la expresion de Oatps, afectando la transcripcion de sus
genes, junto con una induccién también transcripcional de Mrp3™°'* La disminucién en el
FBcISB inducida por EE puede deberse a la alteracion en la excrecién biliar de HCO; ™ y GSH™.
La disminucion en la excrecion biliar de GSH puede, a su vez, estar asociada a una alteracion a

2 Finalmente, EE incrementa la

nivel post-transcripcional en la expresidbn de Mrp
permeabilidad de las uniones estrechas, con lo cual puede ocurrir reflujo por via paracelular de

los componentes determinantes de ambas fracciones del FB*43714¢

Un mecanismo clave que podria explicar la disminucién postranscripcional en la
expresion de Mrp2 y Bsep es la internalizacion endocitica de Mrp2'”. Esta internalizacion se
asocio a un cambio en el estado de fosoforilacion y posterior disrupcidn de la localizacidon de
radixina, una proteina que ancla a Mrp2 en la membrana canalicular y cuyo déficit de expresion
lleva a endocitosis del transportador (ver item 1.2.2.1.1.2). Si bien no se ha estudiado la

existencia de un fendmeno endocitico similar para Bsep en la colestasis por EE, el mismo es
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factible, ya que radixina también interacciona fuertemente con este transportador, y contribuye

decisivamente a su anclaje (ver item 1.2.2.1.1.2).

EE no produce colestasis aguda, sino que requiere de varios dias para establecerse, razén
por la cual se ha postulado la necesidad de la existencia de un proceso metabélico previo que
manifieste su efecto colestasico. En efecto, se ha postulado que el efecto colestasico inducido

por EE depende en gran medida de su conversién a EE 178-glucurénido,*##

que es un potente
Yo 150 . . . 7 . ’
agente colestasico™, por lo cual es posible hipotetizar que estarian involucradas vias de

sefalizacidon similares a las descriptas mas adelante para la colestasis inducida por E17G.
1.3.2.2. Colestasis por E17G

El E17G es un metabolito endoégeno del estradiol glucuronizado en su anillo "D". Los
niveles plasmaticos del mismo aumentan durante el tercer trimestre de embarazo, pudiendo
éste ser un factor clave en la patogénesis de la colestasis intrahepatica que se observa en

mujeres susceptibles’.

La administracion de E17G en bolo a ratas produce una colestasis dosis-dependiente,
aguda y reversible, afectando las fracciones dependiente e independiente de SB del FB. Nuestro
grupo realizd6 numerosos aportes al entendimiento de la colestasis inducida por este metabolito
estrogénico. Luego de una Unica inyeccion del metabolito por via Lv, el flujo de bilis disminuye
de una manera dependiente de la dosis, con un pico a los 20 min., recuperandose
espontaneamente y llegando a niveles normales luego de 2 hs después de la inyeccion™. La
fase colestasica se asocia con la internalizacién endocitica de Bsep y Mrp2, mientras que la fase
de recuperacién es consecuencia de la reinsercidon espontanea de vesiculas que contienen a

estos transportadores'***,

El estudio sobre los cambios en la localizacion y actividad de Mrp2 en el higado de ratas
tratadas con E17G demostré que la internalizacidn endocitica del transportador es
independiente de microtubulos, y va acompaiada de un deterioro en la actividad, evidenciado
por una disminucién en la capacidad de transporte del sustrato modelo dinitrofenil-
glutation'*>*. Ademas, se evidenci6é que la reinsercion de Mrp2 en la membrana canalicular
durante la fase de recuperacion si depende de la integridad de microtubulos, ya que animales a
los que se les pre-administra colchicina no recuperan totalmente el FB ni la velocidad de
excrecion de bilirrubina, fenémeno asociado a la falla en la reinsercion de este transportador®>>.
También se observo que la administracion de E17G a ratas mutantes que no expresan Mrp2 no
induce colestasis; este hecho condujo a postular la existencia de algun tipo de interaccién entre
E17G y Mrp2 en el momento en que E17G esta siendo transportado via Mrp2 a la bilis. Esta

interaccién afectaria de algun modo la localizacion y la actividad de Mrp2, desencadenando, al
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menos en parte, los fendmenos colestasicos observados™. Dado que Bsep es internalizado
endociticamente bajo las mismas condiciones que Mrp2, es posible que exista una asociacién
cercana entre estos transportadores canaliculares. Se ha propuesto ademas la existencia de un
mecanismo de trans-inhibicién de Bsep inducido por E17G">, aunque su relevancia in vivo ha

sido cuestionada®*!**,

1.3.2.2.1. Rol de vias de senalizacion intracelular en la colestasis por E17G

La sefializacién intracelular se ha convertido en un hecho fundamental para explicar el
desarrollo de diferentes modelos de colestasis'*®******°. Los cambios en la localizacion de los
transportadores que ocurren en la colestasis dependen de la activacion por el agente
colestasico de vias de sefalizacion criticas en la regulacion del proceso de reciclado de los
transportadores canaliculares. Distintas proteinas involucradas en al menos dos vias de

sefializacion independientes estan implicadas en la colestasis inducida por E17G (Figura 1.5).

Crocenzi y col™® demostraron un rol critico de la isoforma dependiente de Ca®" ("clasica")
de PKC (cPKC) en la internalizacidén de Bsep y Mrp2, con la consecuente falla secretora de SB y
aniones organicos, en la colestasis inducida por E17G. La activacion de fosfoinositosido 3
quinasa (PI3K) ha sido involucrada también como una pieza clave en la colestasis por E17G.

(*** mostraron que la via de PI3K, a través de su proteina quinasa efectora, Akt estan

Boaglio y co
involucrados en la internalizacién de Bsep y Mrp2 inducida por E17G. En este caso, PI3K/Akt
actia complementariamente con cPKC. Mientras que cPKC seria responsable de la
internalizacién endocitica de los trasportadores canaliculares, PI3K/Akt retrasaria la reinsercion
espontanea de las vesiculas conteniendo los mismos. Cascada abajo de las vias mencionadas,
Boaglio y col. demostraron la participacion de las proteinas ERK1/2 y p38MAPK, dos Ser/Tre
quinasas pertenecientes a la familia de las MAPKs (acronimo inglés de "mitogen-activated

protein kinase")®.

Barosso y col. identificaron al receptor de estrégenos alfa (REa) como un componente
necesario en la via de sefializacién cascada abajo de cPKC™, postulando a la glucégeno sintasa
quinasa-3 (GSK-3)'" como la potencial mediadora de la fosforilacién del REq, ya que es activada
por cPKC y su inhibicion bloquea la fosforilacién del REa'®% La activacion de GSK-3 que ocurre
cascada debajo de cPKC se produce por desfosforilacidon de la quinasa en ser 21 (GSK3p) o ser 9
(GSK30), por lo tanto, PKC no actuaria en forma directa, sino a través de una fosfatasa, ya que es
conocido que la actividad reciproca de quinasas y fosfatasas determina el nivel de fosforilacién

proteica en las células.
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Figura 1.5: Vias de sefializacion involucradas en el proceso de internalizacion endocitica de transportadores canaliculares
en la colestasis por E17G. Las flechas con lineas continuas indican las proteinas involucradas cascada abajo, mientras que las
flechas punteadas indican que podria haber intermediarios auin no identificados.

Ademas, Barosso y col. también observaron y caracterizaron la participacion del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, acrénimo en inglés de "epidermal growth factor
receptor") en modelos de colestasis por E17G con la particularidad que esta participacidén ocurre
en la misma via del REa y el efector de EGFR seria una quinasa Src*®%. Src podria ser el vinculo de

la via con la internalizacion de los transportadores canaliculares.

En concordancia con este hallazgo, Cantore y col han observado que la quinasa Fyn,
perteneciente a la familia de las quinasa Src, participa de la internalizacién de los
transportadores canaliculares por hiperosmolaridad®. Por otro lado, se ha observado que Src
puede fosforilar la cadena pesada de clatrina'® y B-adaptina (Tyr 737), componente del
complejo AP2' que participan de la formacién de vesiculas recubiertas de clatrina, via

endocitica que podrian sufrir los transportadores canaliculares en colestasis.

Nuestro grupo de trabajo ha descrito dos roles distintos y opuestos para AMPc en

colestasis: el aumento de AMPc que ocurre luego de la estimulacion por glucagon o salbutamol,
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que induce la reinsercion de transportadores previniendo la colestasis por E17G, y el AMPc
sintetizado a partir de la accion de E17G sobre receptor acoplado a proteina G 30 (GPR30,
acrénimo en inglés de "G protein-coupled receptor 30"), el cual es esencial para que se
produzca la desinsercién de los transportadores canaliculares'®®, y por lo tanto, el proceso

colestasico.

In vitro, Zucchetti y col observaron que la inhibicién farmacolégica de GPR30 por el
antagonista G15 producia un alto grado de proteccién, indicando que este receptor participa en
la alteraciéon funcional que E17G induce sobre los transportadores canaliculares Mrp2 y Bsep. Sin
embargo, la activacion especifica de GPR30 con el agonista G1 no mostro efectos colestasicos a
pesar de lograr aumentar AMPc y activar PKA, indicando que la activacién de esta via es

necesaria pero no suficiente para producir estas alteraciones colestasicas.

La participacion de AMPc fue evaluada mediante la determinacion de sus niveles en DAH,
en donde se observaron aumentos moderados en presencia de E17G, los cuales fueron
revertidos al inhibir GPR30, hecho que confirma que para producir estos aumentos se requiere
la activacidn de este receptor. GPR30 estaria actuando independiente y complementariamente a
la via de REq, llevando a la internalizacion de los transportadores canaliculares Mrp2 y Bsep a
través de la activacion de adenilato ciclasa y PKA™ e inhibiendo la vias de reinsercion al activar
la via PI3K/Akt/ERK1/2%°%  La activacién simultanea de todas estas vias llevaria a mantener

internalizados a los transportadores canaliculares en la colestasis por E17G.

La activacion de quinasas dependientes de Ca’*-calmodulina (CaM-K) por medios
convencionales requiere la unién del complejo Ca’*-calmodulina a la enzima para iniciar el
proceso. En las células en reposo, los niveles de Ca’" citoplasmatico y nuclear son bajos
(aproximadamente 100 nM), mientras que luego de un estimulo adecuado los niveles de Ca** en
el citoplasma y en el nucleo pueden cambiar drasticamente debido a la apertura de los canales
de calcio en la membrana extracelular y/o por los canales de inositol trifosfato que se
encuentran en el reticulo endoplasmico. Este incremento en los niveles de Ca** es acompafiado
de un aumento de los niveles del complejo Ca**-calmodulina, llevando a la activacion de las
enzimas activadas por Ca’*-calmodulina como las CaM-Ks'®. Nuestro grupo evidencié que
E17G aumenta los niveles de Ca’* intracelular y activa CaM-KIl; a su vez se vio que los
bloqueadores de Ca** (nifedipina y verapamilo), los inhibidores de calmodulina
(trifluoroperazina y W7) y de CaM-KIl (KN62) protegen de la alteracidn en los transportadores
canaliculares inducida por el estrogeno, demostrando un rol de esta via en la colestasis por
E17G™%.

La fosforilacion de proteinas es una modificacion postraduccional reversible que juega
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un papel critico en la regulacion de muchos procesos celulares, incluyendo la proliferacion
celular, la diferenciacién, la apoptosis, la transduccién de sefiales’™, etc. Como se ha
mencionado hasta aqui, en la colestasis por E17G estan implicadas varias vias de sefializacion en
la que participan quinasas, lo cual indica que los mecanismos fisiopatoldgicos involucran la
regulacion de la fosforilacion y la desfosforilacion de proteinas. En los ultimos afios, la
fosfoprotedbmica se ha convertido en una herramienta poderosa, sensible y robusta para poder
identificar cambios en el nivel de fosforilacién de multiples proteinas'”®, siendo una herramienta
de gran utilidad para evaluar los blancos de vias de sefalizacion, mediante el analisis del nivel
diferencial de fosforilacion de proteinas bajo diferentes condiciones o tratamientos'’*. Es por
ello que, en un esfuerzo por identificar los posibles mecanismos involucrados en la colestasis
por E17G, en esta tesis hemos decidido realizar un estudio fosfoprotedmico y bioinformatico,
para poder asi detectar proteinas que cambien su estado de fosforilacién en respuesta al

tratamiento con E17G, y que puedan cumplir un rol en la fisiopatologia de esta colestasis.

1.3.2.2.2. Rol de vias de senalizacion intracelular en otros modelos de

colestasis

Existe evidencia que muchas de las proteinas quinasas mencionadas en las vias de
sefalizacidon procolestasicas descriptas para E17G, participan ademas en otros tipos de
colestasis, es decir, que podrian ser parte de un mecanismo comun en la patogenia de cuadros

colestasicos.

Algunos ejemplos representativos son la cPKC, principalmente PKCa en hepatocitos. La
activacion selectiva de cPKC con timeleatoxina induce la internalizacion endocitica de Bsep y
produce colestasis en el higado de rata aislado y perfundido’’?. Coincidentemente, la activacion
pan especifica de las isoformas clasicas y noveles (nPKC) con forbol-12-miristato-13-acetato
también induce la redistribucidon de Mrp2 canalicular hacia la membrana basolateral en células

de hepatocarcinoma humano HepG2'*.

En concordancia con estos resultados, nuestro grupo también demostré que la
participacion de cPKC es critica en la internalizacion endocitica de Bsep en la colestasis inducida
por estrés oxidativo con tfert-butilhidropedxido™®. Sin embargo, la activacion de proteinas
quinasas bajo condiciones de estrés oxidativo depende de la magnitud del mismo. Bajas
concentraciones de acido etacrinico, compuesto oxidante, no activan cPKC pero si isoformas
nPKC. En estas condiciones, el compuesto internaliza Mrp2, por un mecanismo probablemente
dependiente de Ca*?. Por el contrario, dosis mas altas, posiblemente producen la activaciéon no

s6lo de nPKC sino también de cPKC, induciendo la internalizacién de Bsep y Mrp2'%.
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La isoforma de nPKC épsilon (PKCeg) es también activada en la colestasis inducida por TLC,
y se ha sugerido que participa en el efecto colestasico del mismo, aunque aun no hay
evidencias directas'”®. La activacién PKCe estd mediada por la activaciéon de PI3K inducida por
TLC, ya que los productos de PI3K son potentes activadores de la PKCe. Ademas, la activacion de
PI3K ha demostrado desempefiar un papel clave en la colestasis inducida por TLC, y en la

internalizacidn de los transportadores canaliculares involucrados en este fenémeno'™.

1.3.3. Estrategias terapéuticas anti-colestasicas basadas en la modulacion de la

localizacion de los transportadores canaliculares Bsep y Mrp2

Como se menciond anteriormente, en la colestasis inducida por E17G (ver item 1.3.2.2),
la internalizacion de los transportadores hepatocelulares se revierte espontaneamente si el
estimulo colestasico es transitorio. Esta reinsercidon espontanea se produce por una via
dependiente de microtubulos hacia la membrana canalicular®. Basandose en este fendmeno,
se han disefado varios enfoques terapéuticos experimentales para impedir la internalizacién de
los transportadores y/o acelerar esta reinsercién, lo cual evitaria consecuencias irreversibles de
la internalizacion sostenida, como la degradacidén lisosomal de los transportadores. Los
compuestos que se ha demostrado que previenen la internalizacién endocitica de los

transportadores canaliculares y/o aceleran su reinsercion exocitica incluyen:

e  AMPc: fue una de las primeras moléculas de sefalizacion probadas por su capacidad
para estimular el transporte vesicular en general, y la insercion exocitica de los transportadores
canaliculares en particular'’’. Las vias de sefializacién que median la translocaciéon de Mrp2
inducida por AMPc en células hepaticas no han sido completamente esclarecidas, existiendo
evidencias contradictorias. Se ha propuesto que AMPc estimula la reinsercion de Mrp2 mediada
por PI3K mediante su activacion dependiente de nPKC'”. Por otra parte, una publicacién mas
reciente involucra la participacion de p38 MAPK (isoforma a), la cual es independiente de PI3K"®.
Estos resultados, se basan en el uso de inhibidores quimicos de las moléculas de sefalizacion

estudiadas, los cuales pueden tener reactividad cruzada.

Ademas de la actividad pro-exocitica de AMPc, se demostrd que tiene propiedades
anticolestacicas al prevenir/revertir la internalizacion de transportadores canaliculares del tipo
ABC en varios modelos de colestasis hepatocelular experimental. En la colestasis inducida por
E17G en higado de rata aislado y perfundido, la caida inicial tanto del flujo biliar como de la

2'3 que ocurre en la fase aguda de la colestasis puede

actividad de transporte de Bsep™*y Mrp
ser parcialmente prevenida mediante la administraciéon de AMPc o su precursor, dibutiril-AMPc
(DBAMPc). Mas significativamente, AMPc induce una aceleracién de la recuperacién espontanea

del flujo biliar, ast como de la funcion de transporte y localizacién de Mrp2 que ocurre durante
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la fase de recuperacién de esta colestasis'. Una aceleracién similar de la re-insercion de Bsep
ha sido descrita por nuestro grupo en colestasis inducida por TLC'®. En DAH, se confirmé un
efecto preventivo de AMPc tanto en la alteracion de la localizacion como de la funcidn de
transporte de Bsep inducida por E17GY"*"8 y TLC''®”_En este caso, la prevencién por AMPc fue
completa, ya que el modelo de DAH no permite un registro dindmico del fenédmeno colestasico

y su reversion.

Nuestro grupo también demostr6 que la modulacién hormonal de los niveles
intracelulares de AMPc en DAH a través del tratamiento con glucagon y salbutamol (un agonista
B-adrenérgico), es capaz de prevenir la alteracion en la localizacién y funcion de Bsep y Mrp2
inducida por E17G. La prevencidén producida por glucagon fue dependiente de la activacion de
la proteina quinasa activada por AMPc (PKA) e independiente de la proteina fijadora de AMPc
Epac y de la integridad de microtubulos. En contraste, la prevencion inducida por salbutamol
fue independiente de PKA y dependiente de Epac y microtubulos. Estos efectos anticolestasicos
de glucagdn y salbutamol fueron aditivos, lo cual sugiere fuertemente que las diferentes vias

involucradas llevan a la elevacién de diferentes pooles intracelulares de AMPc'”.

o Tauroursodesoxicolato (TUDQ): esta sal biliar conjugada con taurina estimula la
inserciéon exocitica de Bsep como parte de su efecto colerético™®. Ademas, contrarresta la
internalizacion endocitica de Bsep' y Mrp2'™> en la colestasis inducida por TLC. Se ha
propuesto que la isoforma dependiente de Ca*? de PKC, PKCa, media el efecto anticolestécico
de TUDC™®, a través de un mecanismo cooperativo con PKA'™? Esto estd en aparente
contradiccion con los resultados de que la activacion de PKC conduce a la patologia
colestasica'’? sin embargo, la respuesta bioldgica llevada a cabo por la accion combinada de
diferentes proteinas quinasas (PKCa / PKA) puede ser diferente de la llevada a cabo por sélo una
de ellas (PKCa). Ademas de estos efectos anticolestasicos, el TUDC tiene efectos coleréticos
cuando se administra a ratas normales, en parte estimulando la insercion de los transportadores
en la membrana apical. Aunque se piensa en gran medida que este efecto colerético explica sus
efectos anticolestasicos, este fendmeno implica la participacion de proteinas quinasas como las
MAPKs ERK 1/2'® y p38 MAPK'®, el efecto anticolestasico de TUDC en la colestasis inducida por
TLC no est4 mediado por MAPKs'®*,

1.4. MODELOS /N VITRO PARA EL ESTUDIO DE ALTERACIONES EN LA FUNCION
DE TRANSPORTE HEPATOCANALICULAR

La necesidad de estudiar de una manera rapida y reproducible los cambios rapidos

producidos en el transporte canalicular de hepatocitos debido a alteraciones en la localizacion
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y/o funcion de los transportadores de membrana canalicular, minimizando el uso de animales
de laboratorio, ha impulsado el desarrollo de modelos hepatocelulares polarizados in vitro. Por
ejemplo, las DAH es un modelo utilizado con éxito desde principios de 1980 para estudiar las
alteraciones, deterioro de la funcién y la localizacidn de los transportadores inducida por los
compuestos  toxicos y/o colestasicos, y su prevencibn mediante compuestos
hepatoprotectores'’*1#>!% | a administracién a DAH de E17G™*'8 o de la sal biliar TLC'®"%8
induce una colestasis aguda, acompafada de la internalizacién endocitica de los
transportadores canaliculares Mrp2 y Bsep y de la alteracidon asociada a este evento en su
funcion de transporte, tal como se observa en la colestasis aguda in vivo causada por estos

compuestos'**’&,

Estas alteraciones se manifiestan con la intervencion de varias vias de sefalizacion
intracelular 8687100189190 |55 cyales requieren estudios de activacion en el tiempo (por pruebas
de actividad enzimatica o Western blot). Para ello, se requieren cantidades importantes de
proteina, dificil de obtener a partir de cultivos de DAH, debido al bajo rendimiento celular de
estas preparaciones. Ademas, para obtener evidencias mecanisticas mas directas, se necesita
utilizar, por ejemplo, herramientas de silenciamiento (knock-down) del gen que codifica el
candidato molecular de la via de sefalizacidon en estudio, utilizando la tecnologia de ARN de
interferencia (ARN(). Estos estudios se realizan por lo general entre 48 y 72 hs después de la
transfeccion con el correspondiente ARNi, lo que hace imposible la utilizacién de DAH, puesto

que sélo mantienen su funcionalidad durante aproximadamente 10 hs'".

Un modelo alternativo in vitro es el cultivo primario de hepatocitos en configuracion
sandwich (CPHS), el cual es un modelo hepatocelular polarizado, basado en cultivo primario de
hepatocitos entre dos capas de colageno gelificado, con alto rendimiento celular y que
reproduce las condiciones fisioldgicas de mejor manera, adquiriendo y manteniendo durante
varias semanas, una morfologia mas similar a aquella presente in vivo, con niveles de secrecion
fisiologicas de muchas proteinas especificas del higado y compuestos organicos, como la urea,

albdmina y SB**'%,

Dos metodologias diferentes se han descrito y aplicado para el estudio del transporte
canalicular en CPHS. La primera, se basa en el calculo del indice de excrecidn biliar de sustratos
radioactivos o fluorescentes del transportador en estudio, mediante la medicién de la diferencia
entre la cantidad de compuesto fluorescente / radiactivo acumulada en todo el cultivo (células
mas canaliculos biliares) y la cantidad de compuesto retenido en el cultivo después de la
exposicién a un medio libre de Ca*™ lo cual conduce a la apertura de las uniones estrechas y
permite la liberacién del contenido canalicular'®. Sin embargo, este método tiene

inconvenientes importantes que hacen complicado su uso rutinario, e incluso pueden poner en
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duda los resultados obtenidos, ya que: 1) es engorroso, ya que tiene un gran nimero de etapas,
2) la reproduccién de los resultados es dificil, dado que se requieren dos preparados por grupo
experimental, 3)no considera los posibles cambios que pueden producir los cambios en los
niveles de Ca*? extracelular cuando se evallian eventos de sefializacidon sefializacion intracelular,

etc.

Una alternativa, mas directa y mas rapida ha sido utilizada recientemente con éxito para
medir los procesos de transporte mediados por Bsep'®® y Mrp2'®’. Consiste en medir el aumento
en el tiempo de la fluorescencia asociada aun sustrato fluorescente especifico para los
transportadores en estudio en los canaliculos de forma cuantitativa a través de la adquisicion de
imagenes, con la ayuda de un microscopio de fluorescencia invertido o un microscopio
confocal'®®. En la actualidad, no se ha evaluado sistematicamente si las alteraciones funcionales
inducidas por compuestos colestasicos o coleréticos pueden reproducirse en CPHS, haciendo a

este modelo Util para el estudio de los mecanismos asociados a estas alteraciones.
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2.1. OBJETIVO GENERAL

La endocitosis de transportadores canaliculares es un mecanismo fisiopatolégico clave de
alteracién secretora biliar, capaz de explicar la falla secretora aguda producida por drogas u
hormonas colestasicas, y de agravar el dafio hepatocelular en colestasis sostenidas tanto de tipo
hepatocelular como obstructivo, promoviendo la degradacion de los transportadores

endocitados.

A pesar de la universalidad de este mecanismo en muchos tipos de colestasis clinicas y
experimentales, y de los importantes avances en el entendimiento de las vias de sefalizacidn
que lo regulan, los mecanismos moleculares que explican el fendmeno endocitico en st son

desconocidos.

El presente trabajo de tesis tiene como objetivo general profundizar en el entendimiento de
la biologia celular del proceso de endocitosis de transportadores canaliculares en el cuadro
colestasico inducido por el agente colestasico modelo E17G en la rata, mediante la
identificacion de nuevas estructuras celulares que participen en este proceso, ast como

proponiendo nuevas metodologias y validando modelos celulares "in vitro" para su estudio.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Validar el modelo in vitro de cultivo primario de hepatocitos de rata en sandwich de
colageno para la evaluacion de drogas que afecten la formacién de bilis canalicular mediante

mecanismos que alteran la funcién y localizacién de transportadores canaliculares hepaticos.

v Dilucidar el mecanismo mediante el cual se produce la endocitosis de los

transportadores canaliculares Bsep y Mrp2 en la colestasis inducida por E17G.

v Identificar, mediante estudios de fosfoprotedmica, cambios en el patron de fosforilacion
de proteinas hepaticas inducidos por E17G in vivo, con la finalidad de identificar posibles
blancos hepatocelulares de aquellas proteinas quinasas involucradas en la colestasis inducida
por E17G.
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3.1. REACTIVOS

La colil-glisil amido fluoresceina (CGamF) fue generosamente cedida por el Profesor Alan
Hofmann (Universidad de California, San Diego). E17G, colagenasa tipo A (de Clostridium
histolyticum), albimina sérica bovina (ASB), azul de tripan, 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB),
medio de cultivo L-15, detergente Triton X-100, medio de cultivo DMEM, dimetil sulféxido
(DMSO), Triton X-100, dodecil sulfato de sodio, acido etilen glicol-bis(2-aminoetileter)-N, N, N,
N'-tetraacético (EGTA), N, N, N', N'-tetrametiletilendiamina (TEMED), acrilamida/bis-acrilamida,
ditiotreitol (DTT), persulfato de amonio, uretano, fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato reducida (NADPH), nicotinamida adenina dinucledtido oxidada
(NAD"), Tween 20, taurocolato (TC), paraformaldehido, N6,2°-O-dibutiriladenosina 3"5'-
monofosfato ciclico (DBAMPc) y anticuerpo de ratén anti 3-actina, dexametasona, gentamicina,
solucion de antibiotico 100X (penicilina, estreptomicina, anfotericina), uretano, B-NAD, 3-a
hidroxiesteroide deshidrogenasa, anticuerpo de ratén anti -actina, monodansylcadaverina
(MDQ), filipina, taurolitocolato (TLC) y el cdctel de inhibidores de proteasas fueron adquiridos de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Los anticuerpos de conejo anti-cadena pesada de clatrina
humana, anti-Rab5 humano, anti-caveolina 1 y anti-AP2 humana fueron adquiridos de Cell
Signaling. 5-clorometil fluoresceina diacetato (CMFDA), Alexa Fluor 568 faloidina fueron
adquiridos de Molecular Probes (Eugene, OR). El Dulbecco’'s modified Eagle medium (DMEM) y
el anticuerpo de raton anti-MRP2 humano (M2llI-6) fueron obtenidos de Alexis Biochemicals
(San Diego, CA). Los anticuerpos de raton anti-lgG y anti-ocludina humana y el anticuerpo de
conejo anti-ocludina humana fueron obtenidos de Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, MA).
Los anticuerpos anti-IgG de raton y de conejo conjugados con Cy2 y los anticuerpos anti-IgG de
raton y conejo conjugados con Cy3 fueron adquiridos de Jackson ImmunoResearch (West
Baltimore Pike, USA). El anticuerpo de conejo anti-Bsep humano fue adquirido en Kamiya
Biomedical Company (Seattle, USA). Todos los otros quimicos utilizados en esta Tesis fueron de

la mayor calidad disponible comercialmente.
3.2. OBTENCION DE COLAGENO TIPO | A PARTIR DE COLA DE RATA

Como matriz extracelular para los cultivos celulares se utilizdé una base de colageno tipo |
en las placas de cultivo. El colageno se obtuvo a partir de las colas de cinco ratas hembras de
aproximadamente 50 dias. Se extrajo el tejido cartilaginoso de las mismas, y se aislo del tejido
muscular con ayuda de un bisturi. Luego, se colocé en 250 mL de solucién lavadora NaCl 4,5 M;
Tris 0,05 mM (pH 7,5) y EDTA 20 mM), la cual se agitd vigorosamente con el objetivo de separar
de los restos de tejidos y sangre que hayan quedado del procedimiento anterior. Se lavé tres
veces con agua destilada, y se coloco durante 12-24 hs a 4 °C en 250 mL de solucién de acido

acético (0,5 M, pH 2,5), con agitacion moderada, produciéndose la disolucién de la proteina en
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cuestidn. La solucion resultante se filtré a través de una gasa, y se centrifugd 90 min a 37.000 g
en tubos de 50 mL en una centrifuga Beckman Coulter Avant-J25 (Beckman Ltd, High Wycombe,
Inglaterra), recuperandose el sobrenadante. Posteriormente, se procedid a realizar un salting-
out para precipitar el colageno, agregandose lentamente NaCl sélido, en agitacidén continua y
moderada, hasta alcanzar una concentracion de 0,7 M, dejandose la preparacién en reposo a 4
°C durante 12-24 hs.

Luego de este periodo, se centrifugo la solucién durante 45 min a 37.000 g. El pellet se
disolvié durante 12-24 hs a 4 °C en 60 mL de acido acético (0,5 M, pH 2,5) con agitacién
moderada. En un paso posterior, se centrifugé 90 min a 37.000 g, y el sobrenadante resultante
se dializé (membrana de dialisis de tamafo de poro de 12kDa) contra acido acético 0,5 M (pH
2,5) durante 12-24 hs a 4 °C**. Finalmente, la solucién de colageno obtenida se liofilizo,

utilizando un equipo Labconco, (Kansas City, Estados Unidos).

El colageno obtenido se disolvid en acido acético 5 mM con agitacion moderada toda la
noche a 4 °C, y se llevo a pH 7,4 con buffer fosfato salino (Na,HPO4 30 mM; NaCl 100 mM),
obteniéndose una concentracién de 2,4 mg/mL con la que se prepararon las placas con las que
se realizaron los cultivos de DAH. Para los CPHS, el colageno se disolvié en acido acético 20 mM
con agitacién moderada toda la noche a 4 °C, se llevé a pH con NaOH 2M y se agregé DMEM
10x (10 % v/v), llevandose a una concentracion de 4mg/mL. Las placas se prepararon cubriendo
uniformemente los pocillos con la solucion de colageno utilizando una espatula estéril, seguido
de una incubacion a 37 °C durante 2 hs y, finalmente expuestas a 1 h a luz UV para su

esterilizacion.
3.3. ANIMALES

Se utilizaron ratas Wistar hembra adultas, endocriadas en el bioterio central de la Facultad
de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la U.N.R, bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad, y ciclo luz-oscuridad de 12 horas. Los animales fueron tratados en los
experimentos de acuerdo a normas internacionales y a protocolos para el uso y manejo de
animales de laboratorio aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias

Bioquimicas y Farmacéuticas de la U.N.R.
3.3.1. Modelos in vitro
3.3.1.1. Duplas Aisladas de Hepatocitos (DAH)

3.3.1.1.1.  Aislamiento, enriquecimiento y cultivo de DAH
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Las DAH se obtuvieron a partir de la perfusion in situ de higados de ratas, de acuerdo al

0

método de doble perfusién con colagenasa®®. La suspensiéon celular obtenida fue luego

enriquecida en duplas mediante elutriacion®.

Este método consiste en digerir de manera incompleta el higado de rata, primero
perfundiéndolo durante 15 min con una solucién amortiguadora libre de iones Ca?*, para
debilitar las uniones celulares, y luego con el buffer con colagenasa s6lo 5 min, y con una
concentracién de la misma de 1.300 U/L (aproximadamente un 30 % de la usada para obtener
hepatocitos aislados). Las perfusiones se realizan a un flujo constante de 20 mL/min. La cantidad
de células obtenidas se incrementa al incubar el resto del tejido hepatico durante dos
disgregaciones mecanicas de 7 min con 30 ml de la solucién de colagenasa descripta
anteriormente, en un bafio de agua a 37° C. Luego de filtrar la suspension celular obtenida a
través de una malla de nylon, se dejan decantar las células durante 15 min en hielo. Luego, se
retira el sobrenadante, se resuspenden las células con medio L-15 fresco y se dejan decantar
nuevamente durante 15 min en hielo. Finalmente, se descarta el sobrenadante, y se

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

La suspension celular obtenida contuvo aproximadamente un 25% de duplas de
hepatocitos con una alta viabilidad (> 90%), determinada mediante exclusidén del colorante azul
tripan. Esta preparacion inicial, conteniendo poblaciones variables de agregados hepatocitarios,
fue luego enriquecida en duplas mediante elutriacion, segun la técnica descripta por Wilton y
col®. La elutriacidon es un proceso fisico que consiste en la separacion de células (y de
particulas en general) de acuerdo con su velocidad de sedimentacion, en el cual se utiliza un
flujo del propio medio de suspension celular en sentido contrario a la sedimentacion,
combinado con la accién de la fuerza centrifuga. Asi, las células son sometidas a la accidn de
dos fuerzas opuestas (ver Figura 3.1), a saber: | la fuerza centrifuga, que trata de llevar a las
células hacia la parte externa de la camara de elutriacion, y i) el arrastre en sentido opuesto que
provoca un flujo continuo de medio impulsado por una bomba peristaltica que ingresa desde la
parte externa de la camara y sale por la parte interna de la misma, que propulsa las células hacia
el centro. Cambiando solamente la velocidad de flujo del medio, mientras que la velocidad del
rotor se mantiene constante, podemos recoger las distintas alicuotas de acuerdo al tamafio o el
estado de agregacién celular que nos interesa seleccionar’®. Utilizando un flujo bajo, se
recuperan los detritos celulares y luego, a medida que aumenta el flujo, van apareciendo los
agregados celulares de menor a mayor velocidad de sedimentacién, o sea células agrupadas de
a pares, en adelante. La camara debe mantenerse a temperatura ambiente (21° C) durante todo
el proceso, y el medio debe estar frio (aproximadamente 4° C), para conservar la integridad de
las células, manteniendo su fluidez de membrana. Las muestras obtenidas son, finalmente,

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

una bomba peristaltica.
Ingreso del flujo

Salida de
la muestra

Fuerza centrifuga

Figura 3.1. Representacion esquematica de la camara interna de un rotor de centrifuga utilizado para elutriacién. El
aumento gradual de la fuerza centripeta (flujo de ingreso), frente a una fuerza centrifuga constante permite la separaciéon de
poblaciones celulares en funcion del tamafio de las mismas.

Las DAH fueron cultivadas en placas de 24 pocillos cubiertas con colageno, a una
densidad de 2 x 10* cél/mL, 37° C, 4,5-5 hs en medio de cultivo L-15. Este tiempo es necesario y
suficiente para que las duplas restablezcan la polaridad de sus membranas celulares™. La
viabilidad de las células fue evaluada por el test de exclusidon de azul de tripan. Los estudios se

realizaron solo cuando la viabilidad de los hepatocitos fue > 90%.
3.3.1.1.2. Tratamientos realizados a las DAH

Las DAH fueron expuestas al vehiculo (DMSO; grupo control) o E17G 200 uM por 20 min.
Para evaluar el rol de los inhibidores de la endocitosis, se procedidé a realizar dos pre-
tratamientos que inhiben la endocitosis mediada por clatrina: MDC 100 yM por 15 min y
deplecion de K, este Ultimo consiste en un shock hiposmético con medio DMEM diluido al
medio durante 5 min, posteriormente una incubacién de 30 min con Medio minimo sin K* (20
mM Hepes, 140 mM NaCl, 1 mM CaCl,, MagSO,, 5,5 mM glucosa, 0,5 % ASB) o su respectivo
control con K* (10 mM KCl)*®. Por otro lado, para inhibir la endocitosis mediada por caveolina,

se preincubaron las DAH con filipina 1 ug/mL, durante 15 min.
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3.3.1.1.3. Estudios funcionales

La actividad de los transportadores Bsep y Mrp2 en las DAH fue evaluada analizando la
capacidad de acumulacion vacuolar canalicular (AVc) de los sustratos fluorescentes CGamF y
glutation metil-fluoresceina (GS-MF), respectivamente®”. El compuesto CGaMF es un analogo
fluorescente de sal biliar selectivamente transportado por el transportador Bsep?”, mientras que
GS-MF es un sustrato especifico de Mrp2 producido intracelularmente a partir del precursor

permeable CMFDA por la accidn secuencial de esterasas y glutation- S-transferasas”®.

Para realizar los estudios funcionales, luego de los pretratamientos, las células fueron
lavadas dos veces con medio L-15, y después expuestas durante 15 min a 0,3 yM CGamF o a 2,5
MM CMFDA. Luego de esta incubacion, se removié la CGamF o el CMFDA del medio, realizando
dos lavados con medio L-15 a 4° C, y se examind el porcentaje de duplas que exhibian
fluorescencia canalicular, utilizando un microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert
25). Las imagenes fueron capturadas con una camara digital (Q-color5, Olympus America Inc,
Center Valley, EE.UU). Finalmente, se determind en 3 campos de microscopio (10 X) el porcentaje
de duplas que mostraban fluorescencia verde visible en sus vacuolas canaliculares (AVc),

analizando un total de, al menos, 300 duplas por preparacion.
3.3.1.1.4. Estudios de microscopia confocal

Las DAH se cultivaron en placas de 24 pocillos sobre cubreobjetos. Luego de los
tratamientos, se fijaron con paraformaldehido al 3%, y se permeabilizaron con una solucién
amortiguadora conteniendo 0,2% Triton X-100 y ASB al 3%. Para estudios de localizacion, se
incubaron las células con un anticuerpo primario anti-MRP2 o anti-Bsep (12 hs), seguido de
incubacién con un anticuerpo secundario conjugado con Cy2 y Alexa Fluor 568-faloidina (2 hs).
Para estudios de colocalizacién, se incubaron con anticuerpo primario anti-MRP2 y anticuerpos
primarios anti-Rab5, anti-AP2 o anti-clatrina (12 hs), seguido de incubacién con anticuerpos
secundarios conjugados con Cy2 y Cy3. Finalmente, en ambas preparaciones, se incubé durante

5 min con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), para tefiir los nucleos celulares.
3.3.1.1.4.1. Localizacion de los transportadores Bsep y Mrp2

Se tomaron fotografias mediante microscopia confocal (Zeiss Pascal LSM 5, Carl Zeiss,
Alemantia). Se realizaron analisis densitométricos de las imagenes confocales cuantificando la
intensidad de fluorescencia asociada a los transportadores a lo largo de una linea perpendicular
al centro de la vacuola canalicular de 8 ym de longitud (4 um hacia cada lado de la vacuola

207

canalicular), mediante el programa Image J 1.50i"" (Figura 3.2). El espacio canalicular se

identificé en las DAH inmunotefidas con Bsep/Mrp2 por superposicién de cada imagen
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fluorescente con su imagen de contraste de fases correspondiente’®. Cada medicién fue
normalizada, de modo tal que la sumatoria de intensidades de fluorescencia de cada linea de 8
pum fue igual a 100 unidades arbitrarias. Se analizaron solamente los canaliculos que median

entrely 2,5 um.

Analisis estadistico

0

|
|
'
3

Intensidad de fluorescencia (U.A)

Distancia desde el centro de la vacuola

Inmunocitoquimica para canalicular (um)
Bsep o Mrp2 seguida de Distribucion gausiana asociada a la
microscopia confocal fluorescencia de Bsep o Mrp2

Figura 3.2. Analisis de imagenes para el estudio cuantitativo de la distribucion de los transportadores canaliculares Bsep y
Mrp2 a lo largo de un eje transversal a la vacuola canalicular en DHA. Luego de la inmunocitoquimica para Bsep y Mrp2 en DAH,
a partir de imagenes confocales se obtuvieron los perfiles de fluorescencia asociados a Bsep y Mrp2 mediante el software Image J
1.50i. La intensidad de la fluorescencia se cuantificd a lo largo de un eje perpendicular al centro de la vacuola canalicular, en una
distancia de 8 um (4 um hacia cada lado desde el centro de la vacuola canalicular).

La distribucion de la fluorescencia asociada a los transportadores a lo largo del eje
transversal a la vacuola canalicular es de naturaleza gaussiana, con una maximo en el centro de
la vacuola canalicular (Figura 3.2). El aplanamiento de dicha curva junto con un incremento de
los valores de intensidad en zonas mas alejadas del centro canalicular resulta indicativo de la

internalizacién de los transportadores desde la membrana canalicular al cuerpo celular.

3.3.1.1.4.2. Colocalizacion entre Mrp2 y proteinas involucradas en la maquinaria

endocitica

Se tomaron "stacks" de las DAH controles y tratadas con E17G mediante microscopia
confocal (Zeiss Pascal LSM 5, Carl Zeiss, Alemania). Se analizaron las imagenes mediante el
software Image J, y se estimo el porcentaje de colocalizacion del transportador canalicular Mrp2
con las proteinas AP2, clatrina y con el marcador de endosomas tempranos Rab 5, asi como de
dichas proteinas con el transportador. Se delimita el area en donde se encuentra Mrp2 y en la
misma area se mide la colocalizacién con las proteinas de interés utilizando la operacion "AND"

dentro de “/mage calculator' y se relativiza al total del transportador o al total de la proteina
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clatrina, AP2 o Rab5 para el analisis inverso.

Para las fotografias se realizd6 una mascara de Mrp2 utilizando la herramienta “Binary”,
mientras que, para la correspondiente colocalizacion con clatrina, AP2 o Rab5, se utilizé la

operacion "AND” de la herramienta “Image Calculator”, ambas del software Image J.
3.3.1.2. Cultivo primario de hepatocitos en sandwich de colageno (CPHS)

Para la realizacion de los CPHS, los hepatocitos aislados se obtuvieron a partir de
higados de rata mediante la técnica de perfusion con colagenasa®®. Brevemente, luego de la
cateterizacién de la vena porta utilizando un catéter 14G (Abbocath-T, Venisystem, Abbocath
Ireland Ltd., Sligo, Irlanda), se perfundio el higado durante 10 min en un sistema no recirculante
con solucidon de Hanks oxigenada (95 % O, / 5 % CO,) libre de Ca’, pH = 7,47-7,50,
suplementada con HEPES (3 g/l) y EGTA (0,24 g/l), cambiandose luego el medio de perfusién a
uno conteniendo la misma solucion sin EGTA, suplementada con MgSO, 1 mM, CaCl; 25 MMy
colagenasa tipo IV (4300 U/l) durante 9 min, a flujo constante de 20 ml/min. Finalmente, se
removieron los higados, y se aislaron las células por disociacion mecanica mediante agitacion
suave con varilla de vidrio durante 3-4 min. Los hepatocitos se separaron de las células no
parenquimatosas por centrifugacion a baja velocidad (30 g, 2 min), seguida de 3 lavados
consecutivos con solucion de Hanks oxigenada conteniendo CaCl, 25 mM y Tris 5 mM. La
preparacién obtenida tuvo un rendimiento de aproximadamente 400-600 x 10° hepatocitos por

higado.

La viabilidad celular fue evaluada mediante la prueba de exclusion del azul tripan. Este
método esta basado en que las células no viables, que han perdido la integridad de las
membranas celulares, no son capaces de excluir el colorante, quedando tefidas de color azul, a
diferencia de las células intactas que excluyen el colorante, observandose sin coloracion y
refringentes al microscopio éptico®®. Para realizar esta prueba, se tomé 5 pL de la suspension
de hepatocitos y se diluyé en 50 uL de azul de tripan (1,3 g/L) y 95 pL de solucién de Hanks,
complementada con HEPES (3 g/L), MgSO, (1 mM) y CaCl, (2,5 mM). Una alicuota de esta
preparacion se colocé en una camara de Neubauer y se observé al microscopio 6ptico,
determinandose el porcentaje de hepatocitos viables. Al comenzar los experimentos, la

viabilidad fue siempre mayor a 85 %.

Posteriormente, los hepatocitos fueron sembrados a una densidad de 4,5 x 10° cél/mL en
placas de 6 pocillos recubiertas con colageno gelificado, al cual se le agregé DMEM 10X (10 %
v/v) y se llevd a pH con NaOH 2 M. El medio DMEM de cultivo fue suplementado con 10 % de
suero fetal bovino, insulina 4mg/mL, glucosa 2g/L, dexametasona 25 mM, gentamicina 10

mg/mL y una mezcla de los antibidticos penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL), en
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condiciones controladas de temperatura y humedad (37°C, 95 % O,-5 % CO,), en un incubador
Forma Scientific (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, EE.UU); luego de dos horas, se
cambid el medio por DMEM modificado, descripto anteriormente, con una reduccidn en la
concentraciéon de glucosa a 1 g/L, y se cultivaron durante 24 hs. Luego, se agreg6 una segunda
capa de colageno gelificado, y se cultivaron los hepatocitos por 48 hs, tiempo al cual se

realizaron los distintos tratamientos.
3.3.1.2.1. Tratamientos en CPHS

Para validar el modelo de CPHS para su utilizacion en el estudio de mecanismos de
accién de compuestos que producen modificacién del FB, se realizaron tratamientos con los
agentes colestasicos E17G (25-200 pM) y TLC (1-2,5 uM), en medio de cultivo L-15, durante 30
min, o su vehiculo (DMSO). Para evaluar la capacidad del AMPc de prevenir los efectos

colestasicos de estos compuestos, se pre-incubé con DBAMPc (10 uM) por 15 min.

Para los experimentos de transfeccion con ARNi, se tratdé con E17G 200 uM, o con su
vehiculo en los controles, durante 30 min. Luego de los tratamientos mencionados, se agregd
CMFDA (2,5 uM), precursor metabolico del sustrato fluorescente de Mrp2, glutatidn-

metilfluoresceina (GS-MF).
3.3.1.2.2.  Técnicas aplicadas a CPHS

3.3.1.2.2.1. Estudios de actividad del transportador canalicular Mrp2

Se realizaron utilizando la metodologia descripta por Nakanishi y col."*®

, con algunas
modificaciones realizadas en nuestro laboratorio®”. Al cuarto dia de cultivo se realizaron los
tratamientos y luego se agregdé CMFDA (5 pM) sobre una platina termostatizada en un
microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert 25). Se evalu6 la acumulaciéon en los
pseudocanaliculos de GS-MF tomandose fotografias con una camara digital a intervalos de 1
min durante 8 min. Utilizando el software ImageJ (NIH, EEUU), se seleccionaron entre 70 y 100
pseudocanaliculos y se midio la intensidad promedio de fluorescencia en ellos en funcion del
tiempo utilizando el complemento "Stack 7-Functions’, graficandose dichos datos y ajustandose
mediante regresion lineal. La pendiente obtenida se considerd representativa de la “velocidad

inicial de transporte” (VIT) de Mrp2.
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3.3.1.2.2.2. Estudios de microscopia confocal
3.3.1.2.2.2.1.Evaluacion de la localizacion de Bsep y Mrp2

Los CPHS se realizaron sobre cubreobjetos. Luego de los tratamientos se fijaron con
paraformaldehido al 3 % en PBS durante 30 min, se bloquearon y permeabilizaron con 3 % de
ASB y 0,5 % Triton X-100 en PBS durante 30 min. Se incubaron con un anticuerpo policlonal de
raton anti-Bsep (1:100) o un anticuerpo monoclonal de conejo anti-MRP2 (1:100) toda la noche
a 4 °C en una camara humeda. Luego se incubaron durante 1 h con un anticuerpo secundario de
burro, con anti-IgG de conejo conjugado con Cy2 (1:200) o con un anticuerpo secundario de
cabra anti-IgG de ratén conjugado con FITC (1:200). Para delimitar los canaliculos, los filamentos
de actina se tiferon con faloidina Alexa Fluor 568 (1:100, 2 hs). Los nucleos celulares de los
hepatocitos también fueron tefiidos con DAPI 1,5 uM durante 10 min. Finalmente, las células
fueron montadas y examinadas con el sistema de laseres confocales Zeiss Pascal LSM 5. Todas
las muestras fueron validadas y calificadas de acuerdo a un criterio morfolégico (presencia
canalicular y longitud canalicular por célula). Al menos diez areas de las imagenes obtenidas
con células confluentes fueron seleccionadas al azar de cada placa de cultivo y se prosiguio al

analisis densitométrico como se describi6 en el item 3.3.1.1.4.1.
3.3.1.2.2.2.2.Estudios morfoldgicos: ancho y volumen canalicular

Se realizaron CPHS donde se delimitd el canaliculo mediante el marcaje
inmunofluorescente de actina. El ancho canalicular fue estimado mediante el analisis de
imagenes tomadas por microscopia confocal, utilizando el software Imaging NIS Elements Ar 4.0

(Nikon Instruments Inc.).

El volumen canalicular fue estimado mediante el anélisis de “stacks” tomados por
microscopia confocal. La estimacion del volumen fue realizada utilizando el software Image J,

utilizando el pluggin “Object Counter 3D".
3.3.1.2.2.3. Knock-down de AP2

El modelo de CPHS fue utilizado para silenciar la expresion del AP2 y evaluar la
actividad de Mrp2 y la localizacion de los transportadores canaliculares Bsep y Mrp2 en dicha

condicion.
3.3.1.2.2.3.1.Diseiio y sintesis de ARN de interferencia (ARNi) para AP2

Cuatro duplex dirigidos al ARNm de la proteina adaptadora AP2 subunidad p (ARNi 1y 2)
y subunidad a (ARNi 3 y 4), de ARN de 19 o 20 nucleétidos (ARNi) fueron disefiados utilizando
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el programa de seleccién WIARNi*’?ARNi Selection Server: an automated ARNi oligonucleotide
prediction server. EL ARNi “scrambled” (SC) fue disefiado con una secuencia aleatoria a partir de
uno de los nucledtidos de uno de los ARNi, en este caso del ARNi2. Los ANRi fueron
sintetizados utilizando el Kit Ambion’s Silencer™ ARNi. Las secuencias de los ARNi utilizados

fueron las siguientes:

ARNil: CATGCCTGCCATGCGCTTG
ARNi2: TTGACGCGAAAGGCATCCA
ARNi3: CTGGCCAGTGTGCACATGCT
ARNi4: TTTCCCTTTAATTTGTAGG

3.3.1.2.2.3.2.Transfeccion de CPHS

Los CPHS se obtuvieron como se describi6 en el punto 3.3.1.2 con algunas
modificaciones para producir el silenciamiento de AP2; antes del agregado de la segunda capa
de colageno se optimizo la transfeccidn de los hepatocitos primarios mediante la adicion de 5
uL de lipofectamina con una concentracion de ARNi de 70 nM por pocillo, seguido de una
incubacion de 6 hs a 37 °C con medio de cultivo con el agregado de antibidticos (ampicilina +

estreptomicina).

Después de la transfeccion, los hepatocitos se lavaron con medio L-15 y se recubrieron
con colageno gelificado como fue descrito para obtener la polarizacion de los hepatocitos y se

continud con el cultivo durante 48 hs.
3.3.1.2.2.3.3.Expresion de AP2 por Western blot (WB)

La efectividad de los ARNL sintetizados se evalué mediante la determinacion de la
expresion de AP2 por WB en homogenado total a las 48 hs de la transfeccion con los 4 ARNi
sintetizados. Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% conteniendo dodecil-
sulfato de sodio de alicuotas de lisado total con contenido equivalente de proteinas,
determinadas por el método de Lowry?'’. Las proteinas separadas electroforéticamente se
transfirieron a membranas de Immobilon-P, y se expusieron durante toda la noche a anticuerpos
anti-AP2. Luego, fueron removidos de la membrana, y las mismas re-expuestas a un anticuerpo
anti-B-actina como control de carga. Luego de la exposicion al anticuerpo secundario
correspondiente, y a un compuesto quimioluminiscente, las bandas fueron cuantificadas por

densitometria, utilizandose para ello el programa Image)'®.
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3.3.1.2.2.3.4.Viabilidad celular en la transfeccion

La actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) fue usada como una medida de
viabilidad celular’*? La liberacién de LDH en el medio de cultivo fue medido después de 24 hs
de la transfeccion con los ARNI utilizando un kit comercial (Wiener Lab, Rosario, Argentina).
Cabe aclarar que las primeras 24 hs de la transfeccion son las mas criticas debido a que la
incubacion con lipofectamina se hace conjuntamente con medio de cultivo con antibiotico,

pudiendo éste ingresar a la célula y provocar dafo celular.
3.3.2. Modelos ex vivo e in vivo
3.3.2.1. Higado aislado y perfundido de rata (HAP)

Este modelo experimental se utilizd para verificar, en un contexto mas fisioldgico, los
mecanismos caracterizados en los modelos in vitro, evitando a su vez los efectos extrahepaticos

de los tratamientos que pudieran indirectamente afectar la funcidn hepatica.
3.3.2.1.1. Procedimiento quirurgico en HAP

En ratas Wistar hembra adultas anestesiadas con uretano (1 g/Kg de peso corporal), se
aislé y se canulo el conducto biliar con una canula PE-10 (Intramedic, Clay Adams) y la vena
porta con un catéter 14G. Luego, los higados se perfundieron in situ a través de la vena porta,
en un modelo no recirculante de un solo paso, con solucidn amortiguadora Krebs-Ringer
bicarbonato a 37 °C, equilibrada con 5 % CO,/95 % O,, a una velocidad constante de 30 mL/min
utilizando una bomba peristaltica (MasterFlex, Chicago, EE.UU.)™*%. La solucién de perfusién fue
suplementada con TC (2,5 pM) y 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB, 0,5 uM), para luego realizar
estudios de excrecidn biliar de TC (sustrato de Bsep) y dinitro-fenil-glutation (DNF-G) (sustrato
de Mrp2 que se produce intracelularmente a partir de la conjugacion de CDNB con glutation),
como una medida de la actividad de ambos transportadores. Después de un periodo de 15 min,
el cual permite obtener valores estables de flujo biliar basal, se realizaron los diferentes

tratamientos que se describiran a continuacion.
3.3.2.1.2.  Tratamientos realizados en HAP

Para los experimentos de endocitosis, luego del periodo de 15 min de estabilizacion, se
agrego al reservorio de perfusiéon el inhibidor de la via endocitica clatrina dependiente MDC
(100 pyM) o su solvente (DMSO; 370 pL/L), y se mantuvo durante el resto del periodo de

perfusion. Quince minutos después del agregado del inhibidor, se administr6 E17G (2
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pumol/higado) o su solvente (DMSO/10% ASB en solucion salina), en una Unica inyeccidén

intraportal, administrada durante un periodo de 1 minuto.

Para los experimentos de fosfoprotedmica, se recolectd bilis cada 5 minutos durante un
periodo de 15 min (basal). A continuacién, se administrd el agente colestasico E17G mediante
una inyeccion Unica intraportal (2 pmol/higado, durante 1 minuto) o su solvente (DMSO/10%
ABS en soluciédn salina). La bilis fue luego recolectada a intervalos de 5 min durante un periodo
de 20 min. En este momento se finalizaron los experimentos, obteniéndose muestras de tejido
hepatico las cuales fueron inmediatamente procesadas para su posterior utilizacion en los

experimentos de fosfoprotedmica.

Los experimentos fueron considerados validos solamente cuando el FB basal fue mayor a
30 upL/min/kg p.c (aproximadamente 1 pL/min/g higado). El FB fue determinado

gravimétricamente asumiendo una densidad de la bilis de 1 g/mL.
3.3.2.1.3.  Estudios funcionales de Bsep y Mrp2

El estado funcional de los transportadores Bsep y Mrp2 fue evaluado mediante la
determinacion de la excrecion biliar de TC y de dinitrofenil-glutation (DNP-SG, metabolito

intrahepatico de CDNB), respectivamente.

Se recolectd bilis en intervalos de 5 minutos desde el inicio de la perfusion hasta 20
minutos luego del agregado del compuesto colestasico. Los experimentos se consideraron
validos solo st el flujo inicial de bilis era superior a 30 yL/min/kg de peso corporal; el FB fue
determinado gravimétricamente asumiendo una densidad de la bilis de 1 g/mL. La viabilidad
del higado se evalu6 monitoreando la liberacion de LDH al perfusato; los experimentos con

actividades enzimaticas superiores a 20 U/L fueron descartados.
3.3.2.1.3.1. Determinacion de TC en bilis

El TC adicionado exdgenamente es la Unica sal biliar que aparecera en bilis, ya que las
sales biliares enddgenas fueron depuradas durante el periodo de estabilizacion de la perfusion,
por lo que puede cuantificarse utilizandose una metodologia general de cuantificacidén de sales
biliares totales, tal como es el método de Talalay modificado por Berthelot™>. La técnica consiste
en la reduccion de las sales biliares por medio de la enzima 3-a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa y oxidando NAD" a NADH, y determinando la produccién de NADH

espectrofotométricamente.

Para cada muestra de bilis recolectada, se colocd en un tubo tipo “Khan” 2 pl de bilis,
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100 pL de hidrato de hidracina 1 M, 50 pL de B-NAD" 5 mM, 100 pL de preparaciéon enzimatica
(3-a hidroxiesteroide deshidrogenasa) 0,4 U/mLy 700 pL de solucién de pirofosfato de sodio 0,1
M, dejando en agitacion por 50 min a temperatura ambiente y luego se leyé la absorbancia a
340 nm en un espectofotometro Pelkin Elmer Lambda2S (Waltam, Massachusetts, EE.UU); el
resultado fue asumido como concentracién de TC. La excrecion de TC fue calculada como el

producto entre el flujo biliar y la concentracién biliar de esta SB.
3.3.2.1.2. Determinacion de DNP-SG en bilis

El contenido total de DNP-SG fue medido en bilis mediante su deteccion
espectrofotométrica asociada a su separacion por HPLC, utilizando un equipo Waters 600 HPLC
Pump (Milford, EE.UU)?. Cada muestra de bilis recolectada, luego de haber sido
desproteinizada por precipitacion con acido perclérico al 70 % v/v, corrid con una fase movil de
acetonitrilo al 25% P/V con acido fosforico al 0,1 % P/V, a un flujo de 1 mL/min, en una columna
de tamafio 250 x 4,6 mm Phenomenex (CosmoBio, Bs. As., Argentina), detectandose el pico de
DNP-SG midiendo la absorbancia a 365 nm. La velocidad de excrecion de DNP-SG se calculd

como el producto entre el flujo biliar y la concentracién biliar del sustrato.
3.2.2.1.4. Estudios de localizacion de transportadores canaliculares en HAP

Al final del periodo de perfusion, un lobulo del higado se cortd, se congeld
inmediatamente en isopentano pre-enfriado en nitrégeno liquido, y se almacené a -70°C'** para
posteriores estudios de inmunofluorescencia y analisis por microscopia confocal de la
localizacion intracelular de Mrp2 y Bsep. Se realizd una tincion de ocludina para demarcar los

limites del canaliculo en las muestras tefiidas para Mrp2 o Bsep *¢1%%,

Los cortes de higado, obtenidos con un micrétomo cridstato Zeiss Microm HM500,
fueron secados al aire y fijados con paraformaldehido al 3% para los estudios de co-tincion de
los transportadores y ocludina. Luego de la fijacidn, los cortes de higado fueron incubados toda
la noche con anticuerpos especificos para Bsep, Mrp2, y ocludina (1:100), seguido de una
incubacion de 1 hora con anticuerpos anti-lgG de raton o de conejo conjugados con Cy2 o Cy3
(1:200).

Todas las imagenes se tomaron con un microscopio confocal Zeiss Pascal LSM 5. Para
asegurar una tincibn y captura de imagen comparable para los diferentes grupos
experimentales, los cortes de higado se prepararon el mismo dia, se montaron sobre el mismo
portaobjeto y se los sometid al procedimiento de tincion y analisis de microscopia confocal
simultaneamente. El analisis de las imagenes para evaluar el grado de internalizacion endocitica

de Bsep y Mrp2 se llevd a cabo con el programa Image), tal como se describié previamente para

44



Materiales y Métodos

DAH (ver item 3.3.1.1.4.1 y Figura 3.2).
3.3.2.1.5. Fosfoproteémica y Bioinformatica

Se realizaron estudios de Fosfoprotedmica y Bioinformatica en la Unidad de Protedmica,
Gendmica y Bioinformatica del CIMA (Centro de Investigaciones Médicas Aplicadas) de la
Universidad de Navarra, Espafia, bajo la direccion del Dr. Ferrnando Corrales, con la finalidad de
identificar posibles blancos moleculares de E17G compatibles con proteinas intracelulares
relevantes al proceso de endocitosis y trafico vesicular, y que pudieran sufrir cambios en su
estado de fosforilacién como resultado de la activacién inducida por este agente colestasico de

vias de sefalizacidn mediadas por proteinas quinasas o fosfatasas.
3.3.2.1.5.1. Extraccion de proteinas y enriquecimiento en fosfoproteinas

Se homogenizaron cortes de higado con buffer EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, DTT 2 mM,
Tris 20 mM, adicionado con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Los homogenados fueron
luego liofilizados, para realizar los experimentos que se detallan a continuacion. Tres muestras

de experimentos independientes fueron procesadas para cada grupo experimental (control y
E17G).

Se resuspendieron las muestras en DTT 40 mM, se eliminaron las sales por pasaje a
través de columnas de dialisis HiTrap Desalting columns (GE Healthcare) y se enriquecieron en
fosfoproteinas utilizando el kit comercial Pierce Phosphoprotein Enrichment (Thermo Scientific).
Ademas, se realizd6 una limpieza de las muestras con ReadyPrep 2D Cleanup kit y se
resuspendieron las mismas en un buffer conteniendo urea 7 M, tiourea 2 M, CHAP 4% y DTT 40
mM. Se siguieron las instrucciones del fabricante en el uso de los kits comerciales mencionados

anteriormente.

3.3.2.1.5.2. Marcaje, corrida en gel bidimensional (2D), analisis de imagenes y

digestion de las fosfoproteinas

El marcaje de las muestras se realizd con los fluor6foros Cy2, Cy3 o Cy5 correspondientes
con el kit comercial Refraction 2D Labeling Kit segun las recomendaciones del fabricante, y se
corrié un gel 2D toda la noche (80 V, constante). Por cada gel, se corrieron dos muestras y un

patron interno, conformado por un “pool” de todas las muestras a analizar.

Luego de la electroforesis, se escanearon los geles con TyphoonTM Trio Imager (GE
Healthcare) a 100 nm de resolucion con Aex/Aem de 488/520, 532/580, y 633/670 nm para Cy2,

Cy3, y Cy5, respectivamente. El analisis de las imagenes correspondientes a los geles
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escaneados, con la finalidad de detectar “spots” estadisticamente diferentes entre grupos se
efectud con el software DeCyder 6.5 (GE Healthcare). Los “spots” estadisticamente diferentes en
su intensidad de fluorescencia entre los grupos control y E17G fueron considerados para su

analisis mediante espectrometria de masas.

Se tiferon los geles con SYPRO Ruby (Invitrogen), colorante que tifie especificamente
fosfoproteinas, para la deteccién y picado de los spots seleccionados bajo luz UV en cuarto
oscuro. Por ultimo, la digestion de las proteinas de los spots seleccionados se llevd a cabo

utilizando tripsina.
3.3.2.1.5.3. Espectroscopia de masas y analisis bioinformatico

Los péptidos purificados se analizaron mediante espectrometria de masas MALDI-TOF; el
analisis se realizo utilizando un espectrémetro LC-MS / MS Q-TRAP 5500 (ABSciex). La
adquisicién de datos se realizé mediante Analyst 1.5.2 (AB Sciex) y se sometié al Protein Pilot
software (ABSciex) contra la base de datos UniProt/swiss-Prot, utilizando el algoritmo Paragon y
los parametros de busqueda preestablecidos para QTRAP. Para las identificaciones, se aceptaron

aquellas con un "unused" mayor de 2, lo cual garantiza un 99% de confianza en la identificacion.

Para establecer posibles vias de interaccién entre las proteinas identificadas, se utilizo el
software Ingenuity Pathway Analysis (IPA, www.ingenuity.com/products/ipa). IPA integra el
conocimiento existente en bases de datos sobre los genes, farmacos, productos quimicos, tipos
de proteinas, procesos y vias, en funcidn de sus interacciones derivadas de la Base de Datos de

Ingenuity Pathways”".
3.3.2.2. Estudios en animal entero
3.3.2.2.1. Cirugia

Se anestesiaron los animales con uretano (1g/Kg peso corporal), y se cateterizaron la
vena femoral y el conducto biliar comun con catéteres PE 50 y PE 10, respectivamente. Luego de
recoger bilis durante un periodo de 10 min (basal), se les administré a ambos grupos de
animales E17G (15 pymol/kg en DMSO/10 % ASB en solucion fisiologica), o su vehiculo, por via
vena femoral. Se recogié bilis a intervalos de 5 min hasta los 20 min luego de la administracion
del E17G, momento en que se extrajo el higado, se congelé con nitrogeno liquido y se

almacend a -70 °C, para su posterior procesamiento.
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3.3.2.2.2. Obtencion de membranas plasmaticas

A partir de homogenados de higado, se centrifugd a 500 g 10 min para liberar la
preparacién de los nucleos, y se prepararon por ultracentrifugacion diferencial en gradiente de
sacarosa fracciones enriquecidas en membranas plasmaéticas e intracelulares?®. Para obtener la
fraccion enriquecida en membranas plasmaticas, a 1 mL de sobrenadante post-nuclear se le
agrego 2,85 mL de sacarosa 2 M, de modo de llegar a una concentracién final de 1,3 M. Se
generd un gradiente discontinuo de sacarosa agregando cuidadosamente 2 mL de sacarosa 0,3

M sobre la preparacion anterior, y se centrifugd 1 h a 200.000 g a 4°C.

Se removi6 la banda localizada en la interfase del gradiente, correspondiente a las
membranas plasmaticas y se diluy6é en agua suplementada con inhibidores de proteasas, hasta
una concentracion final de sacarosa 0,3 M. Luego se centrifugd 1 h a 200.000 g a 4 °C. El pellet
de membranas plasmaticas se resuspendié en sacarosa 0,3 M con inhibidores de proteasas y se

congelo a -70°C.

3.3.2.2.2.1. Preparacion de fracciones de membrana solubles (no rafts) e

insolubles en detergente (rafts)

Las vesiculas de membrana plasmatica fueron resuspendidas en buffer TNE (20 mM Tris-
HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA e inhibidores de proteasas), conteniendo una
concentracién final de Tritén X-100 1% y fueron incubadas en hielo durante 30 min*"’. Los
pellets fueron resuspendidos en un buffer de solubilizacidn (50 mM Tris-HCl pH 8.8, 5 mM EDTA
y 1% SDS) y homogenizados. Luego de su precipitacion con acetona, las fracciones solubles (no
rafts) e insolubles (rafts) fueron procesadas para electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida y

posterior WB.
3.3.2.2.3.  Anadlisis de la expresion de proteinas por WB

Las fracciones de membrana obtenidas se solubilizaron en un buffer de muestra con
agentes reductores durante 10 min a 60°C, y se sometieron a electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida de doble densidad (8 y 12 %)*®. Luego, las proteinas presentes en los geles se
transfirieron eléctricamente a membranas de polivinil difluoruro (PVDF, Perkin Elmer Life
Sciences) durante 1 h, a voltaje constante de 100 mV, utilizando un equipo comercial (Mini-Trans
Blot Cell, Bio Rad). Las membranas de PVDF se bloquearon luego en leche al 10 % en PBS-
Tween (PBS, Tween 20 0,1 %), durante 60 min a temperatura ambiente, y se incubaron toda la
noche a 4°C con anticuerpos primarios dirigidos contra clatrina (1:2500), caveolina-1 (1:2500),
Bsep (1:1000) y Mrp2 (1:1000).
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Las proteinas inmovilizadas fueron detectadas por quimioluminiscencia, utilizando un kit
comercial y siguiendo las recomendaciones del fabricante (Pierce ECL-Western blotting, Thermo
Scientific). Las autorradiografias se obtuvieron al exponer las membranas polivinilicas a una
placa radiografica de alta sensibilidad (Kodak X-OMAT AR). Posteriormente, las bandas se

cuantificaron por densitometria (Gel-Pro Analyzer; Media Cybernetics).
3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como promedio + error estandar (ES). El analisis estadistico
se realizd utilizando el test de analisis de variancia de una via (one-way ANOVA), seguido del
test de Newman-Keuls para la comparacion entre grupos. Las variancias de los perfiles
densitométricos de fluorescencia asociados a Bsep y Mrp2 en DAH y HAP bajo distintas
condiciones, se compararon usando el test de Mann-Whitney. El test t-Student se utilizé para

comparacion entre dos grupos.

Las variancias de los perfiles densitométricos de la localizacién de Bsep y Mrp2 fueron
comparados con el test de Mann-Whitney U. Los cuatro parametros de las curvas dosis-
respuesta fueron comparados usando el programa GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, Estados Unidos).

Los valores de p < 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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4.1. VALIDACION DEL CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS EN SANDWICH DE
COLAGENO (CPHS) COMO MODELO /N VITRO PARA EL ESTUDIO DE
ALTERACIONES SECRETORAS BILIARES

4.1.1. La velocidad inicial de transporte (VIT) es un parametro sensible para

detectar cambios en la actividad de Mrp2 inducidos por compuestos colestasicos y

coleréticos
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Figura 4.1: A. Imagenes representativas de transporte canalicular de GS-MF en CPHS en tiempo real. Las imagenes
representativas del transporte de GS-MF fueron tomadas por microscopia de fluorescencia luego del agregado de CMFDA a CPHS
control o expuestas a los agentes colestasicos E17G (200 pM) y TLC (2,5 pM) durante 30 min. Las secuencias representativas
muestran la diferencia de intensidad de fluorescencia entre los grupos a diferentes tiempos. B. Curvas representativas de
intensidad de fluorescencia canalicular asociada a GS-MF. Las curvas han sido obtenidas graficando el promedio de
fluorescencia asociado a 70-100 pseudocanaliculos vs. tiempo. El promedio de intensidad de fluorescencia fue estimado con el
software ImageJ. CPHS fueron expuestos al vehiculo (DMSO, control) o a DBAMPc (10 puM) por 15 minutos, o tratados con los
agentes colestasicos (E17G 200 yM o TLC 2,5 uM) durante 30 minutos con o sin pretratamiento con DBAMPc o DMSO. Entre 70-
100 pseudocanaliculos fueron seleccionados por imagen (n = 6, de 3 preparados de CPHS independientes) para calcular el
promedio de la intensidad de la fluorescencia. Para calcular la actividad del transportador Mrp2, se seleccion6 la zona lineal de
cada curva (1-4 min, zona delineada), y se realizé un ajuste mediante regresion linear (r2>0,98, p<0,001, grafico derecho). La
pendiente de la curva representa la "velocidad inicial de transporte" (VIT) de GS-MF. Los datos son promedio + ES.

La Figura 4.1 A muestra imagenes representativas del aumento en funcion del tiempo de
la fluorescencia asociada a GS-MF dentro de los pseudocanaliculos de CPHS bajo condiciones
control, o después de la incubacidén con los compuestos colestasicos E17G o TLC, en CPHS

pretratados o no con DBAMPc. Las alteraciones en el transporte canalicular mediado por Mrp2
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pueden ser visualizadas como un retraso en la aparicién de fluorescencia intracanalicular
asociada a GS-MF; mientras que la sefal de fluorescencia ya es visible a los 2 minutos después
de la adicion de CMFDA en los controles, se observa un minuto mas tardio en los CPHS tratados
con el compuesto colestasico.

Los cambios en funcién del tiempo de la fluorescencia promedio acumulada en los
canaliculos se muestran en la Figura 4.1 B. La "velocidad inicial de transporte" (VIT) se calculo
con la pendiente de las curvas de regresion, teniendo en cuenta los puntos de la curva donde la
intensidad de fluorescencia mostré un incremento lineal (1-4 min, zona demarcada en el panel
izquierdo). El grafico en el panel derecho muestra las curvas de regresién calculados a partir de
los puntos dentro de este lapso temporal; se observa que los compuestos colestasicos inducen
una clara disminucion de la pendiente de la curva de regresidn, y que ésta es prevenida por pre-
incubacion con DBAMPc, compuesto que aumenta per se este parametro.

Se llevaron a cabo estudios de concentracidén-respuesta, mediante la variacion de la
concentracién de los compuestos colestasicos en el medio de incubacion (25 a 200 uM para
E17G y 1-2,5 puM para TLC). Tanto E17G (Figura 4.2 A) como TLC (Figura 4.2 B) disminuyeron
significativamente la VIT de GS-MF a partir de una concentracion de 50 y 1,5 uM,
respectivamente. Incrementos en la concentracion tanto de E17G como de TLC produjeron una

tendencia hacia una disminucién mayor de la VIT, aunque este cambio no alcanzé significancia

estadistica.
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Figura 4.2: Efecto concentracion-respuesta del transporte canalicular de GS-MF luego de la exposicion a un agente
colestasico. CPHS fueron expuestos a diferentes concentraciones de E17G (25-200 uM panel A) o TLC (1-2,5 pyM panel B), por 30 min.
La pendiente de la curva fue obtenida graficando el promedio de fluorescencia de 70-100 pseudocanaliculos asociado a GS-MF vs.
tiempo, y fue utilizada para estimar la VIT de GS-MF, medida asociada a la actividad de Mrp2. Los valores de VIT fueron expresados
como porcentaje del valor del control (n = 6, de 3 preparados de CPHS independientes). *p<0,05 vs. Control. Los datos son promedio

Del analisis estadistico de los valores de VIT (Figura 4.3), se hace evidente que este

parametro refleja adecuadamente los cambios esperados en la funcién de transporte de Mrp2

51



Resultados

en respuesta a los diferentes tratamientos. Asi, VIT disminuye por la accién de E17G, un
compuesto colestasico que induce en una rapida internalizacién endocitica de Mrp2 tanto in
vivo' como en DAH. Por otro lado, la VIT se incrementa en respuesta al tratamiento con
DBAMPc, un hallazgo en concordancia con la propiedad bien establecida del AMPc para
estimular la reinsercion rapida de Mrp2 al dominio apical®®*?%?** Por ultimo, el tratamiento
previo con DBAMPc impidi6 totalmente la disminucién de la VIT inducida por E17G, en
concordancia con la capacidad de DBAMPc para contrarrestar el efecto inducido por E17G en la
funcién de transporte Mrp2 tanto in vivo'® y en DAH™. Una disminucién similar en VIT
inducida por E17G se registré después de la incubacion de CPHS con el agente colestasico TLC,
efecto que también fue prevenido por el pre-tratamiento con DBAMPc. De nuevo, estos cambios
se correlacionan con los reportes anteriores que muestran que TLC afecta de forma aguda la

funcién de transporte de Mrp2, tanto in vivo’™® como en DAH 918818¢

250+

Figura 4.3: Pretratamiento con DBAMPc
incrementa la VIT de GS-MF y previene la
disminucion inducida por el E17G o TLC.
CPHS fueron pre incubados con DBAMPc 10
MM por 15 min, y luego expuestos a E17G 200
MM o TLC 2.5 uM por 30 min. La pendiente de
la curva fue obtenida graficando el promedio

# de la fluorescencia de 70-100 pseudo-
canaliculos asociada a GS-MF vs. tiempo, y fue
utilizada para estimar la VIT de GS-MF, medida
del transporte de asociada a Mrp2. Los valores
de VIT fueron expresados como porcentajes
del valor del control (n = 6, de 3 preparados
de CPHS independientes). *p<0.05 vs. Control;
#p<0.05 vs. el grupo colestésico respectivo.
Los datos son promedio + ES.
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4.1.2. El incremento de la VIT de GS-MF inducida por DBAMPc y la prevencion
mediada por el mismo de la alteracion inducida por agentes colestasicos estan

asociados con cambios en la localizacion de Mrp2

Estudios previos realizados por nuestro grupo y otros acerca de los efectos colestasicos
de E17G y TLC tanto in vivo™™, en HAP'> y en DAH', asi como su prevencién por DBAMPc, han
demostrado que el grado de internalizacién endocitica de Mrp2 se ve sistematicamente
reflejado en la actividad del transporte de Mrp2.

Para corroborar si los cambios en la funcion de transporte Mrp2, evaluados por la VIT de
GS-MF, también son consecuencia de cambios en la localizacion de Mrp2 en el modelo en

estudio, se realizaron inmunotinciones seguidas de microscopia confocal de este transportador.
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La figura 4.4 muestra imagenes confocales de CPHS incubados con E17G y TLC, en presencia o
ausencia de DBAMPc. La F-actina se utilizé para delimitar los limites de la membrana canalicular
(rojo), ya que la misma forma una red de distribucion pericanalicular en los hepatocitos

polarizados'®. El transportador Mrp2 se muestra en verde.

Control E17G DBAMPc + E17G

Actina Actina )

Figura 4.4: DBAMPc previene la internalizaciéon endocitica de Mrp2 inducida por E17G y TLC en CPHS. Imagenes confocales
representativas muestran la distribucion celular de Mrp2, F-actina y la combinaciéon de ambas (Mrp2 en verde, F-actina en rojo y
nucleo en azul) en CPHS bajo diferentes tratamientos. Bajo condiciones control, la fluorescencia asociada a Mrp2 estd mayormente
localizada en el area de la membrana canalicular, delimitada por la red de actina pericanalicular. Los compuestos colestésicos E17G y
TLC inducen una clara internalizacién de vesiculas de Mrp2, mas alld de los limites de la actina pericanalicular (flechas blancas); este
fendmeno es significativamente prevenido por la pre-incubacién con DBAMPc 10 pM. Ninguno de los tratamientos afecta la
distribucion normal de F-actina, la cual muestra una distribucion predominantemente pericanalicular.
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La imagen representativa del grupo control muestra que Mrp2 se distribuye
principalmente dentro del espacio canalicular delimitado por actina. Los CPHS tratados con
DBAMPc exhiben el mismo patron de distribucion. Por otra parte, los tratamientos con E17G y
TLC inducen internalizacién de Mrp2 desde la membrana canalicular hacia compartimientos
endosomales pericanaliculares (flechas blancas). Por ultimo, se observa que, en aquellos grupos
pre-tratados con DBAMPc, se previene la internalizacién del transportador inducida por los

compuestos colestasicos.

4.1.3. Los diferentes tratamientos modifican el ancho y el volumen de los

pseudocanaliculos en CPHS

Los canaliculos en los CPHS son espacios sellados sin drenaje, motivo por el cual los
cambios en el FB pueden reflejarse en cambios en su volumen medio, producto de su distension.
Esta relacidon ha sido previamente demostrada en otros modelos polarizados hepatocelulares

H??% y células HepG2*® que, al igual que los CPHS, presentan sellado su espacio

tales como DA
luminal. Ademas, tal fendbmeno fue empleado con éxito para cuantificar la formacién de bilis
canalicular in vitro, lo que nos llevo a determinar st esto también es valido en el modelo de
CPHS.

La estimacion del volumen canalicular en CPHS es algo laboriosa, ya que requiere la
adquisicién de un stack de imagenes confocales y una reconstrucciéon 3D de los canaliculos
mediante un software informatico. Por el contrario, la estimacion del ancho promedio
canalicular es mas accesible, ya que puede ser facilmente calculada a partir de imagenes
confocales 2D convencionales. Por lo tanto, se evalué en el modelo CPHS la posibilidad de usar
el ancho promedio canalicular como parametro sustituto del volumen medio canalicular para la

cuantificacion rapida de los cambios en el volumen canalicular debido a la formacién de.

Ancho canalicular (pm) Volumen canalicular (um?®)
Control 29+0.2 4587 + 493
DBAMPc 40 +0.2* 7113 + 562*
E17G 24 +0.1* 2743 + 247*
E17G+DBAMPc 32+ 0.1# 4295 + 345#
TLC 25+0.1* 3250 + 281*
TLC+DBAMPc 3.3+ 0.2# 4579 + 181#

Tabla 4.1: Cambios en el ancho y volumen canalicular de los CPHS inducidos por diferentes tratamientos. El ancho
canalicular fue estimado con NIS-Elements Ar 4.0 software en imagenes confocales 2D, y la estimacién del volumen canalicular fue
llevada a cabo con el software ImageJ en stacks confocales 3D. Entre 20 y 30 canaliculos por grupo experimental fueron medidos de
3 preparaciones experimentales diferentes. * p < 0,05 vs. control. # p < 0,05 vs. E17G o TLC. Los datos son promedio + ES.
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Como se muestra en la Tabla 4.1, la exposiciéon a DBAMPc dio lugar a un aumento
significativo de ambos parametros, mientras que la exposicion tanto a E17G como a TLC indujo
un descenso significativo de los mismos. Por otro lado, el tratamiento previo con DBAMPc
previno completamente la disminucién de estos parametros debido a la exposicién a los

agentes colestasicos.
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Se obtuvo una correlacion altamente significativa entre ambos parametros cuando se
realizd el andlisis de correlacién entre ambos (r* = 0,92; p <0,002) (Figura 4.5). A partir de estos
resultados, es evidente que cualquiera de los dos parametros pueden ser utilizados para realizar
el ajuste de la VIT en el modelo de CPHS, sustentando el uso del ancho promedio del canaliculo

como una alternativa mas sencilla y rapida para estimar los cambios en volumen canalicular en
CPHS.

4.1.4. La VIT corregida en funcion del ancho canalicular es un buen estimador de

la velocidad de excrecion canalicular en CPHS

La VIT, calculada como se ha descrito anteriormente, denota solamente el incremento
inicial en la concentracion canalicular del sustrato fluorescente con el tiempo. Una medida mas
apropiada de la actividad de un transportador canalicular es la velocidad de excrecién del
sustrato fluorescente, la cual representa la cantidad (y no la concentracion) de un sustrato que
se excreta hacia la bilis por unidad de tiempo. Este parametro, que in vivo se calcula como el
producto entre el FB y la concentracidon de un sustrato en bilis, se calcularia aqui como el

producto entre la VIT del sustrato (directamente proporcional a la concentracion del mismo) y el
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ancho o volumen canalicular promedio (pardametro que seria proporcional al FB generado in

vitro, y analogo al FB producido in vivo).

VIT (% de cambio referido al control)

Sin correccion Corregido por Ancho Corregido por
Volumen
DBAMPc + 60 + 18* + 125 + 24*t + 153 + 28*t
E17G - 50 + 4* - 59 + 4*t -70 + 3*t
E17G+DBAMPc + 10 + 12# + 20 + 13# +3+11#
TLC -43 + 2% - 52 + 2*t - 60 + 1*t
TLC+DBAMPc -12 + 10# 0+ 11# -12 + 10#

Tabla 4.2: Efecto de las correcciones por ancho y volumen canalicular en los valores de VIT bajo los distintos tratamientos.
Los valores de VIT mostrados en la figura 3 fueron corregidos multiplicando el promedio del valor calculado por el promedio del
ancho o volumen canalicular. Los valores de VIT calculados y corregidos fueron presentados como porcentaje de cambio referido al
respectivo control. * p < 0,05 vs. control. # p < 0,05 vs. E17G o TLC. t p < 0,05 vs. valor no corregido. Los datos son promedio + ES
(n =6, de 3 preparados distintos).

La Tabla 4.2 muestra los cambios porcentuales de la VIT en CPHS sometidos a los
diferentes tratamientos, comparado con el control. La correccién de VIT por cualquiera de los
dos parametros estudiados modificod significativamente el patron de cambios en la VIT sin
correccion en CPHS tratados con E17G o TLC. De hecho, los porcentajes de disminucién de la
VIT observados tanto en los grupos E17G como TLC fueron mas altos que los obtenidos sin
correccién, alcanzando valores que no difieren de aquellos sin correccién cuando estos grupos
fueron tratados previamente con DBAMPc. La correccion se hizo critica cuando estimamos la
excrecion canalicular del soluto en condiciones coleréticas. Mientras que, en el grupo DBAMPc,
la VIT aumentd un 63 %, este incremento fue mucho mayor cuando se realiz la correccion por
ancho o volumen (125 % y 153 %, respectivamente). Se pueden observar las mencionadas

diferencias en la Figura 4.6.
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Como se muestra en la Figura 4.7, cuando los valores individuales de VIT pertenecientes
a todos los grupos experimentales corregidos por el volumen se grafican en funcién de su valor
correspondiente de correccién por el ancho, se encuentra una fuerte correlacién (r*>0,98;
p<0,001). Esto confirma la viabilidad de la utilizacion del ancho canalicular como una forma
sencilla de corregir la VIT, y estimar mejor la tasa de excrecion biliar bajo tratamiento con

compuestos que afecten la tasa de produccidn de bilis canalicular.
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4.2. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS ENDOCITICOS DE TRANSPORTADORES
CANALICULARES EN COLESTASIS POR E17G

4.2.1. La alteracion inducida por E17G en la funcion de transporte de Bsep y Mrp2

depende de la integridad de clatrina y no de caveolinas

La actividad de los transportadores Bsep y Mrp2 en las DAH fue evaluada analizando la
AVc de los sustratos fluorescentes CGamF y glutation metil-fluoresceina (GS-MF),
respectivamente®**. En la Figura 4.8, se observa que la disminucién en la AVc de CGamF y GS-
MF inducida por E17G es prevenida por la inhibicion especifica de la endocitosis mediada por
clatrina, tanto por exposicion a monodansilcadaverina (MDC), un inhibidor especifico de esta via,
como aplicando un protocolo de deplecion de K*. En cambio, cuando se trata a las DAH con el
compuesto filipina, un inhibidor especifico de la endocitosis mediada por caveolinas, se observa
una disminucién significativa en la AVc de ambos fluoréforos con respecto al control, de igual
magnitud que la inducida por E17G. Vale la pena sefalar que se realizaron los controles
pertinentes con los inhibidores a la concentracion empleada, siendo los resultados similares al

control (datos no mostrados).
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Figura 4.8: Efecto de inhibidores de la endocitosis clatrina o caveolina dependiente en la acumulacién vacuolar canalicular
(AVc) de GS-MF (sustrato de Mrp2, panel A) y de CGamF (sustrato de Bsep, panel B). DAH fueron pre-incubadas durante 15
minutos con el vehiculo DMSO (control), un inhibidor de la via dependiente de caveolina (Filipina, 10 pg/uL) o inhibidores de la via
dependiente de clatrina: MDC (100 uM) o un protocolo de deplecion de K+. Luego, se las expuso al agente colestasico E17G por 20
minutos. La AVc fue calculada como el porcentaje de DAH con fluorescencia visible en su vacuola canalicular de un total de al menos
200 DAH por preparacion, referidas al valor de AVc control. Los datos son expresados como el promedio + ES (n = 250/300 duplas
por preparada de al menos 3 preparados distintos). *significativamente diferente al control (p < 0,05). Ninguno de los tratamientos
con los inhibidores afect6 per se la AVc (datos no mostrados).

4.2.2. MDC inhibe la internalizacion endocitica de Bsep y Mrp2 inducida por E17G

La internalizacion de los transportadores fue analizada por inmunofluorescencia en DAH
utilizando microscopia confocal. Imagenes confocales representativas se muestran en la Figura
4.9 A, donde se ve en las DAH expuestas a E17G, una clara internalizacién de Bsep y Mrp2 (en
verde) desde la zona canalicular, delimitada en rojo (red de actina pericanalicular) hacia
vesiculas intracelulares (flechas blancas). El pre-tratamiento con MDC previno significativamente
esta deslocalizacién, lo cual fue confirmado mediante analisis densitométrico, el cual demostrd
que el E17G induce una redistribucion de los transportadores hacia el interior celular, fenomeno
que fue prevenido por el bloqueo de la via endocitica dependiente de clatrina con MDC (Figura
4.9 B, graficos a la izquierda). Ninguno de los tratamientos modifico la distribucién de actina
(Figura 4.9 B, graficos a la derecha) y se realizaron los controles pertinentes con los inhibidores a

la concentracion empleada, siendo los resultados similares al control (datos no mostrados).
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Figura 4.9: La MDC previene la endocitosis de los transportadores canaliculares Mrp2 y Bsep en DAH. A. Imagenes confocales
representativas de DAH muestran la distribuciéon de Mrp2 y Bsep (verde) y la red de actina pericanalicular (rojo) bajo diferentes
tratamientos. Bajo condiciones control, la fluorescencia asociada a los transportadores estd mayormente localizada en la zona canalicular
delimitada por la red de actina. E17G (200 uM) induce una clara internalizacién de vesiculas conteniendo los transportadores mas alla de los
limites de actina (flechas blancas), al igual que las DAH pretratadas con filipina (25 pg/mL) y luego incubadas con E17G. El efecto de E17G
fue significativamente prevenido por el tratamiento con MDC (100 uM). B. Distribucién de la fluorescencia asociada a Mrp2 y Bsep a lo largo
de una linea de 8 pm perpendicular a la vacuola canalicular y con centro en la misma. El espacio canalicular fue identificado por la
fluorescencia asociada a actina, graficandose la distribucion de la intensidad de fluorescencia (en unidades arbitrarias, U.A.) asociada a
actina (derecha) y a los transportadores (izquierda). La distribucién de la fluorescencia de Bsep, Mrp2 y actina fue normalizada, y comparada
luego estadisticamente usando el test Mann-Whitney Los resultados son expresados como el promedio + ES. n = 6-8 vacuolas canaliculares
por preparacion, de 3 preparaciones independientes. Los andlisis estadisticos revelaron una internalizacion significativa de los
transportadores bajo tratamiento con E17G (p < 0,05 vs. control), la cual fue completamente prevenida con MDC (p < 0,05 vs. E17G).
Ninguno de los tratamientos per se afecté la distribucién normal de actina.
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4.2.3. E17G incrementa la colocalizacion de Mrp2 con proteinas involucradas en la

endocitosis dependiente de clatrina

>
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Figura 4.10: Colocalizacién del
transportador Mrp2 con proteinas de la
via endocitica dependiente de clatrina.
Se realizd una doble marcacion
inmunofluorescente de Mrp2 (verde) y las
proteinas clatrina AP2 y Rab 5 (rojo) en DAH.
Se tomaron stacks confocales de DAH control
y tratadas con E17G (200 pyM, 20 min). A. En
el z stack de las imagenes se puede observar
Mrp2 en verde y clatrina en rojo,
observandose mayor colocalizacién al tratar
las DAH con E17G (flechas blancas). B. Z
stacks donde se observa Mrp2 en verde y AP2
en rojo, observandose mayor colocalizacién
al tratar las DAH con E17G (flechas blancas).
C. Z stacks donde se observa Mrp2 en verde y
Rab5 en rojo, observandose mayor
colocalizacion al tratar las DAH con E17G
(flechas blancas). D. Se realizé el analisis de
imagen de los stacks con el software Image J,
observandose  mayor  porcentaje  de
colocalizacion del transportador con las
proteinas en estudio en las DAH tratadas con
E17G; el mismo resultado se obtuvo al

realizarse el anédlisis de manera inversa
. (colocalizacion de clatrina, AP2 y Rab5 con
) Mrp2, datos no mostrados).
R X3 T 5o Los resultados fueron expresados como
o P promedio * ES. *Significativamente diferente
2 & del control (p<0,05, n = 10 de 3 preparados
diferentes).

Como fuera expuesto en la Introduccion (Figura 1.1), los componentes celulares

Control

E17G

(@)

Control

E17G

endocitados a través de la via dependiente de clatrina deberian encontrarse en vesiculas
endociticas junto con componentes esenciales para la formacién de las mismas, tales como
clatrina, AP2 y Rab5. Asi, para obtener mayor evidencia de la participacion de este mecanismo
endocitico en la colestasis por E17G, realizamos experimentos tendientes a estimar el grado de

colocalizacion de Mrp2 con dichas proteinas. Se realizaron inmunofluorescencias con los
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anticuerpos correspondientes, y se tomaron stacks de las DAH controles y tratadas con E17G

mediante microscoplia confocal (Figura 4.10 A).

En la Figura 4.10, se observan imagenes confocales representativas de la colocalizacién
de Mrp2 con clatrina (A), con AP2 (B) y Rab5 (C). Es evidente, al observar las imagenes en la cual
se muestra una mascara con la localizacion de Mrp2, que E17G indujo internalizacién del
transportador. Cuando observamos las imagenes en las cuales se muestra la clatrina, AP2 y Rab5
presentes en el espacio ocupado por Mrp2 (Figura 4.10 A, B y C, paneles de la derecha),
podemos ver que bajo tratamiento con E17G, las proteinas pertenecientes a la maquinariaa
endocitica de clatrina colocalizan con las moléculas de Mrp2 (flechas blancas) presente en las
vesiculas endocitadas. La cuantificacion de la colocalizacion entre Mrp2 y estas proteinas dio
como resultado un aumento significativo en el porcentaje de colocalizacion entre las mimas en
el grupo E17G (Figura 4.10 D).

4.2.4. El silenciamiento de AP2 inhibe la endocitosis de Bsep y Mrp2 inducida por
E17G

Para confirmar que la internalizacion de los transportadores canaliculares Bsep y Mrp2
ocurre por una via dependiente de clatrina en la colestasis inducida por E17G, se evalud el
estado de localizacién de los mismos en CPHS transfectados con ARNi contra el ARNm de AP2.
Cuatro ARNL fueron sintetizados y testeados, y tres de ellos (ARNi 1, 2 y 3) indujeron una
disminucion significativa en la expresién de AP2, analizada por WB (Figura 4.11 A), siendo
elegido el ARNi 1 para los estudios de funcion y localizacion de los transportadores. Las
imagenes confocales de los CPHS transfectados muestran, avalando los hallazgos previos, que
la alteracion en la localizacion de Bsep y Mrp2 inducida por E17G (flechas blancas) es prevenida

en aquellas células transfectadas efectivamente con el ARNi 1 (Figura 4.11 B).

En cuanto a la actividad de los transportadores, el silenciamiento de AP2 previno la
alteracion funcional de Mrp2 inducida por E17G, medida por la VIT de GS-MF. En efecto, este
parametro arrojé valores no significativamente diferentes de los CPHS control (Figura 4.11 C),
mientras que en aquellos tratados con E17G, la VIT cayd un 50% aproximadamente respecto a

los valores controles.
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Figura 4.11: Silenciamiento de AP2
en CPHS, y su efecto sobre la
internalizacién de transportadores
canaliculares inducida por E17G.
Los CPHS fueron transfectados con el
RNAi de AP2, y el RNA SC por 48 hs.
A. Western Blot representativo de AP2
en CPHS transfectado. Los RNAL 1y 2
indujeron una mayor diferencia
significativa en la disminucién de la
expresion de AP2. Los resultados son
expresados como porcentaje respecto
al SC, e indicados como el promedio
+ ES. *Significativamente diferente del
SC (p<0,05 ~n = 3) B. Imagenes
confocales representativas que
muestran la distribucion celular de
Mrp2 y Bsep (verde) en CPHS, bajo los
distintos  tratamientos. La zona
canalicular estd delimitada por la
proteina ocludina (rojo) y los nucleos
se muestran en azul. Bajo condiciones
control (SC), la fluorescencia asociada
a Mrp2 y Bsep estd mayormente
confinada al espacio canalicular. E17G
indujo una clara internalizacion de
vesiculas conteniendo los
transportadores, mas alla de los
limites canaliculares (flechas blancas).
En las células tratadas con el RNAL 1,
el fendmeno de internalizacién es
claramente prevenido en aquellas
células eficientemente transfectadas.
EL RNAL per se no tiene ningln efecto
sobre la distribucién de los
transportadores (datos no mostrados).
C. VIT de Mrp2. Luego de la
transfeccién con los RNAi 1y SC por
48hs, los CPHS fueron expuestos a
E17G (200 pM) por 30 min, o a su
vehiculo (DMSO), y luego a CMFDA,
precursor de GS-MF. La pendiente de
la curva obtenida graficando la
intensidad de fluorescencia asociada a
GS-MF de 70-100 pseudo-canaliculos
vs. tiempo de 3 preparados diferentes
se usd para estimar la VIT de Mrp2, la
cual fue corregida por los valores
promedio de ancho canalicular, tal
como fuera descripto en el item 4.1.4
Los datos son expresados como el
promedio = ES. *Significativamente
diferente al SC (p < 0,05).
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4.2.5. MDC previene las alteraciones secretoras biliares y la endocitosis de Bsep y
Mrp2 inducida por E17G en el HAP
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= — 120 excrecion biliar de DNP-SG y TC inducido por E17G en
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S° 40 diferente al control. #significativamente diferente de
o 9
G MDC+E17G (p < 0.05; n = 3 animales por grupo). Los datos
& 20 son promedio * ES.
0
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El modelo de higado aislado y perfundido (HAP) permite monitorear dinamicamente los

cambios en la secrecion biliar, en un contexto de integridad de 6rgano preservado.

La administracion de un bolo de E17G produce una rapida caida del FB hasta
aproximadamente un 40% del valor basal (Figura 4.12 A). Esta disminucion en el FB es
acompafada por una disminucion significativa en la excrecion biliar de los sustratos de Bsep
(Figura 4.12 B) y Mrp2 (Figura 4.12 C), TC (70 % del basal) y DNP-glutatién (40 % del basal),

respectivamente.

La actividad de ambos transportadores comienza a recuperarse luego de 15 minutos de
administrado el E17G. En los HAP pre-tratados con MDC para inhibir la via endocitica mediada
por clatrina, se previene en forma parcial, pero altamente significativa, la caida en el FB y la
alteracién en la excrecion de TC producida por Bsep, en tanto que la alteracion producida en la

excrecion de DNP-G, es prevenida totalmente (Figura 4.12).
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Figura 4.13: MDC previene
la endocitosis de Bsep y
Mrp2 inducida por E17G en

HAP. A. Imagenes
confocales representativas
de la internalizacién

endocitica de Bsep y Mrp2
inducida por E17G, y la
protecciéon que le confiere
el pre-tratamiento con MDC.
Se muestra a Bsep (verde) y
ocludina (rojo) en las
imagenes superiores, y a Mrp2
(verde) y ocludina (rojo) en las
imagenes inferiores. En HAP

control, ambos
transportadores estan
circunscriptos  al  espacio
canalicular, delineado  por

ocludina; tras el tratamiento
con E17G (2 pmoles/higado),
se observan zonas donde los
transportadores se encuentran
fuera de los limites de los
canaliculos, en estructuras
vesiculares intracelulares. MDC
(100 pM, 15 min previo a E17G
y mantenido durante toda la
perfusion) impide la
internalizacién de los
transportadores canaliculares,
observandose un patrén de
distribucién  similar al del
contro. MDC per se no
produce ningun cambio en la
localizacion de los
transportadores. B. Analisis
densitométricos del perfil

de intensidad de
fluorescencia asociada a
Bsep, Mrp2 y ocludina. Los
gréaficos representan la

intensidad de fluorescencia
asociada a los trasportadores
(promedio * ES) a lo largo de
una linea de 8 um
perpendicular a los
canaliculos (4 um hacia ambos
lados del centro canalicular).
En HAP control, la
fluorescencia  asociada  al
transportador se concentrd en
el espacio canalicular. La
internalizacion de los
transportadores inducida por

E17G se tradujo en una
disminucion de la
fluorescencia en la zona

canalicular (aplanamiento de
la curva), junto con un
aumento de la misma a mayor
distancia del  canaliculo
(p<0.01 wvs. Control). Los
perfiles de distribucion de
Bsep y Mrp2 en los HAP
pretratados con MDC y luego
con E17G fueron similares a
los del control, y
significativamente diferentes a
los del grupo E17G solo
(p<001) (n = 20-50
canaliculos por preparacion,
de 3 preparaciones
independientes). El analisis
estadistico de los perfiles de
distribucion  de  ocludina,
utilizada para delimitar los
limites canaliculares, no
mostré cambios con ninguno
de los tratamientos.
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En el panel A de la figura 4.13 se observan imagenes confocales representativas de Bsep
(verde) y ocludina (rojo), mientras que las imagenes inferiores del panel A muestran imagenes
confocales representativas de Mrp2 (verde) y ocludina (rojo), luego de 20 minutos de la
administracién de E17G (o su vehiculo, DMSO), con o sin el pretratamiento con MDC en HAP. En
los HAP tratados con E17G, ambos transportadores son detectados en estructuras intracelulares,
compatibles con vesiculas endociticas (flechas blancas). Esta internalizacion se vio prevenida en
aquellos HAP que fueron perfundidos con MDC, los cuales mostraron un patrén similar de
distribucion de los transportadores en la zona canalicular que aquellos HAP control. En los
estudios densitométricos de las imagenes tomadas, se puede observar que, bajo tratamiento
con E17G, la curva de distribucién de los transportadores Bsep y Mrp2 se vuelve mas chata y
ancha debido al incremento de la intensidad de fluorescencia verde correspondiente a los
mismos en una zona mas alejada de la membrana canalicular, hecho consistente con la
internalizacién de los mismos a compartimientos intracelulares (Figura 4.13 B). En aquellos
higados perfundidos con MDC vy tratados con E17G, la distribucion de ambos transportadores
fue casi idéntica a la de los higados control. Ninguno de los tratamientos modifico la estructura
canalicular, evaluada a través de la distribucién de ocludina. MDC per se no indujo cambios en la

distribucion de los transportadores (datos no mostrados).

4.2.6. E17G induce la migracion de los transportadores canaliculares Bsep y Mrp2

de microdominios rafta no raft

Los transportadores canaliculares Bsep y Mrp2 se encuentran mayoritariamente
presentes en microdominos ricos en colesterol (rafts)®; de hecho, existe una correlacion positiva
entre el contenido de colesterol de la membrana y la actividad de Bsep'?®. La endocitosis
dependiente de clatrina se produce desde microdominios no raft los cuales poseen la
maquinaria necesaria para que ocurra este mecanismo. Asi, para que E17G pueda inducir la
endocitosis dependiente de clatrina de Bsep y Mrp2, los mismos deberian estar enriquecidos en
microdominios no raft. Para indagar esta posibilidad, se evalud la expresion de los mismos en
microdominios de membrana rafty no raft Se aislaron microdominios raft (colesterol alto) y no
raft (bajo en colesterol) en funcién de su solubilidad en detergente y el enriquecimiento de la
proteina caveolina-1 en rafts, o de la proteina clatrina en no raft, como se describe en Materiales
y Métodos 3.3.2.2.1.

Se realizaron WB de microdominios de membrana rafty no raft provenientes de muestra
de higados de rata tomadas en condiciones basales (a tiempo 0), o luego de 20 minutos de
haber inyectado las ratas con E17G, o su vehiculo (DMSO). Para analizar la distribucion relativa
de los transportadores Bsep y Mrp2 en esos microdominios, y para comprobar la pureza de los

microdominios, mediante el revelado contra las proteinas caveolina-1 (rafts) y clatrina (no rafts)

65



Resultados

(Figura 4.14 A).
A Control E17G
Basal 20 min 20 min
No rafts Rafts : No rafts Rafts No rafts Rafts
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Figura 4.14: Expresion de Bsep y
Mrp2 en microdominios
canaliculares raft y no raft Se
tomaron muestras de higado de rata
a tiempo 0 y 20 minutos después de
haberle inyectado E17G o su
vehiculo (DMSO). Se obtuvieron
microdominios raft (colesterol alto) y
no raft (colesterol bajo) de
membranas plasmaticas de higado
altamente  purificados. A. WB
representativos para caveolina-1
(marcador de rafts), clatrina
(marcador no raff), Bsep y Mrp2 en
microdominios raft y no raft B.

Porcentaje de Bsep en
microdominios raft y no raft C.
Porcentaje de Mrp2 en

microdominios raft y no raft Los
datos se expresan como promedio +
ES, n=4 de 3 experimentos
independientes. *p < 0,05 s
control.

Los transportadores canaliculares en estudio, tanto en condiciones basales como luego

de 20 minutos de inyectado el vehiculo, se encuentran mas enriquecidos en microdominios raft

(aproximadamente un 60% Bsep y un 75% Mrp2), comparado con microdominios no raft

(aproximadamente 40 y 25%, respectivamente) (Figura 4.14 B y C). Sin embargo, en aquellas

ratas que fueron inyectadas con E17G, se produce una clara y significativa redistribucion de

estos transportadores en los microdominios de membrana; Bsep se expresa un 22% en raftsy
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un 78% aproximadamente en no rafts (Figura 4.14 B), mientras que Mrp2 se expresa un 18% y

un 82% aproximadamente en raftsy no rafts, respectivamente (Figura 4.14 C).
4.3. ESTUDIOS FOSFOPROTEOMICOS Y BIOINFORMATICOS

Se identificaron por fosfoprotedmica posibles proteinas intracelulares relevantes al
proceso de endocitosis y trafico vesicular que pudieran sufrir cambios en su estado de

fosforilacion como resultado de la activacion de vias de sefializacién activadas por E17G.

En los geles bidimensionales se detectaron 78 spots significativamente diferentes entre
el grupo control y el grupo tratado con E17G. De esos 78 spots, se han podido identificar 48

fosfoproteinas que modificaron su grado de fosforilacién entre los grupos estudiados.

En la tabla 4.3 se detallan aquellas proteinas identificadas, el grado de significancia
estadistica y la proporcidon en que aumenta (nUmeros positivos) o disminuye (numeros

negativos) la fosforilacién de cada proteina en el grupo E17G con respecto al grupo control.

E17G vs. CONTROL
Proteina ’ t-test ‘ Ratio E17G/Control
C-1-tetrahydrofolate synthase 0.0220 2.16
Alpha-actinin-4 0.0010 3.28
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 0.0032 2.90
Cytoplasmic aconitate hydratase 0.0140 3.07
C-1-tetrahydrofolate synthase 0.0400 331
Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase 0.0220 234
Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase 0.0029 3.69
Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase 0.0120 5.05
Elongation factor 2 0.0026 343
Radixin 0.0014 6.64
Transketolase 0.0310 1.49
Transketolase 0.0083 3.47
Urocanate hydratase 0.0300 2.13
Histidine ammonia-lyase 0.0011 1.58
Histidine ammonia-lyase 0.0012 2.30
Transketolase 0.0008 1.90
Phosphoenolpyruvate carboxykinase 0.0010 249
Cystathionine beta-synthase 0.0019 444
Transketolase 0.0029 3.49
Stress-induced-phosphoprotein 1 0.0270 181
Isoform L-type of Pyruvate kinase PKLR 0.0055 234
Carboxylesterase 1D 0.0045 1.63
Pyruvate kinase PKLR 0.0032 3.06
Catalase 0.0017 240
Catalase 0.0720 1.20

67



Resultados

Catalase 0.0150 1.29
Catalase 0.0085 1.40
Catalase 0.0170 231
Formimidoyltransferase-cyclodeaminase 0.0035 2.25
Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase 0.0065 1.69
Formimidoyltransferase-cyclodeaminase 0.0045 4.84
Dihydropyrimidinase 0.0039 2.10
Aldehyde dehydrogenase family 8 member Al 0.0030 2.36
Dihydropyrimidinase 0.0045 3.48
Glucose-6-phosphate isomerase 0.0007 3.74
UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase 0.0077 3.32
UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase 0.0022 2.98
Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase 0.0022 3.00
Hsc70-interacting protein 0.0015 1.57
S-adenosylmethionine synthase isoform type-1 0.0120 1.78
Argininosuccinate lyase 0.0001 249
Elongation factor 1-gamma 0.0047 242
Fumarate hydratase, mitochondrial 0.0042 2.19
Betaine-homocysteine S-methyltransferase 1 0.0096 3.25
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 0.0350 1.43
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 0.0170 2.36
Fumarylacetoacetase 0.0160 1.98
Fructose-bisphosphate aldolase B 0.0094 213
Arginase-1 0.0028 2.10
Farnesyl pyrophosphate synthase 0.0270 2.26
Sulfotransferase family cytosolic 1B member 1 0.0240 1.44
Sulfotransferase family cytosolic 1B member 1 0.0110 231
Proteasome subunit alpha type-1 0.0180 1.72
Alpha-tocopherol transfer protein 0.0140 1.54
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 0.0280 1.59
Glutathione peroxidase 1 0.0031 -2.51
Protein deglycase DJ-1 0.0043 1.79
Peroxiredoxin-1 0.0370 249
Peroxiredoxin-1 0.0260 2.59
Ferritin light chain 1 0.0031 1.15
Ferritin light chain 1 0.0430 1.39
Ribonuclease UK114 0.0057 -4.91

Tabla 4.3: Proteinas que modifican su grado de fosforilacion ante la administracion in vivo de E17G. En la tabla, se puede
observar el nombre de cada proteina que modifica su patron de fosforilacién en el grupo E17G con respecto al control, el valor del
test de la ¢ de Student y la relacion de expresion E17G/Control, indicando la cantidad de veces que estd aumentada (nimeros
positivos) o disminuida (nimeros negativos) la fosforilacion al inducir colestasis aguda con E17G en ratas enteras (n = 4).

Para obtener una mayor informacion a partir de los datos hallados, se han cargado los
nombres de las proteinas de la Tabla 4.3 en el servidor IPA. IPA es una herramienta de busqueda
de base de datos que se utiliza para determinar la variacién de las funciones bioldgicas y vias de

sefializacion entre diferentes tratamientos. Las redes fueron generadas comparando el nimero
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de proteinas que participan en una funcién o via dada, en relacidén con todas vias almacenadas

Figura 4.15: Redes de
interaccién arrojadas del

analisis mediante IPA. A. Red
de interaccion que revela 22
moléculas  detectadas  por
nuestro analisis
fosfoprotedmico y 13 proteinas
predichas. B. Red de
interaccion que muestra 17
proteinas  detectadas  por
nuestro andlisis y 17 predichas.
Dichas redes son arrojadas al
analizar el total de las proteinas
que se identificaron con un
cambio en su grado de
fosforilacién entre HAP
tratados con E17G y el grupo
control ingresadas en IPA. Las
proteinas con fondo rojo son
aquellas que aumentan su
grado de fosforilacion en el
grupo E17G con respecto al
control, las proteinas con fondo
verde son aquellas que
disminuyen su grado de
fosforilaciéon en el grupo E17G
y las proteinas con fondo
blanco son las predichas por
IPA. La intensidad de color
indica la magnitud del cambio
en el nivel de fosforilacion de la
proteina. Las lineas indican las
interacciones, mientras que con
las puntas de flecha se indica la
direccionalidad. La ausencia de
puntas de flecha se refiere a
una interaccién de unién. La
linea punteada indica wuna
interaccion inferida o indirecta.

Simbologia: <& enzima,

grupo o  complejo,
- regulador de la
transcripcion, % quinasa,

Ootra, enzima de union a st
o

misma, @) grupo o complejo

que interactia con si mismo,

Q grupo o complejo que
interactta con st mismo de una
manera inferida o indirecta,

y@ molécula de unién a si
misma.

Los cambios en el grado de
fosforilacion de las proteinas
resaltadas con un circulo azul
(St13 y Stipl en panel Ay
radixina en panel B) podrian
afectar su participaciéon en la
estabilizacion de proteinas de
membrana, pudiendo cumplir
algun rol en la endocitosis de
los transportadores
canaliculares  inducida  por
EF17G.
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El analisis de los datos fosfoprotedmicos de las muestras de higado de animales tratados
con E17G con respecto al control arrojo dos redes con un valor de p < 0,05 (Figura 4.15). En
estas redes se puede observar el aumento en el grado de fosforilacidon de ciertas proteinas
(fondo rojo) o la disminucion del mismo (fondo verde), siendo la intensidad del color
directamente proporcional al grado de incremento o disminucién en la fosforilacién. Asimismo,
también se puede observar en estas redes la interaccion de las proteinas identificadas en el
analisis fosfoprotedmico con otras proteinas que no tuvieron un cambio en su grado de
fosforilacion detectable por este analisis (fondo blanco). Dentro de este ultimo grupo, se
pueden observar proteinas involucradas en las vias de sefializacidon descriptas anteriormente
como implicadas en la colestasis por E17G, como Akt y Erk 1/2 (Figura 4.15 A), o el
transportador Mrp2 (Abcc2) (Figura 4.15 B). En cuanto a las proteinas identificadas en estas
redes con aumentos significativos en su grado de fosforilacion inducido por E17G, se
encuentran las proteinas radixina, Hop (también llamada “stress-induced-phosphoprotein 1"
[Stipl] o "Hsp70/Hsp90 organizing protein”) y Hip (también llamada "Hsc70-interacting protein”
o Stl13), resaltadas en tabla 4.3 y figura 4.15. Estas proteinas cumplen un rol en la correcta

maduracién y estabilizacién de proteinas de membrana® %

, habiéndose reportado que
cambios en su estado de fosforilacién, en el cual podrian estar involucradas algunas de las
quinasas que forman parte de las vias de sefalizacidon pro-colestasicas activadas por E17G,

pueden afectar su funcion fisioldgica.
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5.1. EL CPHS ES UN MODELO /N VITRO POLARIZADO DE GRAN UTILIDAD PARA
EL ESTUDIO DE MECANISMOS DE ALTERACION DE LA FUNCION SECRETORA
BILIAR INDUCIDA POR COMPUESTOS COLERETICOS Y COLESTASICOS

Las DAH constituyen un modelo noble e ideal para muchos estudios, el cual nuestro
grupo de trabajo, asi como otros, utiliza con regularidad para estudios a nivel celular de la
patologia colestasica. Sin embargo, este modelo in vitro queda relegado cuando se necesitan
hacer estudios bajo tratamientos subagudos o crénicos (su vida media es de aproximadamente
10 horas), o se necesita aplicar técnicas que requieren alto rendimiento celular. En la primera
parte de este trabajo de tesis, hemos logrado validar una metodologia basada en CPHS para
reproducir in vitro alteraciones canaliculares inducidas por compuestos colestasicos de
relevancia clinica, tales como E17G y TLC. Ademas, el efecto colerético y anticolestasico del
compuesto pro-exocitico DBAMPc también se ha evidenciado en CPHS, avalando su uso no sélo
como modelo de estudio de alteraciones colestasicas, sino también para investigar tratamientos

experimentales anticolestasicos.

Evidencias presentadas por nuestro grupo y otros demostraron que, en muchas formas
de colestasis experimental y clinica, la internalizacion endocitica de los transportadores
canaliculares esenciales para la formacion de bilis, como Bsep y Mrp2, es causal fundamental de
la falla secretora biliar, siendo clave el rol de vias de sefalizacion intracelular en este
fendémeno.”” Esto hace esencial la investigacidon a un nivel celular y molecular de este
patomecanismo. Sin embargo, esto requiere modelos in vitro estables y polarizados de

secrecion biliar, que mimeticen de la mejor manera posible la condicion fisiologica.

El modelo de CPHS es ideal para este propdsito, ya que es el Unico modelo in vitro
disponible de cultivo primario de hepatocitos que mantiene todas las caracteristicas de los
hepatocitos in situ por un periodo de tiempo suficientemente largo como para realizar estudios
de knock-down de genes especificos de interés, o estudios de WA, ya que el rendimiento de la

muestra es suficientemente alto??®

. Ademas, los hepatocitos humanos pueden ser cultivados en
configuracion de sandwich de colageno y, hoy en dia, se encuentran disponibles
comercialmente, lo cual representa una gran ventaja para el estudio de patologias hepaticas

humanas.

La incubacién con un sustrato fluorescente de un transportador canalicular, tal como GS-
MF seguido de captura y analisis de imagenes en tiempo real, ha sido previamente reconocido
como una herramienta util para detectar el deterioro de la actividad del transportador

2198

canalicular Mrp2~*°. Aunque esta metodologia es potencialmente Util para los estudios cinéticos

de la funcién de los transportadores responsables de la formacion de bilis (Mrp2, en este caso),

72



Discusion

el método solo se habia aplicado a condiciones de "todo o nada" (en ratas Eisai
hiperbilirrubinémicas que no expresan Mrp2). De este modo, su uso en condiciones de deterioro
parcial en la actividad de transporte inducida por un agente colestasico, o su recuperacion
después de dicho tratamiento, alin necesitaba ser validada. La minuciosidad de los analisis de
datos también era limitada en estos estudios previos. La actividad del transportador era medida
como la fluorescencia asociada a un sustrato fluorescente del trasportador acumulada en los
canaliculos biliares hasta un punto de tiempo que no se habia establecido rigurosamente,
analizando la influencia de los cambios en la linealidad de la sefial de fluorescencia en dichos
ensayos. De acuerdo con nuestros resultados (ver Figura 4.1.), la acumulacién de fluorescencia
es lineal por un periodo de tiempo relativamente corto (4-5 min), la cual también depende del

tipo de experimento y tratamiento a realizar.

Otro aspecto critico de esta metodologia es que se basa en la medida de la intensidad
de fluorescencia en los canaliculos biliares, un parametro que refleja la concentracion biliar del
sustrato fluorescente en lugar de la tasa de excrecion real. De hecho, este parametro se ve
afectado por cambios en el FB que conducen, en este modelo en el cual los canaliculos son
espacios cerrados, a modificaciones del volumen canalicular preexistente. Tener en cuenta este
aspecto es fundamental en los estudios de colestasis o coleresis. La falta de correccidon por un
aumento del volumen canalicular (coleresis) conduciria a una subestimacién de la medida de la
actividad de transporte, mientras que la falta de correccion para una disminucion del volumen
canalicular (colestasis) daria lugar a una sobreestimacion de este parametro. Para superar estos
inconvenientes metodologicos, durante esta tesis validamos y aplicamos una serie de
modificaciones y correcciones de la técnica reportada originalmente por Nakanishi y col.'*,
haciéndola de este modo apropiada para el estudio de transporte canalicular en condiciones de

generacion de FB variables.

En primer lugar, tomamos ventaja de la naturaleza cinética del transporte canalicular
para calcular la actividad del transportador como la velocidad inicial de transporte de un
sustrato fluorescente (VIT). Esto se concreté mediante la determinacién de la pendiente de las
curvas de intensidad de fluorescencia en funcién del tiempo, durante la fase lineal inicial, donde
no hay saturacién del sistema de transporte ni saturacion de la sefial de fluorescencia en la luz
canalicular. En segundo lugar, hemos introducido una correccion por los cambios en el volumen
canalicular, multiplicando la VIT por el volumen promedio canalicular, calculado mediante el
analisis de stacks en 3D de imagenes confocales. Ademas, validamos con éxito el uso del ancho
canalicular promedio como un parametro sustituto del volumen canalicular, cuya determinacion
solo requiere la adquisicion de imagenes confocales 2D, simplificando significativamente esta

medologia. Arribamos a esta conclusion basados en la estrecha correlacion que se ha obtenido
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entre los cambios que sufren el volumen y el ancho canalicular tanto en condiciones

colestasicas como coleréticas (Figura 4.5.).

Otra contribucion de este trabajo fue la validacién del modelo de CPHS para los estudios
funcionales en colestasis. Para este fin, se han utilizado dos compuestos colestasicos bien
caracterizados, E17G y TLC, y se ha reproducido con éxito los efectos nocivos que habian sido
descritos en ratas enteras'*''* en HAP™?, y DAH*#1912 Hemos logrado reproducir y
cuantificar en este modelo la capacidad de los agentes colestasicos para afectar la formacion de
bilis canalicular, evaluando y teniendo en cuenta ademas los cambios en el volumen y el ancho
canalicular (Tabla 4.1). Asi, pudimos reproducir la capacidad de estos compuestos para inhibir la
funcion de transporte de Mrp2, evaluandose a través de la VIT de GS-MF. Significativamente, la
disminucion de la VIT de GS-MF en CPHS tratados con E17G 200 uM y TLC 2,5 uM (50% y 43%,
respectivamente) fueron de magnitud similar a lo reportado para la acumulacién vacuolar
canalicular de GS-MF en DAH™!’  Ademds, hemos podido visualizar la internalizacion
endocitica de Mrp2 inducida por ambos agentes colestasicos, un patomecanismo esencial

involucrado en sus efectos colestasicos®%.

Por ultimo, se ha reproducido en el modelo de CPHS la capacidad del DBAMPc,
compuesto anticolestasico, de prevenir todas estas manifestaciones de colestasis. Ademas, el
bien conocido efecto colerético de DBAMPc cuando se administra solo han sido evidenciado a
través del aumento en los valores de ancho / volumen canalicular (ver Tabla 4.1); este efecto
colerético se asocia en parte con la capacidad de AMPc para aumentar la actividad Mrp2, una
propiedad que pudo ser reproducida también en este modelo mediante la medicién de VIT de
GS-MF (véase Tabla 4.2). Estos ultimos resultados han demostrado que el modelo de CPHS

puede también ser utilizado para estudios asociados a mecanismos de coleresis.

5.2. E17G INDUCE EL ENRIQUECIMIENTO DE LOS TRANSPORTADORES
CANALICULARES BSEP Y MRP2 EN MICRODOMINIOS NO RAFTY LA ENDOCITOSIS
DEPENDIENTE DE CLATRINA DE LOS MISMOS

Como mencionamos anteriormente, los transportadores Bsep y Mrp2 son esenciales y
determinantes en la formacién de bilis. Ambos transportadores sufren un desbalance en su
reciclado normal, y son internalizados en distintas patologias colestasicas llevando a la
acumulacion de los mismos en compartimentos subapicales, fendmeno directamente
relacionado con la alteracion secretora canalicular y, como consecuencia, con la reduccion del
FB. A pesar del rol crucial de esta alteracion en el establecimiento de la patologia colestasica,
poco se sabe acerca de los mecanismos que regulan dicho proceso. Es por ello que, durante el

desarrollo de este trabajo de tesis, nos enfocamos en el estudio de dichos mecanismos,
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analizando las diferentes vias por las cuales se podrian estar endocitando Bsep y Mrp2,

utilizando para ello diferentes modelos de estudio tanto in vitro como in vivo.

En esta etapa, hemos reunido evidencias que los transportadores canaliculares Bsep y
Mrp2 se estarian endocitando a través de una via dependiente de clatrina en colestasis inducida
por E17G. En un primer estudio realizado en DAH, observamos que al inhibir la via endocitica
mediada por clatrina de dos maneras distintas, con su inhibidor especifico MDC o mediante un
protocolo de deplecion de K™ que afecta dicha via, y luego de 20 minutos de tratamiento agudo
con E17G, las DAH siguen siendo capaces de transportar los sustratos fluorescentes de Bsep y
Mrp2 (CGamF y GS-MF, respectivamente), de manera no significativamente diferente a las DAH
controles. Esto indicaria que los transportadores estarian ubicados mayormente en la

membrana canalicular, y que seguirian siendo funcionales cuando se inhibe dicha via endocitica.

Mediante el analisis de imagenes confocales de DAH tratadas con E17G previa inhibicion
de la via endocitica dependiente de clatrina, confirmamos que los transportadores canaliculares
se mantienen dentro de los limites del canaliculo al igual que en DAH controles. Vale destacar
que los efectos de E17G en la localizacion y funcion de los transportadores canaliculares no
fueron prevenidos al tratar las células con filipina, un inhibidor de la via endocitica dependiente
de caveolina, lo cual nos permitiria descartar que los transportadores sean endocitados a través

de esta via.

Por otro lado, hemos realizado estudios de colocalizacion de Mrp2 con proteinas
especificas esenciales para el funcionamiento de la via endocitica dependiente de clatrina
(clatrina, AP2 y Rab5). El analisis de las imagenes confocales de aquellas DAH tratadas con E17G
nos permitié evidenciar que la fraccion de Mrp2 internalizada mostraba un alto grado de
colocalizacion con clatrina, AP2 y Rab5. En forma adicional, al realizar un analisis cuantitativo del
porcentaje de colocalizacion de Mrp2 con los marcadores endociticos evaluados, observamos
que E17G indujo un aumento significativo en la colocalizacion de Mrp2 con las tres proteinas en
estudio. En concordancia con lo anterior, también aumento el porcentaje de clatrina, AP2 y Rab5
colocalizando con Mrp2 cuando realizamos el analisis inverso (datos no mostrados). Estos

resultados confirman que la endocitosis de Mrp2 inducida por E17G es dependiente de clatrina.

Existen, sin embargo, evidencias en otro modelo celular in vitro (células Flp-In T-Rex 293,
una linea estable embrional de rindn humano), que la endocitosis constitutiva de MRP2 humana
que ha sido expresada ad hoc en esas células no dependeria de clatrina’®. De ser validos estos
resultados en hepatocitos, y extrapolables a Mrp2 de rata, los mismos sugeririan que la
internalizacién asociada al reciclado constituvo de Mrp2 seria diferente de la endocitosis sufrida

por el transportador en condiciones de colestasis, volviéndose la clatrina esencial para este
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ultimo proceso.

La endocitosis dependiente de clatrina requiere de la interaccion de la proteina a ser
endocitada con AP2 para su reclutamiento al sitio de formacién de la vesicula recubierta. Esta
interaccion se da normalmente a través de motivos de tirosina o di-leucina presentes en el
extremo N- o C-terminal de la proteina a ser endocitada'’, tal como fuera descripto para la
endocitosis constitutiva de Bsep’’. Para el caso de Mrp2, para el cual se ha reportado que su
endocitosis constitutiva seria independiente de clatrina’®, es posible especular que estos
dominios de interaccion con AP2 no se encuentran presentes en su estructura, no siendo por lo
tanto posible su reclutamiento en condiciones fisiolégicas. Sin embargo, la activacién en el
contexto colestasico de numerosas vias de sefializacion que pudieran tener a Mrp2 como blanco
podria generar modificaciones postraduccionales en el transportador que posibiliten establecer
interacciones no convencionales con clatrina. Sustentando esta posibilidad, se ha reportado
recientemente que la endocitosis dependiente de clatrina del canal de K™ Kv1.3 en células Hela
depende directamente de la fosforilacidon del mismo en un residuo treonina de su dominio C-
terminal mediada por ERK1/2, luego de la activacion de esta quinasa inducida por el factor de
crecimiento epidérmico””’. En forma similar, es posible que E17G induzca la endocitosis de Mrp2
por un mecanismo no convencional diferente de la interaccidon de AP2 con dominios tirosina o
di-leucina, interaccionando a través de dominios diferentes habilitados mediante la fosforilacién
de Mrp2 por alguna de las vias de sefalizacidn pro-colestasicas que nuestro grupo ha
caracterizado. En este sentido, se ha reportado un sitio de fosforilacién por PKC, una quinasa

activada por E17G™®, en el extremo C-terminal de Mrp2 (Seryssy).

El incremento en la colocalizacién en compartimientos intracelulares de Mrp2 con Rab5,
un marcador especifico de los AEE, bajo tratamiento con E17G sustenta fuertemente la hipodtesis
planteada por nuestro grupo de trabajo®® relacionada con la posibilidad que AEE sea el primer
reservorio intracelular de Mrp2 una vez endocitada via clatrina en condiciones de colestasis, ya
que AEE es el destino primario de las vesiculas endociticas recubiertas con clatrina®. Ademas de
servir de marcador de estos compartimientos endosomales, Rab5 es una pequefia GTPasa clave
para la formacién de la vesicula revestida de clatrina. Este hallazgo representa la primer
evidencia disponible de la paticipacidén de Rab5 y la via endocitica que lleva a AEE en un modelo

de colestasis hepatocelular.

Ademas, nuestro grupo aportd evidencias acerca de la participacion de p38MAPK en la
endocitosis de trasportadores canaliculares que explica la colestasis por E17G®. Se ha reportado
que esta quinasa acelera la endocitosis mediada por clatrina de varios receptores de membrana,
tales como el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)?*, los receptores opioides

231

y 8°° y el receptor de glutamato®™. Al igual que ellos, Bsep se internaliza de manera
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dependiente de clatrina a través de un mecanismo que incluye la participacion de AP2, proteina
cuya fosforilacion por p38MAPK es esencial para el reclutamiento de la carga hacia las
depresiones revestidas de clatrina en el mecanismo endocitico del EGFR?2. Otro blanco posible
de p38MAPK es el inhibidor de la disociacion Rab-GDP (Rab-GDI), proteina que estimula el
reciclaje de Rab5 entre la membrana y el citosol, aumentando de esta manera la tasa

endocitica®?.

Decidimos ampliar las evidencias aportadas por el modelo de DAH, llevando nuestros
estudios a un modelo mas fisiologico, el CPHS, validado en la primer parte de esta tesis para
estudios colestasicos. En este modelo, hemos podido aplicar con éxito la técnica de knock-down
de AP2, encargado de reclutar las moléculas de clatrina en la membrana canalicular, mediante el
uso de ARNL dirigido hacia la subunidad p2 de dicho complejo. Mediante estudios de
localizacién de los transportadores canaliculares Bsep y Mrp2 en CPHS controles y tratados con
E17G a las 48 hs post-transfeccidon, tiempo al cual se observa una marcada disminucién en la
expresion de AP2, pudimos observar que los transportadores se mantenian dentro de los limites
canaliculares marcados por la red de actina pericanalicular, no observandose la deslocalizacién
caracteristica de los mismos que se produce en las células tratadas con E17G que no fueron
transfectadas. Dado el rol de AP2 como proteina adaptadora que interviene en la formacién de
vesiculas recubiertas con clatrina a través de interacciones con la proteina cargo y clatrina®,
estos resultados demuestran de manera concluyente que la via dependiente de clatrina seria la

que mediaria la endocitosis de los transportadores canaliculares Bsep y Mrp2 inducida por E17G.

A continuacion, decidimos validar la reproducibilidad de los hallazgos en DAH y en CPHS
en un modelo de mayor complejidad y relevancia fisiologica, como es el modelo de higado
aislado y perfundido (HAP). El rol de la inhibicién de la endocitosis dependiente de clatrina con
MDC en la colestasis por E17G se hizo también evidente en el modelo de HAP, donde se pudo
observar que al inhibir la via mencionada que se protege casi completamente del efecto
producido por E17G sobre el FB (Figura 4.12 A) y totalmente sobre la velocidad de excrecién de
sustratos de Bsep (TC) (Figura 4.12 B) y Mrp2 (DNF-SG) (Figura 4.12 C). Se observd ademas en
HAP que, al igual que en las imagenes confocales obtenidas en los modelos de DAH y de CPHS,
que el pre-tratamiento con MDC previno de la internalizacion de los transportadores
canaliculares inducida por E17G (Figura 4.13). Estos resultados nos permiten extender el rol
crucial de la via endocitica dependiente de clatrina en la internalizaciéon de los transportadores
canaliculares Mrp2 y Bsep a un modelo con anatomia hepatica conservada, sugiriendo ast

fuertemente la implicancia de esta via endocitica en la colestasis por E17G in vivo.

A pesar que los resultados presentados hasta el momento acerca del hecho que el

mecanismo de endocitosis de los transportadores canaliculares Bsep y Mrp2 inducida por E17G
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es dependiente de clatrina, hay evidencias que indican que, en condiciones fisiolégicas, ambos
se encuentran presentes principalmente en microdominios ricos en colesterol o balsas lipidicas,
caveolina-1 positivos y clatrina negativos (rafts)’**'*. De este modo, dado que la endocitosis
dependiente de clatrina es posible desde microdominios no raft (solubles en detergente,
clatrina positivos, caveolina negativos y de bajo contenido en colesterol), hipotetizamos que en
la colestasis inducida por E17G, las vias de sefializacidon disparadas por el agente colestasico
pueden estar modificando la ubicacién especifica de Bsep y Mrp2 en la membrana canalicular,
migrando desde los microdominios raft en donde se encuentran estables y funcionales, a
microdominios no raft, desde donde pueden ser luego endocitados mediante un mecanismo
dependiente de clatrina. Para demostrar esta hipdtesis, analizamos mediante WA la distribucion
de Mrp2 y Bsep en fracciones de membrana enriquecidas en raftsy no rafts obtenidas a partir
de muestras de higados de ratas enteras, a las cuales se les provoco colestasis mediante una
Unica inyeccion unica en bolo de E17G. Hemos encontrado, en concordancia con los reportes

previos™*®

, que Bsep y Mrp2 se encuentran en higados controles mayoritariamente en
microdominios raft (aproximadamente, 60% Bsep y 75% Mrp2), mientras que, luego de 20
minutos de la inyeccion de E17G, se produce una redistribucion significativa de los
transportadores, llevando a un enriquecimiento de los mismos en microdominios no raft
(aproximadamente 80%), quedando so6lo un 20% de los mismos en microdominios raft La
pureza de la separacion de los microdominios de membrana se analizé por WB mediante el
analisis de la expresion diferencial de caveolina (rafts) o clatrina (no rafts), no habiéndose
detectado alteraciones significativas en la expresion de clatrina o caveolina como consecuencia

de los tratamientos.

Marrone y col. han reportado recientemente que Bsep se encuentra en microdominios
raft, coincidiendo con lo mencionado previamente, y que en la colestasis inducida por EE en
ratas se produce una redistribucién a microdominios no raft lo cual puede contribuir a la
alteracion de la expresion y actividad de Bsep en esta patologia®™. Interesantemente, nuestro
grupo reportd que la glucuronizacién de EE es un requisito esencial para que pueda ejercer su
efecto colestasico’®. Asi, es posible postular que, en la colestasis por EE, su metabolito
glucuronizado, el cual es un potente colestasico agudo al igual que E17G™, sea el responsable
de inducir la migracion de Bsep de microdominios rafta no raft y la colestasis asociada a dicho
cambio. Sugestivamente, la colestasis por EE esta asociada a cambios en la expresiéon a nivel
proteico, pero no de ARNm, de Mrp2 y Bsep™***. Esta disminucién de la expresién de Bsep y
Mrp2 de origen postranscripcional podria deberse a la degradacion exacerbada de los mismos
debida a la endocitosis inducida por el glucuronido de EE, la cual es sostenida en el tiempo por
la constante produccion del metabolito glucuronizado colestasico durante todo el periodo de

tratamiento (5 dias) con el compuesto que lo origina, EE.
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Queda por establecer los mecanismos por los cuales estos metabolitos glucuronizados
de estrégenos son capaces de inducir cambios en la distribucién de transportadores
canaliculares entre diferentes microdominios de membrana. Existen diferentes modos por los
que una proteina podria integrarse preferencialmente a microdominios raft, a saber: § haber
sufrido un proceso metabdlico conocido como "lipidacion” (acilacion de la proteina, uniéon a
glicosilfosfatidilinositol o unién covalente de colesterol), /) tener interacciones proteina-
proteina con otras proteilas ancladas a rafts, o il poseer un patrén comuin de consenso de
aminoacidos de reconocimiento e interaccién al colesterol, conocido como "dominio CRAC"
(por su acronimo inglés "cholesterol recognition/interaction amino acid consensus"), del tipo: <
L/V-(X)a - 5-Y-(X)a - 5-R/K >, donde (X); -5 representa entre 1 y 5 residuos de cualquier
aminoacido”®. Todos estos procesos pueden ser, al menos hipotéticamente, modulados por
cambios metabolicos agudos mediados por cascadas de sefializacidon, ya sea inhibiendo por
fosforilacion enzimas vinculadas con la lipidacién o fosforilando per se a las proteinas
involucradas, de modo de modificar la interaccion proteina-proteina o la afinidad del dominio
CRAC por el colesterol®’. Por ejemplo, el transportador de dopamina en neuronas esté asociado
a rafts de membrana, y su fosforilacion via PKC estimula su endocitosis por un mecanismo

dependiente de clatrina y dinamina®®.

De todos los motivos que explican la asociacién
preferencial de proteinas a microdominios raft la existencia de un dominio CRAC es el mas
probable para proteinas transmembrana, como lo son los transportadores. St bien no se ha aun
buscado la existencia de dominios CRAC en Mrp2 y Bsep, 5 de dichos dominios existen en otro
transportador ABC (BCRP/ABCG2), y esos dominios CRAC son indispensables para explicar la
dependencia de su actividad con el colesterol de membrana®’. Teniendo en cuenta que la

128239 como de Mrp2**.depende criticamente de la

actividad de transporte tanto de Bsep
presencia de colesterol en la membrana, la existencia de sitios de interaccidon con colesterol

como los dominios CRAC es altamente probable.

Otro posible blanco de accion de E17G que podria facilitar la transferencia de Bsep y
Mrp2 de microdominios raft a no raft es la bien conocida disrupcion de la interaccion de los
mismos con radixina, una proteina de la familia ERM que ancla Mrp2 y Bsep a la membrana
canalicular, uniéndola al citoesqueleto de actina (ver item 1.2.2.1.1.2). La desorganizacion de
radixina es un fenédmeno que se describié para la colestasis por EE y, dado que en esta patologia
el glucurénido de EE es el agente causal, es factible que también ocurra lo mismo en la
colestasis por E17G. Existen algunas evidencias que sustentan la posibilidad de que la
desorganizacién de radixina afecte la localizacion de Mrp2 y Bsep en microdominios de
membrana. En forma general, el mantenimiento de la compartamentalizacion de lipidos y
proteinas en microdominios raft y no raft depende crucialmente de la integridad del

citoesqueleto de actina, cuya despolimerizacion lleva a una homogenizacidon de la membrana
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plasmatica®"’. La disrupcién de la distribucién hepatocelular de ezrina (otro miembro igual que
radixina de la familia ERM pero de localizacidén basolateral) por noqueo de keratina 8 se asocio a
cambios profundos en la organizacion de rafs de membrana, y redistribucién de una proteina
ubicada en microdominios raft (FasR)**%. Es mas, los propios microdominios raft como un todo
(incluyendo sus componentes lipidicos) se vuelven mas moviles cuando se pierde la unién de
alguna de sus proteinas constituyentes con el citoesqueleto de actina, como se demostré para
el caso de la proteina Cbp/PAR?®,

Si, como hemos descripto, el microdominio raft es una zona de autoensamblado de
constituyentes de membrana afines entre si, conformados por ciertos lipidos (colesterol,
esfingolipidos, glicoesfingolipidos) y proteinas que tienen alta afinidad con esos lipidos o con
otras proteinas que si la poseen, y que ese ensamblaje es criticamente dependiente de sus
interacciones intrinsecas y con proteinas asociadas al citoesqueleto de actina (por ej, proteinas
de la familia ERM), resulta logico especular que la pérdida de alguna de estas interacciones
afecten al raft como un todo, modificando las afinidades de cada uno de sus componentes
hacia la estructura de conjunto. Este cambio de afinidad puede ser un factor clave para explicar
la migracion de microentorno (rafts a no rafts)y de Mrp2 y Bsep, ya sea secundaria a la
desorganizacién de radixina, cambios en la afinidad de los mismos con lipidos enriquecidos en
rafts (por ej., por cambios en el dominio CRAC), o cambios de afinidad, o incluso pérdida, de
otras proteinas que pudieran retenerlos en dicho entorno. Claramente, muchos mas estudios
son necesarios para dilucidar el mecanismo, incluyendo la busqueda de dominios aminoacidicos
de interaccion en esos transportadores con componentes raft, la caracterizacion de los cambios
en la distribucion de proteinas asociadas al citoesqueleto de actina en la colestasis por E17G y
estudios biofisicos y moleculares que posibiliten un mejor entendimiento de los mecanismos y

dindmica de formacidén/desensamblado de los microdominios raft

Mas alla de estimular la endocitosis dependiente de clatrina, la movilizacién a
microdominios no raft, por el cambio del microentorno lipidico que eso conlleva, puede afectar
la actividad intrinseca de los transportadores canaliculares que puedieran quedar
transitoriamente retenenidos en dicho microentorno. Por ejemplo, la actividad de transporte de
Bsep se relaciona positivamente con el contenido de colesterol en la membrana, siendo ésta
mucho mayor en los microdominios raft, lugar donde Bsep esta localizado en condiciones
fisiologicas'®®**°. Aunque los mecanismos que explican esta modulacién no han sido ain
aclarados, se ha hipotetizado que el colesterol seria un modulador alostérico de BSEP, o que
simplemente actuaria por cambios en la fluidez de membrana®®. En cambio, la funcién de
transporte de Mrp2 parece no ser influenciada por el microdominio de insercion (raft o no raff),

como se demostré en células HepG2 donde se indujo movilizacion del transportador de
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microdominios raft a no raft por deplecién aguda de colesterol en membrana, sin que esto
altere su funcién de transporte®. Esta afectacién diferencial de la actividad intrinseca de Bsep y
Mrp2 por su movilizacion a microdominios no raft podria explicar por qué la inhibicion de la
endocitosis mediada por clatrina con MDC en el HAP no previno completamente la disminucion
en excrecién de sales biliares inducida por E17G, pero st la del sustrato de Mrp2 DNP-SG (Figura
4.12). Si, como es esperable, MDC no previene la movilizacion de Bsep a esos microdominios
sino solo su posterior internalizacion, la mayor proporcién de Bsep en microdominios no raft
debiera redundar en una menor actividad secretora de sales biliares. Otro posible factor que
podria explicar la inhibicion selectiva de Bsep por E17G en HAP expuestos a MDC es la
transinhibicion de Bsep por el E17G excretado al canaliculo biliar via Mrp2'°; en este trabajo, se
estudio la cinética de transporte de Bsep en presencia de E17G en vesiculas de membrana
plasmatica de células Sf9 a las que se les hizo expresar Bsep o Bsep y Mrp2 simultaneamente,
observandose sélo en el Ultimo caso una inhibicidn en la funcién de transporte de Bsep. Esto
sugiere que E17G puede ejercer efectos inhibidores sobre Bsep solo luego de ser excretado via
Mrp2 (transinhibicion). En nuestro modelo, donde la inhibicidn de la funcidn de transporte de
Mrp2 por E17G es completamente prevenida por MDC, dicha transinhibicion podria ser

totalmente operativa.

Mientras que la migracion de los transportadores canaliculares Bsep y Mrp2 hacia
microdominios no raft seria esencial para explicar su endocitosis dependiente de clatrina
inducida por E17G, este cambio de microdominio en la membrana canalicular, reportado

también en la colestasis inducida por EE*

, podria explicar porqué proteinas de membrana
canalicular localizadas exclusivamente en microdominios raft como la y-glutamil-transpeptidasa
y la PA, la primera unida microdominios raft por tetraspaninas®™ y la dltima por

1***, pueden ser encontradas en bilis en colestasis inducida por EE'*, a

glicosilfosfatidilinosito
diferencia de los transportadores canaliculares Bsep y Mrp2, que no se encuentran en

cantidades detectables?*.

En condiciones colestasicas, las SB debido a su efecto detergente, podrian desestabilizar
los microdominios raft haciendo posible la pérdida de proteinas de membrana por bilis como
las mencionadas anteriormente. En cambio, los transportadores canaliculares, debido a su
migracion a microdominios no raft, pueden ser endocitados; Este mecanismo endocitico podria
contribuir a que los mismos no se pierdan en bilis por la accion de las SB, dejandolos
disponibles en un pool intracelular para su posible reinsercion en la membrana canalicular por
vias endociticas de reciclado, o bien recuperando los aminoacidos constituyentes en caso de

degradacién lisosomal.

Se muestra en la Figura 5.1 un esquema resumiendo los mecanismos puestos en
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evidencia por nuestros estudios, que explican los cambios de localizacion, reciclado y destino de

los transportadores canaliculares en colestasis por E17G.

1. Bsep y Mrp2 se encuentran 2. Se produce la migraciéon y
predominantemente en enriquecimiento de Bsep y Mrp2
microdominios raft ~ en microdominios no raft
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Figura 5.1: Mecanismos de endocitosis, reciclado y destino de los transportadores canaliculares en colestasis, de acuerdo a los
resultados obtenidos en este estudio.
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5.3. LOS ESTUDIOS FOSFOPROTEOMICOS Y BIOINFORMATICOS DEMOSTRARON
QUE E17G INDUCE CAMBIOS EN EL NIVEL DE FOSFORILACION DE MUCHAS
PROTEINAS HEPATOCITARIAS, ALGUNAS DE LAS CUALES PODRIAN CUMPLIR UN
ROL MECANISTICO EN ESTA COLESTASIS

Por lo aqui expuesto, resulta de gran interés el estudio de los disparadores mecanisticos
de los fendmenos evidenciados. En las vias de sefializacién involucradas en la colestasis por
E17G participan muchas quinasas, actuando normalmente la fosforilacion como un interruptor
molecular rapido que regula las actividades de moléculas de sefializacion y de proteinas diana
corriente abajo implicadas en el control de una amplia gama de procesos celulares. Es por ello
que en el desarrollo de esta tesis se ha decidido hacer un analisis diferencial de la fosforilacién

de proteinas involucrada en colestasis por E17G mediante estudios fosfoprotedmicos.

A partir de estos estudios, hemos identificado 48 proteinas que cambian su estado de
fosforilacion en respuesta a la administracién de E17G. Ademas de estas proteinas, pueden no
haber sido identificadas muchas otras, debido a limitaciones en la sensibilidad del método. En la
misma, entra en juego la solubilizacion en mayor o menor medida de algunas proteinas (siendo
mas dificil la solubilizacion por ejemplo de proteinas de membrana), la sensibilidad de
deteccion de los spots en los geles, los niveles de deteccién del espectrometro de masa y la
concentracién de las proteinas fosforiladas en la muestra (por ejemplo, las proteinas
involucradas en vias de sefalizacion generalmente se encuentra en baja concentracion con
respecto a muchas otras). Es por ello que, para completar nuestro analisis, se ha utilizado el IPA
para poder integrar la informacion obtenida por los analisis fosfoprotedmicos y establecer

posibles vias de interaccion entre las proteinas identificadas.

Las vias personalizadas reveladas por IPA (Figura 4.14) tienen importantes implicancias
para la comprension de la patogénesis de la colestasis por E17G. El analisis de estas vias nos ha
abierto un abanico de posibilidades para ampliar el estudio de los mecanismos inducidos por

E17G a nivel molecular.

Del estudio de estas redes, hemos considerado de particular interés hacer un enfoque
acerca de la posibilidad de que vias de sefalizacidén pro-colestasicas produzcan, via activacion
de Rho-quinasa, una alteracion del estado de fosforilacion y de la funcion normal de proteinas
de la familia ERM, en particular radixina (principal proteina de esta familia expresada en
hepatocitos, y con una predominante localizacién canalicular®’), ya que se puede observar un
marcado incremento en la fosforilacion de radixina en una de las redes de interaccion arrojadas
por IPA (Figura 4.14 B). Las proteinas ERM son de vital importancia en la estabilizacién de

proteinas de membrana apical debido a su rol como estructuras de entrecruzamiento entre la
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membrana plasmatica y los filamentos de actina. Se observé que ratones transgénicos a los que
se les ha silenciado el gen que codifica para radixina presentan una marcada internalizacién de
Mrp2 con alteraciones funcionales del mismo’’. En el mismo sentido, el silenciamiento del
mismo gen en CPHS de rata provocd una similar relocalizacion de transportadores canaliculares,
encontrandose éstos asociados a endosomas de reciclado, como lo sugiere su colocalizacién
con Rabll, un marcador de estos compartimientos vesiculares®”. Finalmente, se ha reportado
una alteracién en la colocalizacion de Mrp2 y radixina en modelos subagudos de colestasis en

)2, asi como en varias

ratas (colestasis por ligadura de conductos biliares y colestasis por EE
hepatopatias crénicas en humanos, tales como la cirrosis biliar primaria, la colangitis
esclerosante primaria, la colestasis inducida por drogas, la colestasis obstructiva y la hepatitis

autoinmu ne109,111,112,147‘

En su estado nativo, las proteinas ERM poseen enmascarado sus
dominios de unién tanto a membrana como a actina, siendo la fosforilacidon de radixina en su
residuo Thr564 NH2-terminal por Rho-quinasa necesaria para transformarla en su forma activa
capaz de interaccionar con la membrana y los filamentos de actina®!. Sin embargo, ha sido
reportado que la expresidon de una forma mutada de radixina que mimetiza una fosforilacion
constitutiva de la misma lleva a una pérdida de la misma de la membrana canalicular y
redistribucidn en toda la célula®®; los autores de este reporte especularon que seria necesario
un ciclo de fosforilacién y defosforilacidn continuo para el normal funcionamiento de radixina,
ya que la fosforilacién continua le conferirla una especie de "promiscuidad”, llevandola a
asociarse a la actina presente en toda la célula. A partir de este hallazgo, es posible especular
que la activacion de una via que lleve a un rapido y sostenido incremento en la fosforilacion de
radixina pueda llevar a una alteracidon en la localizacién apical de la misma, y como
consecuencia, de los transportadores canaliculares. En este sentido, varias vias de sefalizacion
involucradas en la patogénesis de la colestasis por E17G han sido involucradas como
responsables de la activacién de Rho-quinasa, tales como las dependientes de PKC*****°, PI3K**!
y del receptor de estrégenos GPR30?*?, lo cual hace altamente probable que Rho-quinasa sea un

intermediario de la colestasis por E17G.

Otra posibilidad que se desprende del analisis fosfoprotedmico, es indagar en el posible
rol del E17G en la regulacion de la expresion y funcién de proteinas de shock término (heat shot
protein, Hsp), como las chaperonas moleculares Hsp70 y Hsp90, y sus co-chaperonas, como
Hop y Hip, siendo estas ultimas dos, proteinas con un aumento en su nivel de fosforilacion en
otra de las redes arrojadas por IPA (Figura 4.14 A). Todas estas proteinas mencionadas actuan en
conjunto facilitando la correcta maduracion y estabilizacion de proteinas de membrana, tales

como receptores y transportadores’* %,

Hsp90 y Hsp70 son chaperonas moleculares
requeridas para el correcto plegamiento y trafico de muchas proteinas involucradas en la

traduccién de sefiales?®* 2>, En relacién con esto, Hsp70 previene la alteracion del transporte de
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aniones organicos y SB inducido por lipopolisacarido a un nivel post-transcripcional,

%6257 en contraste con la internalizacion

preservando la expresion apical de Mrp2 y Bsep
endocitica de los mismos observada bajo este tratamiento®*'**. De hecho, se ha propuesto una
interaccion directa de las Hsp con los transportadores en la membrana plasmatica como la
explicacion mas probable para la proteccién observada. Esto es apoyado por la observacion que
Hsp70 se encuentra presente en membranas plasmaticas aisladas, y que ambos transportadores
poseen un alto contenido de aminoacidos hidrofébicos que se unen preferentemente a
Hsp70%’. La actividad de Hsp70 y Hsp90 como chaperonas moleculares es regulada por co-
chaperonas como Hop y Hip #°. Tanto Hop®® como Hip®*! son regulables por fosforilacién,
habiendo sido recientemente reportado que la fosforilacién de Hop conduce a la inhibicion de
su funcidon como co-chaperona®’. Ha sido descripto que p90rsk es responsable de la

2°%% como PKC?*, dos quinasas que se activan

fosforilacién de Hop®®’, mientras que tanto ERK1/
y participan en la colestasis por E17G®**, fueron capaces de activar p90rsk. Nuevamente, esta
evidencia avala fuertemente la posibilidad de que este fendmeno se manifieste en la colestasis

por E17G.

Claramente, nuevos posibles intermediarios de la colestasis por E17G han sido
identificados en nuestros estudios de fosfoprotedmica, lo cual abre expectativas para
profundizar en el entendimiento de los mecanismos subyascentes a la endocitosis de
transportadores canaliculares en esta colestasis. Dicho concimiento, podra seguramente explicar
muchas otras formas de colestasis de gran relevancia clinica, en las que este mecanismo
endocitico de los transportadores cancaliculares ha sido también descripto, por lo que
estrategias terapéuticas emergentes basadas en su atenuacion tienen altas probabilidades de

ser trasladadas a la practica clinica.
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Los resultados obtenidos en la primera parte de este trabajo de tesis soportan
claramente la utilidad de los CPHS como un modelo in vitro para el estudio de cambios en la
formacion de bilis canalicular inducida ya sea por compuestos colestasicos como coleréticos. A
tal fin, hemos proporcionado aqui una forma simple y eficaz para cuantificar los cambios en la
generacién de FB canalicular y la actividad de los transportadores involucrados en este
fendbmeno. Ademas, logramos reproducir, usando agentes coletasicos de relevancia clinica, el
principal mecanismo fisiopatolégico por el cual muchos compuestos colestasicos conducen a
insuficiencia en la secrecidn biliar canalicular, esto es, la internalizacion endocitica de los
transportadores canaliculares. Dado que en la actualidad existe un aumento en la demanda de
modelos in vitro bien caracterizados y eficaces para el estudio del transporte polarizado
hepatocelular a nivel molecular, tanto bajo condiciones fisiologicas como fisiopatoldgicas, con
los recursos metodologicos aqui desarrollados, el modelo de CPHS puede convertirse en una

herramienta de eleccion para este propdsito.

Los hallazgos realizados en la segunda parte de este trabajo, aportan evidencias solidas
en los diferentes modelos de estudio utilizados, incluyendo los CPHS, de que la endocitosis de
los transportadores canaliculares Bsep y Mrp2 en la patologia colestasica inducida por E17G
dependeria de una redistribucion de estos transportadores en su dominio de membrana desde
microdominios raft a microdominios no raft desde donde los mismos pueden ser endocitados
en forma dependiente de clatrina y llevados hacia endosomas tempranos; desde alli, estos
transportadores pueden ir de manera dependiente de microtubulos hacia los endosomas de
reciclado, para luego, de la misma manera, ser reinsertados en la membrana canalicular o ir a
una via degradativa lisosomal.

Los resultados obtenidos en los experimentos de fosfoprotedmica y el posterior analisis
bioinformatico revelaron que E17G induce cambios en el estado de fosforilacidn de numerosas
proteinas. Como fuera discutido anteriormente, alguna de estas proteinas podrian cumplir un
rol en la estabilizacion de los transportadores canaliculares en su dominio de membrana,
representando asi potenciales blancos de las quinasas pro-colestasicas activadas por E17G, las
cuales pueden producir cambios en las mismas que las lleven a cumplir un rol activo en la
fisiopatologia del proceso endocitico de transportadores canaliculares que ocurre en este, y
potencialmente en otros modelos de colestasis.

Estos nuevos hallazgos concernientes a la mecanistica asociada a la alteraciéon en el
transporte canalicular inducida por E17G, representan un importante avance para el completo
entendimiento de los mecanismos patogénicos de la colestasis por estrogenos, pre-requisito
para la concepcion y el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas mas efectivas capaces de
contrarrestar las alteraciones postranscripcionales de los transportadores relevantes para la

formacion de bilis en esta patologia. Considerando que la endocitosis y posterior degradacion
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de estos transportadores es el principal mecanismo que puede explicar estos cambios
postranscripcionales, y dada la universalidad de este fenédmeno, descripto virtualmente en todas
las patologias colestasicas experimentales y clinicas®®’, las terapéuticas basadas en
contrarrestarlo pueden ser de aplicacion clinica generalizada. En el ser humano, las alteraciones
postranscripcionales de transportadores hepatocelulares en colestasis son mas frecuentes que
las transcripcionales®®, y si bien se cuenta con una amplia gama de posibilidades terapéuticas
para aumentar su expresion a través del uso de nuevos y mas potentes ligandos de factores de
transcripcidn®®, resulta necesario el desarrollo de estrategias terapéuticas complementarias que
le confieran estabilidad en membrana a los transportadores sintetizados de novo, garantizando

ast su apropiada localizaciéon y funcionalidad.
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