Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas

Universidad Nacional de Rosario

Tesis de Doctorado

Senalizacion mediada por las proteinas quinasas PKA y
AMPK en la regulacion de la supervivencia ante estrés

nutricional en células hepaticas

Presentada por Anabela Cecilia Ferretti
Rosario, Argentina

2013



Senalizacion mediada por las proteinas quinasas PKA y
AMPK en la regulacion de la supervivencia ante estres

nutricional en c€lulas hepaticas

Anabela Cecilia Ferretti
Licenciada en Biotecnologia

Universidad Nacional de Rosario

Esta Tesis es presentada como parte de los requisitos para optar al grado académico de
Doctor en Ciencias Bioldgicas, de la Universidad de Rosario y no ha sido presentada
previamente para la obtencion de otro titulo en esta u otra Universidad. La misma contiene
los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el Instituto de Fisiologia
Experimental (IFISE-CONICET), Catedra de Fisiologia, Departamento de Ciencias
Fisiologicas, dependiente de la Facultad de Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas, durante el
periodo comprendido entre el 1 de abril de 2009 al 13 de diciembre de 2013, bajo la

direccion de los Dres. Cristidn Favre y Maria Cecilia Larocca

Director: Cristian Favre
Co-Directora: Maria Cecilia Larocca

Jurado de Tesis:

Dra. Cristina Ester Carnovale
Dra. Moénica Lidia Kotler
Dra. Maria Fernanda Troncoso

Fecha de defensa: 3 de marzo de 2014




A mi familia,

por su apoyo incondicional






Parte de los resultados que se describen en el presente trabajo de Tesis fueron divulgados

en las revistas y congresos que se detallan a continuacion:

Trabajos publicados:

» Ferretti A. C., Mattaloni S. M., Ochoa J. E., Larocca M. C., Favre C. (2012).
Protein Kinase A signals apoptotic activation in glucose-deprived hepatocytes:

Participation of reactive oxygen species. Apoptosis 17(5), 475-491.

» Ferretti A. C., Larocca M. C., Favre C. (2012). Nutritional stress in eukaryotic

cells: oxidative species and regulation of survival in time of scarceness. Mol.

Genet. Metab. 105 (2), 186-192.

Trabajos en preparacion:

» Ferretti A. C., Tonucci F., Larocca M. C., Favre C. (2013). Simultanecous effects
of AMPK and PKA activation in the regulation of survival of glucose starving
HepG2 cells.

Trabajos presentados en Congresos Nacionales:

» Ferretti A. C., Mattaloni S. M., Ochoa J. E., Larocca M. C., Favre C. La
asociacion de PKA a sus proteinas de anclaje es necesaria para la induccion de
eventos que conducen a la apoptosis mitocondrial en hepatocitos deprivados de
glucosa. LIV Reunion Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion
Clinica (SAIC), Mar del Plata, Argentina. Noviembre 2009. Abstract: Medicina
Vol 69 (Supl. I): 172, 2009.

» Ferretti A. C., Mattaloni S. M., Ochoa J. E., Larocca M. C., Favre C. Papel del
estrés oxidativo en la induccién de apoptosis mediada por protein-quinasa A en
hepatocitos deprivados de glucosa. LV Reunion Cientifica Anual de la Sociedad
Argentina de Investigacion Clinica (SAIC), Mar del Plata, Argentina. Noviembre
2010. Abstract: Medicina Vol 70 (Supl. II): 108, 2010.

» Ferretti A. C., Mattaloni S. M., Taborda D., Larocca M. C., Favre C. La
sefializacion AMPc/PKA modula la produccion mitocondrial de ROS y la

activacion apoptotica en hepatocitos. LVI Reunion Cientifica Anual de la Sociedad



Argentina de Investigacion Clinica (SAIC), Mar del Plata, Argentina. Noviembre
2011. Abstract: Medicina Vol 71 (Supl.II): 239, 2011.

» Ferretti A. C., Mattaloni S. M., Tonucci F., Larocca M. C., Favre C. Regulacion de
la supervivencia ante estrés nutricional en células HepG2: participacion de las
quinasas AMPK y PKA. Reunion Anual 2012 de la Sociedad Argentina de
Fisiologia (SAFIS), Rosario, Argentina. Octubre 2012.

Trabajos presentados en Congresos Internacionales:

» Ferretti A. C., Mattaloni S. M., Ochoa J. E., Larocca M. C., Favre C. Oxidative
stress in the induction of apoptosis mediated by protein-kinase A in glucose-
deprived hepatocytes. 17 th Annual Meeting of the Society for Free Radicals
Biology and Medicine (SFRBM), Orlando, FL, 2010.

» Ferretti A. C., Mattaloni S. M., Taborda D., Larocca M. C., Favre C. PKA
inhibition prevents mitochondrial ROS production and apoptotic activation of
hepatocytes subjected to glucose withdrawal. VII Meeting of the South American
Group of the Society for Free Radical Biology and Medicine (SFRBM) y Sao Paulo
Advanced School on Redox Processes in Biomedicine (ESPCA). Sao Paulo, Brazil.

Agosto 2011.

» Ferretti A. C., Mattaloni S. M., Tonucci F., Larocca M. C., Favre C. AMPK and
PKA signaling modulate survival in glucose starving hepatoma cells. Cancer and
Metabolism 2013 Abcam Conference, Amsterdam, Holanda. 24-25 de junio de
2013.



Indice General

Indice General

Abreviaturas y Simbolos 1
Lenguaje Especial \%
1. Resumen 1
2. Introduccion 5
2.1. Regulacion de la supervivencia celular 5
2.1.1. Ciclo celular 5
2.1.2. Muerte celular 8
2.1.2.1. Muerte celular por apoptosis 8
2.1.2.1.1. Participantes moleculares de la apoptosis 9
2.1.2.1.1.1. Caspasas 9
2.1.2.1.1.2. Familia de proteinas Bcl-2 10
2.1.2.1.2. Activacion de la apoptosis 11
2.1.2.1.2.1. Apoptosis activada por receptores de muerte 11
2.1.2.1.2.2. Apoptosis activada por via mitocondrial 12
2.1.2.1.3. Rol de p53 en la apoptosis 13
2.1.2.2. Muerte celular por necrosis 14
2.1.2.3. Otras formas de muerte celular 15
2.1.3. Estrés oxidativo y muerte celular 17
2.1.3.1. Generacion de ROS por la cadena de transporte de electrones 18
mitocondrial
2.1.3.2. Defensas antioxidantes intracelulares 20
2.1.3.3. Rol de ROS en la muerte celular programada 21
2.2. Quinasas implicadas en vias de regulacion de la viabilidad en células 23

eucariotas en respuesta a estrés nutricional: de las levaduras a las

células tumorales

2.2.1. Proteina quinasa dependiente de AMPc 23
2.2.1.1. Proteinas de anclaje de PKA (AKAPs) 25
2.2.1.2. Intervencion de PKA en complejos/vias que modulan metabolismo 26

y supervivencia celular

2.2.2. Proteina quinasa activada por AMP (AMPK) 28



Indice General

2.2.2.1. AMPK coordina el control del crecimiento celular

2.2.2.2. Distintos roles de AMPK en la regulacion de la supervivencia celular

2.2.2.3. Relacion entre las vias de sefializacion de PKA y AMPK

2.3. El hepatocito como modelo de estudio

2.3.1. El higado: Generalidades

2.3.2. Metabolismo energético hepatico

2.3.2.1. Rol del hepatocito en la homeostasis de la glucosa

2.4. Caracteristicas metabolicas de las células tumorales

2.4.1. Hepatocarcinoma

2.4.1.1. Generalidades

2.4.1.2. Caracteristicas de las células HepG2

3. Objetivos

4. Materiales y Métodos

4.1. Animales

4.2. Tratamiento y modelos experimentales

4.2.1. Cultivo primario de hepatocitos aislados de higado de rata

4.2.2. Linea celular HepG2

4.3. Ensayos de viabilidad celular

4.3.1. Exclusion de Azul de Tripan (EAT)

4.3.2. Liberacion de Lactato Deshidrogenasa (LDH)

4.3.3. Evaluacion de la viabilidad celular mediante deteccion de actividad
metabolica a través del ensayo de MTT

4.4. Estimacion del potencial de membrana mitocondrial (AY)

4.5. Determinacion de los niveles intracelulares de ATP

4.6. Evaluacion de apoptosis

4.6.1. Determinacion de actividad Caspasa 3

4.6.2. Microscopia de Fluorescencia

4.6.3. Ensayo de Anexina V/ loduro de Propidio por citometria de flujo

4.7. Determinacion de la distribucion de las células en el ciclo celular

4.8. Preparacion de fracciones subcelulares

4.9. Inmunoprecipitacion de Bax

4.10. Inmunoprecipitacion de AMPKa

30
31

32
34
34
34
35
36
39
39
40
42
43
43
43
43
44
45
45
45

47
47
47
47
49
49
50
51
52
53



Indice General

4.11. Western blot
4.12. Determinacion de los niveles de ROS
4.13. Determinacion de la generacion de ROS mitocondrial
4.14. Determinacion de niveles de AMPc intracelulares y mitocondriales
4.15. Aislamiento de ARN total
4.16. Analisis estadistico
5. Resultados y Discusion
Capitulo 1. Regulacion de la muerte celular durante la restriccion de
glucosa en cultivo primario de hepatocitos de rata
5.1.1. Estudios de viabilidad celular y de pardmetros bioenergéticos
5.1.2. Evaluacién de muerte celular en hepatocitos deprivados de glucosa
5.1.3. Estudio de la participacién de PKA en la apoptosis inducida por falta
de glucosa en hepatocitos
5.1.4. Rol del estrés oxidativo en la induccion de apoptosis durante la
restriccion de glucosa
5.1.5. Participacion de PKA en el desbalance de ROS durante la ausencia
de glucosa
5.1.5.1. Participacion de PKA en el secuestro de ROS
5.1.5.2. Participacion de PKA en la produccion de ROS mitocondrial durante
la respiracion
5.1.8. Discusion
Capitulo 2. Regulacion de la supervivencia en células de hepatocarcinoma
humano HepG2/C3A ante restriccion de glucosa
5.2.1. Estudios de viabilidad celular y proliferacién durante la falta de glucosa
5.2.2. Participacion de las quinasas AMPK y PKA en la regulacion de la
supervivencia en células HepG2
5.2.2.1. Determinacion de apoptosis y necrosis en células HepG2 ayunadas
y no ayunadas ante activacion de AMPK 6 PKA
5.2.2.2. Efecto de la activacion de AMPK y PKA sobre la progresion del ciclo
celular en células HepG2 privadas de glucosa
5.2.3. Interaccidn entre las vias de sefializacion de PKA y AMPK en la

regulacion de la supervivencia ante la restriccion de glucosa

53
54
55
56
56
58
59
59

59

61

65

69

72

72
74

77
85

85
92

96

100

103



Indice General

5.2.3.1. Regulacion de AMPK por PKA 107
5.2.6. Discusion 111
6. Conclusiones 123
7. Referencias Bibliograficas 125

Agradecimientos 146



Abreviaturas y Simbolos

ACC AcetilCoA-Carboxilasa

ADN Acido desoxirribonucleico

AICAR 5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-B-D-ribofurandsido
AKAPs Proteinas de anclaje a quinasa A

Akt/PKB Proteina quinasa B

AMP Adenosin monofosfato

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

AMPK Proteina quinasa activada por AMP

ANT Del inglés adenine nucleotide translocator
Apaf-1 Factor activador de proteasas apoptdticas
ARN Acido ribonucleico

ARNm Acido ribonucleico mensajero

ATCC Del inglés American Type Culture Collection
ATP Adenosin trifosfato

BSA Del inglés Bovine serum albumin

CAT Catalasa

CBP Del inglés CREB-binding protein

CCCP Cianuro de carbonilo 3-clorofenilhidrazona
Cdk Quinasa dependiente de ciclina

Cdki Inhibidor de Cdk

COX Citocromo c oxidasa

CREB del inglés cAMP-reponsive element-binding protein

DAPI 4’ ,6-diamidino-2-fenilindol



dbAMPc
DCF
DCFH-DA
DMEM
DMSO
DTT
EAT
EDTA
EGTA
ERK
FADD
FoxO
GLUT
G6PDH
GPX1
GSH
GSSG
H89
HCC
HEPES
HepG2/C3A
HK
H,0,
Huh7

IBMX

Dibutiril AMPc

2', 7' —dicloro-fluorescina

Diacetato de 2,7 dicloro-dihidro-fluoresceina
Medio de Eagle modificado por Dulbecco
Dimetilsulféxido

Ditiotreitol

Exclusion de Azul de Tripan

Acido etilendiaminotetraacético

Acido etilenglicol tetraacético

Proteina quinasa regulada por sefiales extracelulares
Dominio de muerte asociado a FAS

Clase O de factores de transcripcion forkhead box
Del inglés Glucose Transporter
Glucosa6P-deshidrogenasa

Glutation peroxidasa 1

Glutation reducido

Glutation oxidado
N-[2-(-p-bromo-cinnamilamino)etil]-5-isoquinolinosulfonamida
Hepatocarcinoma celular

Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico
Linea celular derivada de hepatocarcinoma humano
Hexoquinasa

Peroxido de hidrogeno

Linea celular derivada de hepatocarcinoma humano

3-isobutil-1-metilxantina



IL-3

IP

JNK
LDH
MOMP
MTT
mTOR
NADH
NADPH

NCBI

NF-xB
Oy
OH-
PBS

PCGla

PCNA
PCR
PEPCK
PFK2
PI3K
PKA
PKACc

PKC

Interleuquina-3
Ioduro de propidio
Quinasa c-Jun NH;-terminal

Lactato deshidrogenasa

Del inglés mitochondrial outer membrane permeabilization

Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico

Del inglés mammalian Target of Rapamicin
Nicotinamida adenina dinucledtido

Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato

Del inglés GeneBank of the National Center for Biotechnology

Information

Factor nuclear kB

Radical superéxido

Radical hidroxilo

Buffer fosfato en solucion salina

Del inglés Peroxisome proliferator-activated

coactivator la

Antigeno nuclear de proliferacion celular
Del inglés polymerase chain reaction
Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
Fosfofructoquinasa 2

Fosfatidil inositol 3-quinasa

Proteina quinasa dependiente de AMPc
Subunidad catalitica de PKA

Protein-quinasa C

receptor-y

il



PMSF
PP

PTP
PVDF
RI o/f
RII o/
Rb
RIPA
ROS
SDS
Ser
SOD
Thr
TIGAR
TMRM
VDAC
ZMP

Z-VAD-FMK

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

Fosfatasas

Poro de transicion de permeabilidad

Polivinilideno difluoruro

Subunidades regulatorias tipo I de PKA

Subunidades regulatorias tipo Il de PKA

Proteina de retinoblastoma

Buffer de lisis de radioinmunoprecipitacion

Del inglés reactive oxygen species

Dodecilsulfato sodico

Serina

Superoxido dismutasa

Treonina

Del inglés Tp353-inducible glycolysis and apoptosis regulator
tetra-metil-rodamina-metil-ester

Del inglés voltage-dependent anion channel
5-aminoimidazol-4-carboxamida ribésido monofosfato

carbobenzoxi-valil-alanil-aspartil-[ O-metil]- fluorometilcetona

v



Lenguaje Especial

Del inglés

buffer: solucion tamponada
cluster: grupo o racimo
lag: retardo

loop: horquilla, asa

pellet: precipitado

western blot: inmunoelectrotransferencia

Del latin

in vitro: aplicado al trabajo con células en cultivo
in vivo: que ocurre o tiene lugar dentro de un organismo viviente

per se: por si



Resumen




Resumen

1. Resumen

El estrés nutricional regula la supervivencia en todas las células eucariotas -de
levaduras a mamiferos- y muchas de las vias de quinasas involucradas en esta
regulacion estan conservadas como parte de una respuesta ancestral de regulacion de la
viabilidad celular ante escasez de sustratos. Aclarar los mecanismos de esta regulacion
es importante para comprender la biologia del proceso y para indagar como es la
sefalizacion del mismo y su resultante en la “ejecucion” de células tumorales, que son
esencialmente sensibles a la falta de glucosa debido a sus caracteristicas metabolicas.

Los hepatocitos poseen una gran especializacion en su metabolismo glucidico y
resultan un modelo celular atractivo para estudiar la regulacion de Ia
supervivencia/muerte celular ante estrés por falta de glucosa. La utilizacion de la
glucosa en las células de mamiferos depende de su metabolismo secuencial en la
glucolisis seguida de la respiracion mitocondrial y la contribucion de cada una de estas
etapas esta determinada por el tipo celular y su estado, normal ¢ de transformacion
cancerigena. Por ejemplo, las células tumorales presentan una alta dependencia de los
niveles de glucosa y la glucdlisis anaerdbica es la principal fuente de energia. Por el
contrario, en células normales como los hepatocitos la produccion de energia es
predominantemente a través de la fosforilacion oxidativa.

La restriccion de glucosa desata vias regulatorias en las que estan implicadas
proteinas quinasas constituyendo una compleja red de regulacion de la viabilidad en
respuesta a la disponibilidad energética de la célula. Entre las proteinas quinasas
involucradas, la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA) vy la proteina quinasa
activada por AMP (AMPK) intervienen en la regulacion de la supervivencia celular y la
apoptosis en respuesta a distintas sefiales metabolicas y de crecimiento. Dependiendo de
la situacion y del tipo celular, ambas proteinas pueden tener roles duales.

PKA puede regular la supervivencia celular y apoptosis, teniendo efectos tanto
pro como anti- supervivencia. Ademas, esta quinasa ha sido implicada en la regulacion
de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) a través de la modulacion de
la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial en distintos tipos celulares de
mamiferos y aun en los eucariotas mas sencillos. Por su parte, la quinasa AMPK es

clave en la adaptacion celular al estrés energético, y la misma puede tener roles
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opuestos en la proliferacion y la muerte celular: en algunos contextos promueve
apoptosis y/o arresto de la proliferacion, y en otros favorece la supervivencia.

Los sistemas de senalizacion de AMPc regulan muchas de las mismas vias
metabolicas de carbohidratos, lipidos, y metabolismo de proteinas que son reguladas por
el sistema de sefializacion de AMPK. Existen conexiones entre ambas vias de
sefalizacion en musculo, higado y tejido adiposo. Concretamente, se han identificado
residuos de AMPK que son fosforilados por PKA, y de esta manera PKA es capaz de
modular la actividad de dicha proteina. Sin embargo, aun con las evidencias que
demuestran la modulacion de la actividad de la quinasa AMPK por la quinasa PKA
regulando asi ciertas funciones metabdlicas, nada se sabe hasta el momento de
realizacion de este trabajo de tesis del rol que este cruce entre vias puede tener sobre la
regulacion de la supervivencia celular.

En base a los antecedentes presentes en la literatura los Objetivos del trabajo de
Tesis fueron, en primer lugar, estudiar los cambios en la supervivencia ante la falta de
glucosa en hepatocitos normales y en células de hepatocarcinoma humano, HepG2; y en
segundo lugar, analizar el rol de las quinasas PKA y/o AMPK en la regulacién de dicho
proceso.

En la primera etapa de la tesis se realizaron estudios en cultivos primarios de
hepatocitos de rata. En primer lugar caracterizamos la muerte celular inducida durante
la restriccion de glucosa en dichas células. Describimos que la ausencia de glucosa
durante 6 horas en hepatocitos, induce la activacion la via mitocondrial de apoptosis, la
cual es dependiente de la actividad de PKA y de su interaccion con sus proteinas de
anclaje. En segundo lugar, comenzamos a dilucidar los mecanismos que llevan a la
activacion de esta apoptosis y analizamos la participacion de PKA en los mismos.
Demostramos que la ausencia de glucosa produce un aumento temprano en los niveles
de ROS de origen mitocondrial y que dicho evento es el causante de la activacion
apoptotica luego de 6 horas en ausencia de glucosa.

Nuestros resultados indicaron ademas que la ausencia de glucosa en hepatocitos
induce, de alguna manera, un aumento en los niveles de AMPc intracelular y
mitocondrial llevando a un aumento en la sefalizacion por PKA en ambos
compartimientos. Demostramos que esta activacion de PKA sefializa una represion en la

expresion de genes de las enzimas antioxidantes Superoxido dismutasa y Catalasa. Por
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otro lado, PKA activada en mitocondria sefializa un aumento en la produccién de ROS
durante la respiracion mitocondrial, probablemente regulando la actividad de alguno/os
de los complejos respiratorios. Ambos eventos mediados por PKA intracelular y
mitocondrial resultarian en una mayor acumulacién de ROS y en la induccidén de muerte
apoptdtica en ausencia de glucosa. Proponemos que esto constituiria un eje AMPc-PKA
compartimentalizado en la mitocondria que podria gatillar el suicidio en las células

eucaridticas en respuesta a la carencia de su fuente de carbono principal, la glucosa.

Durante el desarrollo de la segunda etapa de la tesis estudiamos la supervivencia
ante la falta de glucosa en células HepG2, y su modulacién por AMPK y PKA. En
primer lugar, demostramos que la ausencia de glucosa produce una pérdida de la
viabilidad progresiva en estas células que es potenciada si las células son tratadas a la
vez con el activador de AMPK, AICAR. Al analizar los procesos causantes de la
disminucion de la viabilidad en estas condiciones, observamos que la falta de glucosa
induce no solamente muerte apoptdtica y necrotica, sino también el arresto de la
duplicacion celular. En efecto, las células se detienen en fase Go/G1 del ciclo celular y
dicho evento, segiin nuestros hallazgos, estaria mediado por el aumento en los niveles
proteicos del inhibidor del ciclo celular, p21. Nuestros resultados, ademas, indicaron un
aumento en la sefializacion de las quinasas PKA y AMPK durante la restriccion de
glucosa. Por otro lado corroboramos que la deprivacion de glucosa induce
tempranamente un desbalance en las especies reactivas del oxigeno también en estas
células. En efecto, existe un aumento significativo de los niveles de ROS en las células
HepG2 cultivadas en ausencia de glucosa desde las 6 horas que es impedido por la
presencia del inhibidor de PKA HS89. Estos datos soportan la hipdtesis que la falta de
glucosa que conduce a la muerte celular tiene un componente oxidativo que estd
asociado a la activacion de PKA. En este sentido, la activacion de PKA induce un
aumento en los niveles de ROS y apoptosis, pero no tiene efectos en la proliferacion.
Por su parte, AMPK induce apoptosis y un arresto en la progresion del ciclo celular en
fase Go/G1 a través de la induccion de p53-p21.

En segundo lugar indagamos la posible interconexion entre las vias de
sefializacion de PKA y AMPK. Nuestros resultados indicaron que la coactivacion de
ambas quinasas no produce ningun efecto en la muerte apoptotica, pero sin embargo, la

activacion de PKA contrarresta el efecto antiproliferativo de AMPK activada. Dicha
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prevencion estd asociada a la represion del aumento en los niveles proteicos de p21
inducido por la activacion de AMPK. En concordancia con esto, demostramos que PKA
fosforila a AMPK y de esta manera regula negativamente su activacion. En resumen, los
resultados indican que la falta de glucosa en células HepG2 involucra la sefializacion a
través de estas dos vias de quinasas que regulan diferencialmente la muerte y la
proliferacién y que existe una interregulaciéon entre AMPK y PKA controlando la
expresion de proteinas claves para el arresto del ciclo celular. Asi, el control del
crecimiento tumoral en este tipo celular puede ser una resultante tanto de las
intervenciones nutricionales que regulan la activacion de estas quinasas como de los

niveles hormonales capaces de modular las mismas.
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2. Introduccion

2.1. Regulacion de la supervivencia celular

La vida de una célula eucaridtica se ve condicionada tanto por los factores que
estimulan ¢ reprimen su crecimiento y su consecuente proliferacion mitotica, como por
aquellos que promueven 6 evitan su muerte. Una red de sefalizacion comprendida por
proteinas quinasas y proteinas oncosupresoras son capaces de regular la proliferacion y
la muerte celular modulando actores involucrados en dichos procesos. De esta manera
controlan las defensas a estrés, los niveles de los reguladores del ciclo celular y de las
proteinas pro y anti apoptoticas, la actividad de los complejos respiratorios y de las
enzimas metabdlicas, etc. Esta compleja red de sefalizacion regula diferencialmente la
viabilidad en respuesta a la disponibilidad energética de la célula dependiendo del tipo
celular y del grado de transformacion cancerigena, cuando es el caso. En las siguientes

secciones comentaremos algunos aspectos de estos procesos.

2.1.1. Ciclo celular

En los organismos multicelulares, el crecimiento celular (es decir, el aumento en
la masa celular) y la proliferacion (aumento en el nimero de células) son estrictamente
controlados por factores de crecimiento. En presencia de exceso de nutrientes, los
factores de crecimiento activan cascadas de sefializacion que llevan a la captacion y uso
de nutrientes. La mayoria de las cascadas de sefializacion luego de la activacion de los
receptores de factores de crecimiento convergen finalmente en la activacion de
proteinas reguladoras del ciclo celular (1).

Un ciclo celular tipico estd compuesto por dos grandes fases, a saber: la
Interfase, que se divide en tres fases, G1, S y G2, y la Mitosis (2). En la Interfase, en G1
se produce la acumulacion del ATP necesario para el proceso de division y el
incremento de tamafio celular; la fase S se caracteriza por la replicacion del ADN
nuclear; finalmente, en G2, definida por el tiempo que transcurre entre la fase S y el
inicio de la Mitosis, la célula se prepara para la mitosis (1,3). El ciclo celular culmina
con la mitosis, donde se divide la cromatina duplicada de modo tal que cada cé€lula hija
obtiene una copia del material genético, es decir, un cromosoma de cada tipo. El final de

la Mitosis da cabida a un nuevo ciclo en G1 o puede que la célula entre en una fase



Introduccion

quiescente, Gy, que corresponde a un estado de latencia respecto al ciclo celular
caracteristica de algunas células, en el cual puede permanecer por dias, meses y a veces
anos (Figura 2.1) (2-4).

Como todo proceso organico, el ciclo celular esta sujeto a regulacion. Esta es
realizada en momentos especificos del ciclo, llamados puntos de control o de chequeo,
que pueden frenar o disparar diversos procesos que le permiten a la célula proseguir con
su ciclo normal de replicacion del material genético, crecimiento y division. Los puntos
de chequeo ocurren en momentos cruciales del ciclo celular, definidos entre el final de
una etapa y el inicio de la siguiente. En estos puntos de control se examina el estado
nutricional, la masa celular, el estado del ADN y el estado de otros componentes
celulares necesarios para la progresion de un ciclo celular tipico normal (5,6).

El sistema de control del ciclo celular esta regulado por la accidon coordinada de
diversas ciclinas, y de las quinasas dependientes de las mismas (Cdk), como asi también
por inhibidores de las Cdk (Cdki) y por genes supresores de tumor. La concentracion de
las ciclinas es variable a lo largo del ciclo celular: cuando su concentracion es baja, la
funcion de su correspondiente quinasa se mantiene reprimida, mecanismo en el cual son
fundamentales los Cdki. La ciclina D es la primera en aumentar ante la activacion de las
vias de sefalizacion inducidas por mitogenos, y es responsable del paso de un punto de
restriccion en la fase G1, a partir del cual las células quedan comprometidas en la
progresion hacia la division celular. El aumento en la actividad de las quinasas
dependientes de ciclina D (Cdk4 y 6) lleva a la inactivacion por fosforilacion de los
Cdki y liberacion del factor de transcripcion E2F, lo que induce el aumento en la
transcripcion de la ciclina E. La ciclina E se une a la Cdk2 sobre el final de la fase G1, y
esta quinasa asi activada induce la transiciéon G1/S. Durante la fase S, se forman los
complejos ciclina A-Cdk2, que contribuyen a la transicion a la fase G2. En esta ultima
fase aumenta la ciclina B, activando a Cdkl y permitiendo la conclusion de la Mitosis
(8).

La proteina de retinoblastoma o proteina Rb es abundante en el nucleo de las
células de mamifero, y es sustrato de los complejos Cdk-ciclina D y Cdk2-ciclina E. En
estado de reposo, o al principio de G1, Rb actiia inactivando a la familia de los factores
de transcripcion E2F. El complejo Rb-E2F asegura que la fase S no se inicie, ya que

genes cuyos productos son esenciales para las fases S y M dependen de la actividad de
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E2F (3,9,10). En G1 o Gy, Rb es fosforilada por las quinasas Cdk4,6-ciclina y permite la
liberacion de E2F. Asi, se libera la represion mantenida por el complejo E2F-Rb y los
genes requeridos para la fase S y M se activan (3,11). Los Cdki regulan negativamente
este proceso inhibiendo la actividad de los complejos ciclina/Cdk y la fosforilacion de
RbD, resultando en el arresto en G1 (12,13).

La proteina supresora de tumor p53, considerada iconicamente como un
guardian del genoma por su rol en la prevencion de la acumulacion de alteraciones
genéticas, juega un papel central en la decision de si una célula sometida a diversos
tipos de estrés, incluyendo dafio en el ADN, hipoxia y activaciéon de oncogenes, sufre
arresto del ciclo celular o muerte (14,15). La actividad transcripcional de p53 es
regulada fundamentalmente por modificaciones postraduccionales, tales como
fosforilacion y acetilacion (16). En células normales, los niveles de proteina p53 se
mantienen bajos debido a la ubiquitinacion mediada por Mdm?2 y degradacion a través
de la via proteosomal. Mdm2 también regula la actividad de p53 facilitando su
exportacion nuclear (17). Luego de un dafio al ADN, p53 es fosforilada en varios sitios
en su dominio de transactivacion, inhibiendo de esta manera la interaccion de p53 con
Mdm?2 (18), y llevando a su estabilizacion (19).

P53 es esencial para el arresto en Gl en respuesta a dafios en el ADN. Su
principal blanco transcripcional es el inhibidor p21 (p21CKI) (20). P21 pertenece a la
familia de inhibidores de Cdk Cip y Kip, que incluye p21, p27 y p57. P21 inhibe la
progresion del ciclo celular principalmente a través de la unidén e inhibicion del
complejo ciclina D-Cdk4 y de la inhibicion de Cdk2, que son requeridos no solamente
para la fosforilacion de Rb, si no también para el disparo de los origenes de replicacion
y para la actividad de las proteinas directamente involucradas en la sintesis de ADN.
Ademas, p21 se une al antigeno nuclear de proliferacion celular, PCNA, y de esta
manera interfiere con la actividad ADN polimerasa dependiente de PCNA, lo que
provoca la inhibicion de la replicacion de ADN y la modulacion de distintos procesos
de reparacion del ADN dependientes de PCNA (21).

Ademas de estos efectos promovidos por p53 como factor transcripcional
regulando la progresion del ciclo celular, no son menos importantes sus acciones

regulando la muerte, o sus consecuencias modulando el metabolismo celular por efectos



Introduccion

en el citosol sobre diversas enzimas (22-24). Detallaremos algunas de estas funciones en

items posteriores de esta Introduccion.
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Figura 2.1. Regulacion molecular del ciclo celular. Las vias de transduccion de sefial inducidas por mitdgenos
llevan a la acumulacion de complejos ciclinaD-Cdk durante la fase G1. La activacion de estos complejos lleva a la
fosforilacion de RB con la consiguiente liberacion del factor de transcripcion E2F, el cual induce la expresion de la
ciclina E, necesaria para la transicion G1/S. Las Cdks son luego activadas por la ciclina A para conducir la
transicion de fase S a la fase G2, antes de entrar a la mitosis. La actividad y funcion de los complejos ciclina-Cdks

son reguladas por CKIs. llustracion adaptada de (1).

2.1.2. Muerte celular

2.1.2.1. Muerte celular por apoptosis

La apoptosis es una forma comun de muerte que implica un programa

e icidi u
fisiologico de “suicidio celular”,

que es esencial para el desarrollo embriologico, la

funcion del sistema inmune y el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos en

organismos multicelulares. La desregulacion de la apoptosis estd involucrada en

numerosas patologias, incluyendo enfermedades neurodegenerativas, autoinmunidad y

cancer (25).
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Morfologicamente la apoptosis se caracteriza por un encogimiento
citoplasmatico, condensacion y fragmentacion nuclear, formacion de protrusiones de
membrana plasmatica y eventualmente fragmentacion de la célula en “cuerpos
apoptdticos”. Estos cuerpos consisten en componentes nucleares y citoplasmaticos con
organelas intactas rodeados por membrana plasmadtica, que resultan posteriormente
fagocitados por células adyacentes y macrofagos, en donde sufren degradacion
lisosomal (26). La apoptosis constituye un proceso celular, no tisular, ya que las células
apoptoticas no producen respuesta inflamatoria y solamente son afectadas células
individuales (26). Dentro de los cambios bioquimicos asociados con la apoptosis se
encuentran: externalizacion de residuos de fosfatidil serina, ruptura proteolitica de
sustratos intracelulares y fragmentacion escalonada del ADN. Todo el proceso juega un
rol critico en muchos eventos fisioldgicos y patologicos (27).

La membrana mitocondrial externa sufre cambios en fases tempranas de la
activacion apoptotica que incluyen la pérdida de su gradiente electroquimico por la
formacion de poros (28), como describiremos a continuacion al ir presentando a la

maquinaria involucrada.

2.1.2.1.1. Participantes moleculares en la apoptosis
2.1.2.1.1.1. Caspasas

Las caspasas son un grupo de cistein proteasas, altamente conservadas en
organismos multicelulares, que median reacciones claves en el proceso apoptdtico (29).
Las caspasas son expresadas constitutivamente en la mayoria de los tipos celulares
como zimédgenos inactivos que son activados por procesamiento proteolitico. Los
zimoégenos de caspasas contienen varios dominios incluyendo un pro-dominio N-
terminal, una subunidad grande y una subunidad pequena. La activacion de una caspasa
involucra la hidrdlisis del zimégeno en un residuo especifico de acido aspartico con la
consiguiente remocion del pro-dominio. El sitio activo estd formado por un
heterodimero que contiene una subunidad grande y una pequefia, de manera que la
proteina caspasa activa es un tetrdmero compuesto por dos heterodimeros (29,30).

Las caspasas “iniciadoras”, tales como la caspasa 8 y 9, se encuentran
comunmente como zimogenos de baja abundancia cuyos extensos pro-dominios median

su oligomerizacion y autoactivacion en respuesta a sefiales especificas corriente arriba
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en la cascada apoptética. Las caspasas iniciadoras, una vez activadas, procesan las
formas precursoras de las caspasas efectoras, tales como las caspasas 3, 6 y 7, que se
encuentran en cantidades abundantes y clivan sustratos celulares especificos que llevan

a la muerte apoptotica (29-31).

2.1.2.1.1.2. Familia de proteinas Bcl-2

La familia de proteinas Bcl-2 incluye un gran nimero de proteinas que poseen
un dominio de homologia Bcl-2 (BH). Estructuralmente, las proteinas Bcl-2 pueden ser
divididas en tres grupos: proteinas anti-apoptoticas, que incluyen, Bcl-2, Mcl-1 y Bcl-
xl; proteinas pro-apoptoticas “BH-123", que llevan tres de los dominios de homologia
BH e incluyen Bax y Bak; y las proteinas pro-apoptoticas “BH3-only”, que solamente
poseen el dominio BH3 necesario para su actividad pro-apoptotica, e incluyen Bid, Bad,
Bim, Puma y Noxa entre otras (25,30,31).

Los miembros pro-apoptoticos de la familia Bcl-2 estan implicados en la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa y la liberacion de proteinas
mitocondriales tales como citocromo c. Los miembros anti-apoptdticos de la familia de
proteinas, como Bcl-2, parecen proteger a la celula de la apoptosis secuestrando
proteinas pro-apoptoéticas o interfiriendo con su actividad (30,31).

En ausencia de sefiales apoptoticas, la proteina pro-apoptotica Bax existe como
un mondmero citoplasmatico inactivo que, ante estimulos apoptdticos, puede ser
inducido a oligomerizar y migrar a la mitocondria por distintas proteinas BH3-only.
Esta oligomerizacion en la mitocondria se correlaciona con la induccion de la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa. Se postula que Bax
monomeérico estd plegado de forma que su dominio BH3 estd escondido, pero es
expuesto luego de la union de una proteina BH3-only activadora. Este monomero de
Bax activado interacciona con un segundo monémero, desplazando su dominio BH3 y
generando asi una reaccion en cadena de activacion y oligomerizacion de Bax. Bax
oligomerizado genera, entonces, una estructura de poro alterando la integridad de la
membrana mitocondrial externa. Las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 secuestran Bax

activado y/o proteinas BH3-only y asi previenen esta reaccion en cadena letal (30).
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2.1.2.1.2. Activacion de la apoptosis

La apoptosis puede ser inducida en respuesta a muchos estimulos externos (“via
extrinseca”) que incluyen la activacion de receptores de superficie, tales como Fas,
TNFR1 (receptor de factor de necrosis tumoral 1), TRAIL-R1 (receptor]l de ligando
inductor de apoptosis relacionado a TNF), TRAIL-R2 y otros. La “via intrinseca”, en
cambio, es activada por la combinacion de factores inductores de estrés extracelulares e
intracelulares, tales como falta de factores de crecimiento, hipoxia, dafio en el ADN e
induccion de oncogenes. Las sefales transducidas en respuesta a estas condiciones de

estrés convergen principalmente en la mitocondria (25).

2.1.2.1.2.1. Apoptosis activada por receptores de muerte

Nos referiremos brevemente en primer lugar a la activacion apoptotica mediada
por receptores. La unién de los ligandos correspondientes (ligando Fas, TNFa, y
TRAIL) a sus respectivos receptores de muerte causa la oligomerizacion y activacion
del receptor, que transmite la sefial que resulta en la muerte celular apoptdtica. Estos
receptores de muerte tienen dos dominios de sefializacion distintivos: un dominio de
muerte (DD) y un dominio efector de muerte (DED) que les permite interaccionar con
otras proteinas involucradas en la cascada de apoptosis. Los tres receptores inician el
procesamiento de la pro-caspasa 8 a caspasa 8 activa, la cual activa directamente a la
caspasa 3, que lleva a la fase final de la muerte celular apoptética (26,29,31). Este
mecanismo de activacion de la muerte apoptdtica tiene lugar, por ejemplo, en células
del sistema inmune durante la respuesta citotoxica de los linfocitos T que expresan el
ligando Fas en su superficie. Al unirse estos ligandos a los receptores Fas presentes en
células blanco desencadenan la muerte por apoptosis de las mismas (32).

En algunos tipos de células, como por ejemplo los hepatocitos de los que nos
ocuparemos en este trabajo de tesis, la existencia de una via mitocondrial acelera la
sefalizacion apoptotica dependiente de caspasa 8. La caspasa 8 procesa al miembro pro-
apoptotico Bid, generando tBid, el cual se transloca a la mitocondria y libera a Bax/Bak
de la inhibicion por Bcl-2 o Bcel-xl, causando la permeabilizacion mitocondrial y

liberacion de efectores de apoptosis mitocondriales como citocromo ¢ (26).
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2.1.2.1.2.2. Apoptosis activada por via mitocondrial

En la via mitocondrial de apoptosis, la activacion de caspasa estd ligada a la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa (MOMP). En general hay dos
clases de mecanismos responsables de esta MOMP durante la apoptosis, aquel que
también involucra la membrana mitocondrial interna y aquel en el que participa
solamente la membrana mitocondrial externa (26,28,30).

En el primer mecanismo se forma un poro en la membrana mitocondrial interna
que permite el pasaje de agua y moléculas de hasta 1.500 Da. La mayoria de los
modelos postulados para este poro involucran al transportador de nucledtidos de
adenina (ANT) en la membrana interna y al canal anidénico dependiente de voltaje
(VDAC) en la membrana externa. La apertura de este poro, conocido como poro de
transicion de permeabilidad (PTP), puede ser inducida por multiples estimulos y lleva a
la pérdida del potencial de membrana interna a medida que los iones se equilibran a
través de esta membrana y al hinchamiento de la matriz mitocondrial a medida que el
agua entra. Esto ultimo puede resultar en una hinchazon suficiente como para alterar la
estructura de la membrana externa y producir MOMP (26,28).

La segunda clase de mecanismo involucra a las proteinas de la familia Bcl-2,
tales como tBid, Bax y Bak, que promueven la formacién de canales especificos que
median la liberacion del citocromo ¢ a través de la membrana mitocondrial externa.
Algunos estudios han implicado a la proteina VDAC de la membrana externa en el
proceso de MOMP. VDAC, es requerido para el mantenimiento de la homeostasis
mitocondrial, produccion de ATP celular y liberacion de factores apoptogénicos,
sirviendo asi como un importante regulador del metabolismo y la apoptosis (33). Bax y
Bak pueden unirse a VDAC con efectos posiblemente diferentes. Aunque se sugiere que
la interaccion Bax-VDAC causa MOMP, la interaccion de Bak con la isoforma VDAC-
2 parece ser inhibitoria. Una posibilidad es que la funcion de VDAC sea secuestrar
pequefias cantidades de cardiolipina y lipidos relacionados presentes en la membrana
externa, formando microdominios con concentraciones apropiadas para permitir la
permeabilizacion de la membrana por Bax o Bak activados (28).

Luego de producirse la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa,
se liberan proteinas del espacio intermembrana, incluido el citocromo c. El citocromo ¢

en el citosol actiia como un activador de caspasa a través de su interaccion con Apaf-1,
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dATP y pro-caspasa 9 en un complejo proteico llamado apoptosoma. La caspasa 9 es
procesada y activada cuando es parte del apoptosoma, donde puede procesar y activar
caspasas ejecutoras como la caspasa 3 (25) (ver Figura 2.2).

Sin embargo, aun sin activacion de caspasas, la permeabilizacion de la
membrana generalmente resulta en la muerte celular tanto por la liberaciéon de multiples
efectores de muerte independientes de caspasa, como por la pérdida de funciones

mitocondriales esenciales (28).
2.1.2.1.3. Rol de p53 en la apoptosis

pS53 es un componente clave en la respuesta celular a estrés, y es activada por
numerosas sefales de estrés, muchas de las cuales ocurren durante la transformacion
maligna, incluyendo dafios genotoxicos, activacion de oncogenes, pérdida de contacto
entre células, y deprivacion de nutrientes y/o oxigeno. La respuesta a estrés de p53
depende del tipo celular y contexto asi como de la extension, duracion y origen del
estrés. En condiciones de estrés leve la respuesta de p53 consiste en reparar y prevenir
el dafio. En esos casos p53 puede inducir respuestas antioxidantes para disminuir los
niveles de estrés oxidativo o participar en procesos de reparacion del ADN, en
simultdneo a un arresto transiente del ciclo celular y, de esta manera, permite a las
células sobrevivir hasta que el dafo sea resuelto. Sin embargo, en condiciones de estrés
elevado y sostenido o en presencia de dafio irreversible, p53 induce la activacién
apoptotica y la eliminacion de células dafiadas (24). P53 induce apoptosis a través de la
activacion de la transcripcion de los genes que codifican las proteinas pro-apoptdticas
Bax, Puma, Noxa, Bid, p5S3AIP1, y varios genes asociados a la apoptosis mediada por
receptor, como Fas, Killer/DRS y PIDD. P53 también puede reprimir la expresion de
proteinas anti-apoptdticas como Bcel-2 y Mcl-1 (20,35). Ademas, p53 puede tener un rol
pro-apoptético de una manera independiente de su actividad transcripcional, modulando
o perturbando la funcion de proteinas implicadas en la maquinaria apoptotica (36). P53
es capaz de asociarse con la mitocondria bajo condiciones apoptoticas y tener un rol
directo en el armado de la maquinaria apoptética. Esta accion pro-apoptotica de p53
mitocondrial se debe a su habilidad autonoma para permeabilizar la membrana
mitocondrial externa. Este efecto es logrado, en primer lugar, por su unién e inhibicion

de las proteinas anti-apoptoticas Bcl-xl y Bcl-2, activando asi indirectamente a las
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proteinas pro-apoptodticas Bax y Bak. En segundo lugar, p53 interacciona con Bak y con
Bax citosolico induciendo la homodimerizacion y activacion de dichas proteinas

(37,38).
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Figura 2.2. Resumen esquemaitico de la maquinaria apoptética. Actores involucrados en la via
mitocondrial y en la via mediada por receptor de muerte. En la via mitocondrial, se produce la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa por la formacion de poros formados por Bax y Bak, lo
que lleva a la liberacion de citocromo ¢ y la consiguiente formacion del apoptosoma que lleva a la activacion de
caspasa 3 y al desenlace de la apoptosis. En la via mediada por receptor de muerte, la unién del ligando lleva a la
oligomerizacion del receptor y al reclutamiento de caspasa 8 que finalmente llevara a la activacion de caspasa 3.
La caspasa 8 puede procesar a Bid e inducir su translocacion mitocondrial, lo que llevara también a la activacion
de la via mitocondrial. /lustracion adaptada de (34).

2.1.2.2. Muerte celular por necrosis

A diferencia de la apoptosis, la necrosis es un proceso de destruccion celular
traumatica, que se caracteriza por la ganancia de volumen celular, hinchazon y
degradacion de las organelas y ruptura de la membrana plasmatica, lo que resulta en la
pérdida de contenido intracelular (25). No hay formaciéon de vesiculas o “cuerpos
apoptoticos” y a menudo se afectan grupos de células adyacentes. Las células necréticas
remanentes son fagocitadas por macrofagos y generan respuestas inflamatorias in vivo.
La necrosis es, usualmente, una consecuencia de una condicion fisiopatologica, tal

como una infeccion, inflamacion o isquemia (25-27,31).
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La necrosis ha sido interpretada durante muchos afios como un modo accidental
de muerte celular, y por lo tanto considerada como un proceso desregulado. Sin
embargo, existe evidencia creciente de que la ejecucion de la muerte por necrosis es un
proceso regulado por una serie de vias de sefalizacion (39-42). Se han descripto varias
cascadas de sefalizacion que estan involucradas en la propagacion de la muerte celular
por necrosis. La serina/treonina quinasa RIP1 es una de las mediadoras claves de la
muerte celular por necrosis (43). Otros mediadores involucrados en la propagacion de la
sefal necrotica son las especies reactivas del oxigeno (ROS) y el calcio (43,44). Tanto
los niveles de ROS como los de calcio pueden causar dafios en organelas y
macromoléculas, lo que contribuye a la pérdida de la integridad celular. Ademas,
muchos estimulos que conducen a la necrosis pueden inhibir la maquinaria apoptoética.
El aumento del calcio citosdlico también induce la activacion de calpaina, lo que puede
llevar al clivaje e inactivacion de caspasas, mientras que las ROS pueden dirigirse al
sitio activo de las caspasas e inactivarlas (43,44). Diversos estimulos que conducen a la
necrosis pueden inhibir la maquinaria apoptoética. Tanto la apoptosis como la necrosis
pueden ser dependientes de mitocondria pero de dos maneras diferentes. En ambos
casos se liberan factores apoptogénicos del espacio intermembrana. En la apoptosis
aumenta la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa por la formacion de
poros mediada por Bax y Bak, mientras que en la necrosis, el PTP es formado en la
membrana interna de manera que la membrana externa se rompe al hincharse la matriz
mitocondrial. Historicamente se ha propuesto que el PTP estad involucrado en la
apoptosis. Sin embargo se ha descubierto que la ciclofilina D mitocondrial, una enzima
involucrada en la apertura del PTP, no es necesaria para varios tipos de apoptosis pero
es si critica para algunos tipos de necrosis (45,46).

El tratamiento de células en cultivo con H>O, es un modelo establecido de
necrosis en tejidos isquémicos. En respuesta a este estrés oxidativo, p53 se acumula en
la matriz mitocondrial donde interacciona con ciclofilina D, regulador clave del PTP,

conduciendo a la apertura del PTP y necrosis (46,47).

2.1.2.3. Otras formas de muerte celular

Otra via de muerte celular, a la cual nos referiremos aqui s6lo concisamente, es
la autofagia. Durante la autofagia los componentes celulares destinados al reciclado son

secuestrados en el citoplasma por vesiculas de doble membrana llamadas
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autofagosomas. Luego de un proceso de maduracion los autofagosomas se fusionan con
los lisosomas, lo que lleva a la degradacion de sus contenidos (48).

La autofagia es esencialmente un mecanismo de limpieza intracelular que puede
convertirse en un mecanismo de supervivencia durante la falta de nutrientes o durante
otros tipos de estrés. En este proceso, la célula degrada sus organelas y componentes
citosolicos para asegurar suficientes metabolitos cuando los nutrientes escasean (48).
Los componentes involucrados en la via de la autofagia (Atg), conservados desde las
levaduras, incluyen a la serina/treonina quinasa Atgl y sus subunidades regulatorias
asociadas, Atgl3 y Atgl7 (49). El proceso autofagico progresa hacia una forma de
muerte celular si las condiciones de la célula no mejoran en el tiempo o cuando la
autofagia estd patologicamente sobreactivada (50). El descubrimiento de genes
relacionados a la autofagia, primero en levaduras y luego en humanos, ha aumentado
enormemente el entendimiento molecular de los mecanismos que estan involucrados en
el control de la misma (44,51). El producto proteico del gen supresor de tumor Beclina
1 es el homologo en mamiferos de Atg6 de levadura (44,51,52). Existe evidencia de una
interconexion entre la apoptosis y la autofagia a nivel molecular, particularmente en
relacion a la familia Bel-2. Ademads de su rol en inhibir la apoptosis, Bel-2 es capaz de
inhibir la autofagia y la muerte celular por autofagia (44,53,54). Este efecto es mediado
a través de la habilidad de Bcl-2 de interactuar con la proteina clave en la formacion del
autofagosoma Beclina 1. De hecho, se ha demostrado que Beclina 1 es una particular
proteina BH3-only que interactia con distintos miembros anti-apoptdticos de la familia
Bcl-2, incluyendo Bcl-2, Bel-x1, Bel-w y Mcl-1 (44,46,55,56).

P53 tiene un rol complejo y dual en la regulacion de la autofagia. P53 localizada
en el nucleo puede inducir autofagia al activar la transcripcion de genes inductores de
autofagia (como DRAM vy sestrinas 1 y 2). Otros genes blancos de p53 como Bax y
Puma también pueden regular positivamente la induccién de autofagia (23). Por otro
lado, la activacién de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) por p53 y la
subsiguiente inhibicion de mTOR puede llevar a la autofagia (57). Algunos aspectos de
esta regulacion seran discutidos en secciones posteriores. Sin embargo p53
citoplasmatico también se ha asociado a la inhibicion de autofagia por mecanismos

menos claros (23).
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2.1.3. Estrés oxidativo y muerte celular

El término estrés oxidativo da cuenta de los procesos deletéreos que resultan de
un desbalance entre la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y/o especies
reactivas del nitrogeno (RNS) y las defensas antioxidantes. Pequenias fluctuaciones en la
concentracion de estos oxidantes pueden jugar un rol en la sefializacion intracelular,
mientras que incrementos descontrolados en su concentracion llevan a reacciones en
cadena mediadas por radicales libres que afectan indiscriminadamente a proteinas,
lipidos, polisacaridos y ADN. Estas reacciones pueden conducir a la muerte de la célula
por activacion de alguno/s de los mecanismos de muerte mencionados anteriormente
(58).

Las ROS involucran a una variedad de moléculas y radicales libres (especies
quimicas con un electron desapareado) derivadas del oxigeno molecular. La reduccién
del oxigeno molecular por un electrén genera intermediarios relativamente estables,
estas especies incluyen el anion superéxido Oy, el producto de la reduccion por un
electron del oxigeno que es el precursor de la mayoria de las ROS y el mediador de las
reacciones oxidativas en cadena. La dismutacion del O,~ produce peroxido de
hidrogeno (H,0,), el cual a su vez puede ser totalmente reducido a agua o parcialmente
reducido al radical hidroxilo (OHe), uno de los oxidantes mas fuertes en la naturaleza.
La formacion de OHe es catalizada por metales de transicion reducidos, los cuales a su
vez pueden ser re-reducidos por O, propagando este proceso (59). Ademas, el O,
puede reaccionar con otros radicales, incluyendo radical 6xido nitrico (NOe¢), en una
reaccion controlada por la tasa de difusion de ambos radicales. El producto,
peroxinitrito, es también un oxidante muy poderoso. Los oxidantes derivados de NO- se
conocen como especies reactivas del nitrégeno (58,60).

La cadena de transporte de electrones mitocondrial constituye la principal fuente
de ROS intracelular, sin embargo otros componentes celulares tales como enzimas
unidas al reticulo endoplasmatico, sistemas de enzimas citoplasmaticas y la superficie
de la membrana plasmatica también contribuyen. La actividad de multiples sistemas
enzimaticos, como el sistema del citocromo P450 monooxigenasa, la xantina
oxidoreductasa, la o6xido nitrico sintasa y las NADPH oxidasas presentes sobre la
membrana celular de las células polimorfonucleares, macrofagos y células endoteliales

pueden también intervenir en la generacion de ROS (58,61-63).
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2.1.3.1. Generacion de ROS por la cadena de transporte de electrones mitocondrial

La cadena de transporte de electrones contiene varios centros redox que pueden
liberar electrones que reaccionen con el oxigeno, constituyendo la fuente primaria de
O, en la mayoria de los tejidos (64).

El NADH y el FADH, generados durante la glucdlisis y el ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos proveen energia para la produccion de ATP a través de la fosforilacion
oxidativa que se da a nivel de la cadena transportadora de electrones (Figura 2.3). La
cadena respiratoria mitocondrial consiste en una serie de transportadores de electrones
que actian secuencialmente, y la mayoria de ellos son proteinas integrales de membrana
con grupos prostéticos capaces de aceptar uno o dos electrones. Otros tipos de
moléculas transportadoras de electrones que participan en la cadena respiratoria son la
ubiquinona y los citocromos. El complejo I (NADH:ubiquinona oxidoreductasa)
cataliza la transferencia de electrones del NADH a la ubiquinona. El complejo II
(succinato:ubiquinona oxidoreductasa) transfiere electrones del succinato a la
ubiquinona. Esta ultima puede también ser reducida por electrones cedidos por
diferentes deshidrogenasas que contienen FADH, y la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa. El complejo III (ubiquinol:citocromo c¢ oxidoreductasa) transporta
electrones de la ubiquinona reducida (QH>) al citocromo c. Finalmente el complejo IV
(citocromo ¢ oxidasa) completa la secuencia transfiriendo electrones del citocromo c al
oxigeno molecular (O;). Por cada par de electrones transferidos al O, a través de los
complejos I, IIT y IV, se bombean diez protones al espacio intermembrana lo que genera
un gradiente protonico llamado fuerza proton-motriz. La energia almacenada en este
gradiente tiene dos componentes: la energia potencial quimica dada por la diferencia de
concentracion de una especie quimica (H"), y la energia potencial eléctrica que resulta
de la separacion de cargas. Esta fuerza proton-motriz conduce la sintesis de ATP a
medida que los protones fluyen pasivamente de vuelta a la matriz mitocondrial a través
de un poro asociado con la ATP sintasa (complejo V) (65-67).

Cuando en este proceso se da un aumento en la disponibilidad de equivalentes de
reduccién, generando un ambiente intramitocondrial altamente reductor, los distintos
componentes respiratorios, incluyendo flavoproteinas, clusters hierro-azufre y

ubisemiquinona, son termodindmicamente capaces de transferir un electron al oxigeno.
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Ademas, la mayoria de los pasos en la cadena respiratoria involucran reacciones de un
electron, favoreciendo la reduccion monovalente del oxigeno (58,68).

Los complejos respiratorios I, II y III contienen sitios donde los electrones
pueden reducir al oxigeno, resultando en la formacion de superdxido. Mientras que los
complejos I y II producen ROS solamente en la matriz mitocondrial, el complejo III
puede producir ROS sobre ambos lados de la membrana mitocondrial interna, siendo el
sitio principal de generacion de ROS (64,69). La contribucion relativa de cada sitio a la
produccion total de O~ varia de organo a drgano y también depende de si la
mitocondria estd respirando activamente (estado 3) o si la cadena respiratoria esta

altamente reducida (estado 4) (70).

Espacio
intermembrana
W
J:}\?C -+ -+
H,0 3 .
s 0 +
- - )-f: + ..
9 )+ :
NADH + H* NAD* :/ ( Fo ), 4
Y -
- ! + -
Matriz ATP N 73 o O
Potencial Sintesis de Potencial H*Y =
quimico ATP conducida| eléctrico — -
ApH Pporla fuerza‘ Ay ==
(adentro protén-motriz) (adentro
alcalino) negativo)

Figura 2.3. La cadena de transporte de electrones como fuente de ROS. Los complejos mitocondriales I y
II usan los electrones donados del NADH y FADH, para reducir a la coenzima Q (ubiquinona). La coenzima
Q cede los electrones al complejo III, donde son transferidos al citocromo c. El complejo IV usa los electrones
del citocromo c para reducir el oxigeno molecular a agua. La accion de los complejos I, IIT y IV producen un
gradiente de H, y la energia del mismo es usada para fosforilar ADP por la ATP sintasa. Los complejos I, Il y
IIT producen superdxido a partir de la reduccion incompleta del oxigeno a superéxido. Mientras que los
complejos I y II producen superoxido solamente dentro de la matriz mitocondrial, el complejo III produce
superdxido tanto en la matriz como en el espacio intermembrana. [lustracion adaptada de (67).
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En ausencia de ADP, el movimiento de H' a través de la ATP sintasa cesa, y se
acumula el gradiente de H' llevando al enlentecimiento del flujo de electrones y a una
cadena respiratoria mas reducida (estado 4 de respiraciéon). Como resultado, la
concentracion fisioldgica de O,~" aumenta (58). Por lo tanto, la generacion de O, por la
cadena respiratoria es dependiente del AW, y esta favorecida durante el estado 4. Por

otro lado, los desacoplantes que disipan el AY inhiben este proceso (45,71,72).

2.1.3.2. Defensas antioxidantes intracelulares

La célula posee diversos mecanismos para protegerse de los efectos nocivos de
las ROS, conformados por defensas antioxidantes enzimaticas y defensas no
enzimdticas. Entre las defensas no enzimdticas se encuentran compuestos con
propiedades antioxidantes intrinsecas como la vitamina C y E y el glutation. Las
defensas enzimaticas incluyen, fundamentalmente, a las superoxidos dismutasas
(SODs), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (73).

Las SODs son un grupo de enzimas que dismutan efectivamente el O, a H,0, y
O,. En mamiferos han sido caracterizadas dos SODs altamente compartimentalizadas, la
SOD1 6 CuZnSOD, que es un homodimero que contiene un mol de Cu y uno de Zn y se
encuentra exclusivamente en citoplasma, y la SOD2 6 MnSOD que es homotetramérica
y tiene localizacion mitocondrial (74,75). El H,O, derivado del O,e- es transformado en
agua por la glutation peroxidasa y por la catalasa. La catalasa, la principal enzima
neutralizante de H,O,, se localiza mayoritariamente en peroxisomas, excepto en corazon
donde se localiza exclusivamente en mitocondrias (76,77). La glutation peroxidasa, en
cambio, esta presente en citosol. Esta enzima acopla la reduccion del H,O, a H,O con la
oxidacion del glutation reducido, GSH, a glutatioén disulfuro, GSSG (forma oxidada), el
cual es reducido nuevamente a GSH, lo que depende, directamente, de su reduccion
enzimdtica que, indirectamente, estd asociada a la actividad de la via de las pentosas
fosfato (73). El glutatiéon es un tripéptido de L-glutamato, L-cisteina y glicina. La
oxidacion de los grupos sulfhidrilos de la cisteina une dos moléculas de glutation con un
puente disulfuro para formar GSSG. La glutation reductasa dependiente de NADPH
cataliza la recuperacion del glutation (78). En mamiferos, el glutation es el antioxidante
intracelular més concentrado. La mayor parte del glutatién se encuentra en el citosol, y

en menor proporcion en mitocondria y reticulo endoplasmatico (79). La deplecion del
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glutation mitocondrial ha sido asociada a la muerte celular (80). La mayoria del
glutation intracelular se encuentra en la forma reducida GSH. Bajo condiciones de
estrés oxidativo, la relacion GSH/GSSG disminuye. La oxidacion del GSH ademas de
ocurrir por accion directa con las especies reactivas, puede ocurrir por via enzimatica
(81). Cabe mencionar también a las hemo oxigenasas como enzimas antioxidantes que
utilizan el O, molecular y NADPH para remover el grupo hemo que es un pro-oxidante
y liberar hierro, biliverdina (antioxidante) y monéxido de carbono (73).

El metabolismo de la glucosa también es importante para la reduccion de los
niveles de ROS a través del direccionamiento de la glucosa-6-fosfato (G6P) hacia la
rama oxidativa de la via de las pentosas fosfatos (ox-PPP). El primer paso regulatorio
clave de la ox-PPP es catalizado por la glucosa6P-deshidrogenasa (G6PDH) y es uno de
los dos pasos en esta via donde se genera NADPH. Entre otras cosas, el NADPH es
requerido para la conversion de GSSG a GSH por la glutation reductasa, como antes
mencionamos. Por lo tanto la G6PDH juega un rol importante en la prevencion de

apoptosis inducida por ROS (48).

2.1.3.3. Rol de ROS en la muerte celular programada

Aunque en condiciones normales hay un balance entre la formacion de ROS y
las defensas antioxidantes, en varios escenarios patolégicos las defensas antioxidantes
se vuelven insuficientes resultando en estrés oxidativo. A menudo estas situaciones de
desbalance llevan a la induccion de apoptosis y a la muerte celular.

En primer lugar, un aumento en la formacioén mitocondrial de ROS conduce a la
activacion de la via mitocondrial de apoptosis, al aumentar la permeabilidad de la
membrana mitocondrial interna a través de la apertura del PTP. No se conoce
exactamente el mecanismo por el cual el estrés oxidativo lleva a la apertura de este
poro, pero se cree que actuaria directamente sobre ANT. Como resultado de este
proceso, el citocromo ¢ se mueve desde el espacio intermembrana hacia el citoplasma
donde induce la activacion de caspasas y al desarrollo de la apoptosis (82).

Las especies reactivas del oxigeno, ademas, pueden iniciar cascadas de
sefalizacion asi como afectar directamente ADN, proteinas y lipidos relevantes para la
apoptosis. Algunas proteinas son susceptibles a la regulacion redox y a la oxidacion de
sus cisteinas por H,O,. De esta forma este oxidante puede cambiar el estado de

activacion de enzimas involucradas en diferentes procesos. Por ejemplo, el H,O, puede
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llevar a la activacion de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs), ERK,
JNK y p38, a través de la activacion de una MAPKKK. ERK, JNK y p38 se encuentran
involucradas en diferentes procesos, como proliferacion, diferenciacion, adaptacion a
estrés y apoptosis. Especificamente la activacion de JNK mediada por ROS esta
fuertemente relacionada a la muerte celular por apoptosis (35). Por otro lado, las ROS
pueden estimular la produccion de otras especies de moléculas reactivas tales como las
RNS, que pueden nitrosilar y regular positiva o negativamente la actividad de proteinas
inductoras de apoptosis (48). Se han descripto otros roles mas directos de las ROS en la
apoptosis, por ejemplo, se ha demostrado que, en algunos contextos, para activar
totalmente las caspasas, el citocromo c citosolico debe ser oxidado por ROS (83).

Uno de los blancos de las ROS en la activacion de la apoptosis es p53. La
induccion de esta proteina por ROS se puede producir indirectamente, a través del dafio
al ADN o por modulacion directa del estado redox de una cisteina critica en su dominio
de union al ADN (35). El papel de p53 en el estrés oxidativo es complejo ya que puede
ejercer roles tanto anti-oxidantes como pro-oxidantes. P53 puede inducir
transcripcionalmente a TIGAR (del inglés Tp53-inducible glycolysis and apoptosis
regulator) el cual puede actuar a nivel glucolitico y promover el direccionamiento hacia
la via de las pentosas fosfatos, contribuyendo asi, a la producciéon de NADPH. En el
mismo sentido, p53 también puede inducir la expresion de Glutaminasa 2 que estimula
la produccién de glutamato, un precursor de GSH, y de las proteinas sestrinas, que
actiian como antioxidantes protegiendo a las células del dafio producido por H,0O,. Las
enzimas antioxidantes glutation peroxidasa 1 (GPXI1), la aldehido deshidrogenasa 4
(ALDH4) y la MnSOD también son blancos transcripcionales de p53 (84,85). Existe
otra conexion en sentido inverso entre ROS y p53, ya que p53 puede regular el estado
redox promoviendo la produccion de ROS, lo que finalmente lleva a la activacion
apoptdtica (86). P53 puede en este sentido inhibir la expresion de GPX1, ALDH4 y
MnSOD aumentando el estrés oxidativo. Por otro lado, un rol menos directo de p53 es
la estimulaciéon de la fosforilacion oxidativa a través de la induccion de genes
involucrados en este proceso, lo cual conduce a la generacion de ROS a través de la
respiracion mitocondrial. Es probable que bajo condiciones normales o de estrés leve

p53 aumente su respuesta antioxidante protegiendo a la célula de un potencial dafio
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oxidativo. Sin embargo, bajo condiciones de estrés severo, pS3 pasaria a promover el

aumento de ROS vy facilitar la apoptosis (22-24).

2.2. Quinasas implicadas en vias de regulacion de la viabilidad en células
eucariotas en respuesta a estrés nutricional: de las levaduras a las células

tumorales

La glucosa es la fuente de energia mas comun en las células eucaridticas. Su
utilizacion depende de su metabolismo secuencial en la glucolisis seguida de la
respiracion mitocondrial, aunque la contribucién de cada una de estas etapas estd
determinada por el tipo celular y su estado, normal 6 de transformacion cancerigena
(87-89). La restriccion de glucosa desata vias regulatorias de la supervivencia celular,
muchas de las cuales son comunes a todos los eucariotas y en las que estan implicadas
proteinas quinasas constituyendo un intrincado entramado regulatorio (87,88,90). El
estrés por baja glucosa en los tejidos de mamiferos puede observarse tanto en
condiciones fisioldgicas, como el ayuno 6 el envejecimiento, como patologicas, como la
isquemia, por nombrar algunos ejemplos. Ademas, resulta importante entender su
relevancia en el control del crecimiento tumoral, debido a la fuerte dependencia a la
glucosa que en general presentan los tumores (87,88). En las paginas subsiguientes nos
referiremos a algunas de las vias de las quinasas mas importantes intervinientes en la

respuesta a la falta de glucosa en células eucarioticas.

2.2.1. Proteina quinasa dependiente de AMP ciclico

La proteina quinasa dependiente de AMP ciclico (PKA) es uno de los miembros
mejor caracterizados de la superfamilia de proteinas quinasas. La fosforilacion de
sustratos nucleares y citoplasmaticos mediados por PKA es critica para multiples
funciones celulares, incluyendo metabolismo, diferenciacion, transmision sinéptica,
actividad de canales i6nicos, crecimiento y desarrollo. PKA es un homotetramero que
consiste de dos subunidades cataliticas (C) mantenidas en una conformacién inactiva
por un dimero de subunidades regulatorias (R). La union de AMPc a las subunidades R
de PKA libera la subunidad C activa que, en estas condiciones, puede fosforilar
sustratos vecinos (91-96).

La identificacion de PKA como el principal intermediario de la accion del AMPc

dilucida el mecanismo por el cual el receptor acoplado a una proteina G asociada a una

23



Introduccion

adenilato ciclasa media los efectos biologicos de hormonas y neurotransmisores. Este
panorama ha ganado en complejidad desde el descubrimiento de que PKA se concentra
en membranas y organelas celulares a través de la interaccion directa con distintas
proteinas de anclaje a PKA (AKAPs). La localizacion de PKA en distintos
compartimientos subcelulares, en proximidad a sus sustratos, dirige y amplifica los
efectos biologicos de la molécula de AMPc altamente difusible. Ademads, la
caracterizacion de una adenilato ciclasa soluble que se acumula en sitios intracelulares
especificos, incluyendo mitocondrias, sugieren fuertemente la presencia de unidades de
transduccion donde el AMPc puede ser localmente generado focalizando asi vias de
sefalizacion en localizaciones intracelulares discretas (92).

Las células eucariotas expresan multiples formas de subunidades regulatorias y
cataliticas de PKA que se ensamblan como diferentes isoformas de holoenzimas. Las
formas funcionales y bioquimicas de las holoenzimas PKA son determinadas por la
estructura y propiedades de las subunidades R. La holoenzima PKA de tipo-I contiene
subunidades RI (RIoo o RIB) y es principalmente citoplasmatica, mientras que la
holoenzima de tipo-Il contiene subunidades RII (RIlo o RIP) y estd
compartimentalizada en distintas estructuras subcelulares y anclada a compartimientos.
Rla y RIla son ubicuas, mientras que RIIB y RIP son expresadas predominantemente en
tejido enddcrino, cerebro, grasa y tejido reproductivo. Ademas de su distribucion y
expresion distintiva, las subunidades R difieren en sus propiedades bioquimicas y
regulatorias (92).

La ubicuidad de funciones de PKA puede rastrearse evolutivamente ya en
eucariotas inferiores. En efecto, en la levadura gemante Saccharomyces cerevisiae la
estimulacion de PKA por AMPc regula una variedad de funciones celulares, incluyendo
el metabolismo de distintas fuentes de carbono, el crecimiento, la transcripcion de
genes, la adaptacion a la deprivacion de glucosa o sacarosa y la morfologia celular. En
este sentido, PKA es la quinasa principal en la regulacion de la respuesta a glucosa en
levaduras, mediando los cambios mas importantes en el patron de expresion génica ante
modificaciones en la disponibilidad de fuente de carbono, fundamentalmente a través de
los factores transcripcionales Msn2/4 (97).

La localizaciéon de PKA en compartimientos celulares especificos a través de su

interaccion con proteinas de union a PKA representa un mecanismo conservado, que la
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célula adopta en respuesta a cambios rapidos y drasticos en el medio extracelular (92).
PKA juega un rol critico en la fisiologia mitocondrial de mamiferos. PKAc, RI y RII
han sido aislados de mitocondrias purificadas. Varias proteinas mitocondriales son
sustratos de PKA, incluyendo la subunidad del complejo I de 18-kDa codificada en el
nicleo (NDUFS4), la proteina pro-apoptotica Bad y polipéptidos todavia no
identificados. La fosforilacion de NDUFS4 por PKA aumenta la actividad de los
complejos respiratorios mitocondriales. La identificacion y caracterizacion de estos

sustratos de PKA sugieren su rol regulatorio de funciones mitocondriales (92).

2.2.1.1. Proteinas de anclaje de PKA (AKAPs)

Las AKAPs son una familia de mas de 50 proteinas estructuralmente muy
diversas que tienen en comun la habilidad de unir PKA. Todas las AKAPs contienen un
dominio de unién a PKA y un dominio de “anclaje” que dirige el complejo PKA-AKAP
a estructuras subcelulares definidas. Ademas de estos dos dominios, varias AKAPs
también interaccionan con otras proteinas involucradas en distintas vias de sefalizacion.
La compartimentalizacién de receptores, adenilato ciclasas y PKA por AKAPs, asi
como la generacion de pools locales de AMPc dentro de la célula por la accion
coordinada de adenilato ciclasas y de fosfodiesterasas, genera un alto grado de
especificidad en la senalizacion mediada por PKA, a pesar de la amplia especificidad de
sustrato de PKA. Las AKAPs contribuyen a la especificidad ubicando a PKA cerca de
sustratos especificos, asi como a la versatilidad ensamblando complejos de sefializacién
multienzimaticos, incluyendo quinasas distintas de PKA, ser/treoninas fosfatasas y
fosfodiesterasas. De este modo se generan sitios intracelulares donde distintas vias de
sefializacion convergen y son localmente atenuadas o amplificadas. A través de este rol
esencial en la integracion temporal y espacial de efectores y sustratos, las AKAPs
proporcionan un alto nivel de especificidad y regulacion temporal a la via de
senalizacion AMPc/PKA (93,94).

Las AKAPs contienen una hélice anfipatica de 14-18 residuos, que se une al
dominio de dimerizaciéon N-terminal de la subunidad R de PKA. Aunque la mayoria de
las AKAPs que han sido identificadas se unen a RII, también han sido caracterizadas
varias AKAPs que se unen a RI (95). La disrupcion del anclaje de PKA ha sido lograda
experimentalmente usando Ht31, un péptido que contiene la regidon o helicoidal

anfipatica de una AKAP (96) (ver representacion en Figura 2.4).
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Especificamente, en hepatocitos se ha demostrado que la interaccion de PKA
con las AKAPs es necesaria para que la estimulacion de PKA tenga un efecto anti-
apoptotico durante la injuria isquémica (99). En hepatocitos se ha descripto la presencia
de la AKAP WAVE-1, miembro de la familia de proteinas Wiskott Aldrich (100) y de
AKAP350 (101).

Figura 2.4. Representacion esquematica de un

: complejo de sefializacion AKAP. El modelo
Interacciona con . A i

L otras enzimas de ilustra los motivos funcionales de las AKAPs.
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del dimero de subunidades regulatorias de la

" holoenzima PKA. (2) Un dominio blanco tnico
Dominio conservado

de anclaje a PKA Otros segundos dlrlgg el. complejo de seflalizacion AKAP a
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subcelulares  discretas.  (3)
También se encuentran presentes sitios de uniéon
a otras enzimas de sefalizacion, tales como
quinasas y fosfatasas. llustracion adaptada de
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mensajeros

2.2.1.2. Intervencion de PKA en complejos/vias que modulan metabolismo y

supervivencia celular

Diversos trabajos han descripto la intervencion de PKA en la regulacion de la
supervivencia o muerte celular en respuesta a distintas sefiales metabolicas y de
crecimiento. Dependiendo de la situacion y del tipo celular, la misma puede inducir
efectos opuestos. Esta reportado que en células de linfoma-T S49 y de adenocarcinoma
mamario MCF7 los glucocorticoides activan PKA, la cual fosforila a la proteina pro-
apoptotica Bim, induciendo de esta forma, apoptosis en dichas células (102,103). Por
otro lado, IL-3 media la activacion de PKA anclada a mitocondria en células
hematopoyéticas FL5.12, lo que conduce a la fosforilacion de Bad y a la inhibicion de
apoptosis (104). Esta reportado también que la proteina de anclaje WAVE-1 actia como
un nexo estructural entre el metabolismo de la glucosa y la maquinaria de apoptosis en
la membrana externa mitocondrial de hepatocitos, en donde nuclea un complejo que
contiene PKA, la proteina proapoptética Bad, glucoquinasa y la fosfatasa PP1. En este
contexto, la fosforilacion de Bad por PKA es requerida para el metabolismo de la
glucosa y es ademds una sefial pro-supervivencia en presencia de glucosa (100). Han
sido designados otros roles para PKA en mitocondria también en relacion con la
supervivencia celular. Estudios de los ultimos afios demuestran la produccion interna de

AMPc y la activacion de PKA en mitocondrias de higado, en donde PKA regula la
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actividad de la cadena respiratoria, ajustando asi la bioenergética celular a diferentes
situaciones metabolicas (105). En concordancia con esto, la activacion de PKA
mitocondrial inducida por isquemia en cardiomiocitos lleva a la fosforilacion de
subunidades de la citocromo ¢ oxidasa, lo que conduce a la disminucién de la actividad
de este complejo produciendo una disminucion en la respiracion y un incremento en los
niveles de especies reactivas del oxigeno, explicando de esta forma la injuria necrotica
del corazon in vivo (106).

Este rol de PKA en la funcion mitocondrial estd conservado en los eucariotas
inferiores. Recientemente se describié que la actividad respiratoria mitocondrial de S.
cerevisiae durante la escasez de glucosa es sensible a la sefializacion por AMPc/PKA;
ademas, la activacion de una de las subunidades de PKA en estas levaduras en fase
estacionaria es suficiente para llevar a la célula a muerte apoptdtica a través de producir
disfuncién mitocondrial y aumento de la produccion de ROS (107).

Por otro lado, se ha identificado en distintas lineas celulares una AKAP
(AKAP121) que contribuiria a la regulacion de la actividad metabodlica mitocondrial
localizando en mitocondrias proteinas que estimulan la actividad de la cadena
respiratoria (108). Se ha estimado que la distribucion relativa de la actividad de PKA en
matriz, espacio intermembrana y membrana externa es de 79%:8%:13%,
respectivamente. Desde alli es capaz de fosforilar y modular la actividad de numerosos
sustratos mitoncondriales. PKA fosforila las subunidades subunidades I, IV y V del
complejo IV, disminuyendo la actividad del complejo en algunos casos (106,109-111),
y estimulandola en otros (105). Esta quinasa también es capaz de fosforilar la
subunidades estructurales de 18 y 6-10 kDa del complejo I lo que promueve la actividad
de dicho complejo disminuyendo los niveles de ROS (111-115). Por otra parte, el
sistema AMPc/PKA puede regular también la biogénesis del sistema respiratorio
mitocondrial a través de la modulacion de CREB (del inglés cAMP response element
(CRE) binding protein). PKA fosforila y activa a CREB, el cual activa la expresion
transcripcional de PGC-1a. PGC-1a promueve la expresion y actividad de los factores
de transcripcion NRF1 y NRF2 que controlan la expresion de genes nucleares que
codifican proteinas que forman parte de los complejos respiratorios y de la ATP sintasa,
y de proteinas involucradas en la importacién mitocondrial de estos componentes

respiratorios que son codificados en el nucleo. Ademas CREB es importado a
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mitocondria en donde es capaz de estimular la expresion de genes que codifican
proteinas de los complejos respiratorios que estan contenidos en el ADN mitocondrial
(113,116).

La via de PKA se ha vuelto también de gran interés para los estudios de
envejecimiento, dado que mutaciones que causan la reduccidon en la sefializacion por
PKA aumentan la longevidad en levaduras y en ratones. En efecto, en S. cerevisiae,
mutaciones que generan una via AMPc-PKA constitutivamente activa disminuyen la
longevidad del organismo (117). Por otro lado, en esta levadura y como mencionamos
anteriormente, PKA inhibe la transcripcion de genes antioxidantes regulando la
localizacion de factores de transcripcion Msn2/4, homologos funcionales de la familia
FoxO, claves en la respuesta a estrés (118). En la levadura patogena Candida albicans,
se ha descripto que la via Ras/PKA esta involucrada en la activacion de apoptosis (119).
En ratones, se ha demostrado que la delecion de la subunidad RIIB de PKA extiende el
tiempo de vida de los mismos y disminuye la aparicion de marcadores asociados al

envejecimiento (obesidad, desarrollo tumoral, hipertrofia cardiaca, etc) (120).

2.2.2. Proteina quinasa activada por AMP (AMPK)

AMPK (SNF1 en levaduras) es una serina/treonina quinasa, conservada en todos
los eucariotas, fundamental en la adaptacion celular a distintos tipos de estrés que
disminuyen los niveles de ATP, como ausencia de glucosa, hipoxia y estrés oxidativo
(121). Estructuralmente, es un heterotrimero conformado por una subunidad catalitica a
y dos subunidades regulatorias B y y. En mamiferos existen dos genes que codifican la
subunidad catalitica de AMPKa (al y a2), dos genes para la subunidad B (Bl y B2) y
tres genes para la subunidad y (yl, y2 y y3). La expresion de estas isoformas es
especifica de tejido y se han descripto diferencias funcionales asociadas a la
subunidades o en base a la respuesta a AMP y a la localizacion nuclear de AMPKo2
comparada a la al (122). AMPK es un sensor de energia intracelular: el aumento en los
niveles celulares de la relacion AMP/ATP promueve la activacion de AMPK a través de
la union alostérica de AMP a la subunidad y y fosforilacion mediada por quinasas de la
subunidad o (123-125). AMPK también puede ser activada a través de mecanismos
menos claros, por citoquinas tales como IL-6, canabinoides, farmacos como el

antidiabético metformina, y productos naturales como el resveratrol. Otro activador de
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AMPK es el compuesto permeable 5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-B-D-
ribofurandsido (AICAR), que es metabolizado por una adenosina quinasa a 5-
aminoimidazol-4-carboxamida ribésido monofosfato (ZMP), el cual actia como un
andlogo a AMP (87). Luego de su activacion, AMPK fosforila e inactiva enzimas
metabolicas involucradas en vias que consumen ATP, como acetilCoA-Carboxilasa
(ACC), acido graso sintasa, 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, y mTOR; y, por
otro lado, activa procesos que generan ATP, como la oxidacion de 4cidos grasos y la
captacion y oxidacion de glucosa a través de la activacion de la PFK2 e induccion de
GLUTI1, GLUT4 y hexoquinasas (126). La activacion enzimatica de AMPK se da por
fosforilacion de su Thr172, localizada dentro del /oop de activacidon sobre la subunidad
a. La estructura completa del complejo de subunidades de esta quinasa fue
recientemente resuelta en S. cerevisiae (127), y los estudios en este organismo han
contribuido al entendimiento del mecanismo de su regulacion. La fosforilacion del sitio
Thr172 es esencial para su actividad y puede ser catalizado por cuatro Thr172-AMPK
quinasas, la serina/treonina quinasa LKBI1, (cuyo ortdlogo, Sakl, también se identifico
en levaduras), las dos formas de la quinasa de la quinasa dependiente de calcio
calmodulina, CaMKKa y CaMKKJ, y un miembro de la familia de MAPKKK, TAKI.
LKBI1 parece ser la més importante de las quinasas de AMPK y funciona también como
un supresor tumoral, cuya mutacion resulta en el sindrome de Peutz-Jeghers, el cual
genera una predisposicion a canceres de colon, pancreas, mama y otros (126). Se ha
demostrado que LKB1 puede ser activada por aumento de ROS, llevando asi a la
activacion de AMPK independientemente de los niveles AMP/ATP (128). Ademaés de la
Thr172, han sido identificados otros sitios de fosforilacién sobre las subunidades a:
AMPK al-Ser485 (equivalente a AMPK «2-Serd91), al-Serd97 y al-Serl73. Los
mismos han sido descriptos tanto como posibles sitios de autofosforilacion, asi como
blancos putativos para las proteinas quinasas Akt o PKA. Dependiendo del contexto y
tipo celular, la fosforilacion en estos residuos puede prevenir estéricamente la
fosforilacion en la Thr172, impidiendo de esta forma la activacion de AMPK (87,129).
La fosforilacion en la Thr172 también estad sujeta a regulacion por fosfatasas, entre las
que se encuentran la PP1, PP2A y PP2C (130,131).

Muchos sustratos de AMPK pueden estar involucrados, directa o indirectamente,

con el balance oxidativo y afectar asi la supervivencia celular. Por ejemplo, AMPK
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puede regular la desacetilacion de factores de transcripcion como FoxO y PGCla
indirectamente a través de la activacion de la desacetilasa Sirtl, dichos factores de
transcripcion regulan genes del metabolismo oxidativo, como la subunidad IV de la
citocromo c oxidasa y otros genes involucrados en respuesta a estrés (87). Ademas,
AMPK puede promover el metabolismo oxidativo a través de la fosforilacion y
activacion directa de PGCla, que, como ya mencionamos antes, es un factor de
transcripcion que induce la expresion de genes que codifican componentes de la

maquinaria respiratoria mitocondrial (113).

2.2.2.1. AMPK coordina el control del crecimiento celular

La activacion de AMPK puede causar el arresto del ciclo celular. Dicho
mecanismo involucra la acumulacion de p53 que lleva a la induccién y acumulacion del
inhibidor del ciclo celular, p21. En efecto, AMPK induce la acumulacion de la proteina
supresor de tumor p53, estabilizandola, por fosforilacion en el residuo Ser-15 (132-134)
o promoviendo su expresion a nivel transcripcional (135). Este hecho se ha puesto en
evidencia en células madres neuronales (NSCs) (132), y en HepG2, en donde la
activacion de AMPK induce arresto del ciclo celular en fase Go/Gl en forma
dependiente de p53 (136).

AMPK también puede inhibir indirectamente la sintesis de la mayoria de las
macromoléculas celulares, inhibiendo de esta manera el crecimiento celular a través de
la inhibicion de la via de mTOR (del inglés mammalian Target of Rapamicin). AMPK
fosforila a TSC2, en un sitio distinto al que lo hace la quinasa Akt, y dicha fosforilacion
aumenta la actividad del complejo inhibitorio TSC1-TSC2 llevando asi a la inhibicién
de mTOR. Ademads, como otra funciéon de mTOR es reprimir la autofagia, la activacion
de AMPK puede entonces inducir autofagia suprimiendo mTOR. Por tanto, la via
LKB1-AMPK-TSC2-mTOR es postulada como una habilidad adaptativa de las células
normales para reciclar la energia cuando los nutrientes escasean (87,137-141).

Es de interés mencionar que puede existir una regulacion inversa pS3-AMPK. Es
decir, AMPK es capaz de actuar tanto cascada arriba como cascada abajo de p53. Por un
lado, la subunidad AMPKp es un blanco trancripcional de p53. Por otro lado, y en el
mismo sentido, p53 promueve la expresion de sestrinas, las cuales pueden activar a
AMPK. De esta manera p53 puede inhibir indirectamente a mTOR e inducir autofagia

(142). Otro hecho remarcable es que en hepatocarcinomas AMPK puede activar
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indirectamente a p53 via su acetilacion a través de la inhibicion de la desacetilasa Sirt1.
Sin embargo, en la mayoria de los tejidos AMPK activa a Sirtl y aumenta la
desacetilacion de p53, esto indica que la habilidad de AMPK para activar a p53 depende
del contexto y del tipo celular (142).

2.2.2.2. Distintos roles de AMPK en la regulacion de la supervivencia celular

La sefializacion por AMPK parece configurar una red que conecta el estado
nutricional con la maquinaria apoptética en diversas células de cancer. De hecho,
diferentes proteinas pro-apoptoticas BH3-only, y proteinas anti-apoptoticas pueden ser
reguladas por esta quinasa. La activacion de AMPK puede llevar a la reduccion de los
niveles de la proteina anti-apoptotica Mcl-1 y promover la activacion por fosforilacion o
a nivel transcripcional del miembro pro-apoptético Bim (87). AMPK puede, ademas,
activar la maquinaria apoptoética indirectamente al inducir la acumulacion de p53, ya sea
mediando su activacion transcripcional o estabilizando dicha proteina por fosforilacion
en su Ser-46 (143). Luego, p53 induce la activacion apoptotica estimulando la
transcripcion de genes pro-apoptoticos como Bax, Puma y Noxa (87). En células tan
diversas como timocitos, células derivadas de osteosarcoma U20S, células de
hepatocarcinoma de rata FTO2B y en hepatocitos normales la activacion de AMPK se
ha asociado a la induccion de apoptosis, dependiente de p5S3 en la mayoria de los casos
(135,143,144) (Ver esquema resumido en Figura 2.5).

Sin embargo, AMPK puede tener también efectos pro-supervivencia en algunos
tipos y situaciones celulares particulares. Por ejemplo, en las células de cancer de
estomago, AGS, y de colon, HCT116, la activacion de AMPK ejerce un rol protector
contra los efectos citotoxicos del cisplatino, uno de los agentes quimioterapéuticos mas
efectivo y ampliamente usado. La causa de esta resistencia es que la activacion de
AMPK, inducida por cisplatino, suprime una sefial apoptotica mediada por ERK (134).
Han sido descriptos otros roles anti-apoptoticos de AMPK durante diferentes tipos de
estrés en células no tumorales: la activacion de AMPK previene la apoptosis inducida
por acidos grasos, en astrocitos (145); por hiperglicemia, en células endoteliales de
cordon umbilical humano (HUVECsS) (146) y por glucocorticoides, en timocitos (147).
En el mismo sentido, AMPK tiene un rol importante en limitar el dafio y activacion

apoptotica asociados con la isquemia reperfusion en miocardiocitos de raton (148).
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2.2.2.3. Relacion entre las vias de sefializacion de PKA y AMPK

Los sistemas de senalizacion de AMPc-PKA regulan varias vias metabolicas de
carbohidratos, lipidos, y proteinas que son también reguladas por el sistema de
sefializacion de AMPK. Asi, existen conexiones entre ambas vias de senalizacién en
musculo, higado y tejido adiposo. Estimulos fisiologicos, como el ejercicio y el ayuno,
asi como la activacion hormonal via receptores B-adrenérgicos, podrian resultar en la
activacion simultinea de PKA y AMPK. En los tejidos mencionados, ambas quinasas
parecen trabajar en sinergia para regular enzimas claves involucradas en el metabolismo
de glucogeno, sintesis de colesterol y metabolismo de 4acidos grasos (129).

Sin embargo AMPK y PKA pueden antagonizar una con otra. La actividad de
AMPK disminuye en respuesta a agentes que elevan AMPc debido a la fosforilacion
mediada por PKA de al menos dos sitios en la subunidad o, aSerl73 vy
a1Serd85/a2Serd91, tanto en las lineas celulares INS-1, como en células embrionarias
de fibroblasto de ratéon y células COS (129). Otro mecanismo de regulacion de la
actividad de AMPK mediada por PKA esta presente en adipocitos como parte de la
regulacion de la lipdlisis. Durante periodos de demanda energética, la tasa de lipdlisis
aumenta por la accidon de enzimas lipoliticas estimuladas por hormonas que aumentan la
sefializacion de la via AMPc-PKA, que fosforila y activa a la lipasa. El paso de
reesterificacion de triglicéridos es un proceso altamente demandante de energia y
consume grandes cantidades de ATP y genera AMP, lo cual puede provocar un estado
de escasez de energia. En este contexto, se produce la activacion de AMPK la cual
fosforila a la lipasa e inhibe su activacion por PKA. Por otro lado en la situacién
metabolica contraria, PKA se asocia con AMPK vy fosforila a AMPKal en la Ser173
impidiendo, de esta forma, la fosforilaciéon en la Thr172 por LKB1 y la consiguiente
activacion de AMPK en respuesta a sefiales lipoliticas (149).

Como comentamos anteriormente la fosforilacion en la Thr172 de AMPK
también esté sujeta a regulacion por fosfatasas, entre las que se encuentran PP1, PP2A 'y
PP2C (130,131). PKA también participaria en la regulacion de la desfosforilacion de
este residuo, ya que PP2A es activada por fosforilacion mediada por PKA (150). Sin
embargo, recientemente se ha demostrado la existencia también de una interaccion
positiva entre AMPK y PKA en musculo liso vascular (VSM) de rata. Estos autores

describen que AMPK es capaz de aumentar la actividad de PKA y que PKA podria
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inhibir la actividad de la fosfatasa PP2C modulando asi la actividad de AMPK
indirectamente. Asi, ambas quinasas actuarian cooperativamente para inhibir la
migracion de las células VSM (151).

Si bien estas evidencias prueban la modulacién de la actividad quinasa de
AMPK por PKA en la regulacion de ciertas funciones metabolicas y fisioldgicas, al
momento no hay reportes acerca de los posibles efectos de esta interconexion entre

ambas vias en la regulacion de la supervivencia celular.
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Figura 2.5. Interconexion de vias de quinasas involucradas en la regulacién de la supervivencia ante
estrés nutricional. La activacion de AMPK se puede dar al aumentar los niveles de la relacion AMP/ATP,
como en el caso de escasez de glucosa. Asi AMP se une a un sitio alostérico de AMPK, y ademas
promueve la fosforilacion por quinasas de AMPK para completar su activacion. AMPK también puede
activarse incubando las células con el activador de AMPK, AICAR. Algunos citoquinas, como IL-10,
TGFB, canabinoides, ¢ flavonoides presentes en la dieta como el resveratrol y la quercetina, 6 farmacos
como la metformina pueden inducir también la activacion de AMPK. La activacion por fosforilacion de
AMPK se produce en la a-Thr172. Se conocen tres quinasas que activan a AMPK fosforilando este
residuo: LKB1, CaMKK y TAKI1. Ademas, AMPK posee un residuo, aSer485/497 que es un sitio de
autofosforilacion y sitio blanco para quinasas como Akt y PKA, y el residuo Ser173, también fosforilable
por PKA. La fosforilacién en estos residuos previene estéricamente la fosforilacion en la Thrl72,
impidiendo, de esta forma, la activacion de AMPK. AMPK puede inducir la acumulacion de p53, ya sea
fosforilandola y estabilizandola, o bien la puede inducir a nivel transcripcional en asociacion con otros
factores de transcripcion como CREB. A través de esta via, puede inducir arresto del ciclo celular por
induccion de p21lo llevar a muerte celular apoptotica activando la transcripcion de genes pro-apoptoticos
como Bax, Puma y Noxa. AMPK directamente puede promover la activacion de Bim. La activacion de
AMPK, ademas, puede suprimir mTOR inhibiendo la sintesis de proteinas e induciendo autofagia.
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2.3. El hepatocito como modelo de estudio

2.3.1. El higado: Generalidades

El higado es un 6rgano de importancia fundamental para la vida, su interposicién
entre el tracto digestivo y el resto del organismo le confiere una ubicacion que le
permite procesar grandes cantidades de aminoacidos, azucares, lipidos, vitaminas y
xenobidticos que ingresan por via oral. Asi, una funcion de primer orden que cumple el
higado es la captacion de numerosos sustratos absorbidos en el intestino y su ulterior
deposito, metabolizacion y distribucion en la sangre y en la bilis (152).

Las células preponderantes en el higado son los hepatocitos, células epiteliales
que representan aproximadamente el 90 % de la masa hepatica total. Las restantes son
células no parenquimatosas sinusoidales o perisinusoidales y las células epiteliales
ductulares (colangiocitos). Las cé€lulas sinusoidales son las células endoteliales de los
capilares sinusoides, y las perisinusoidales comprenden las denominadas pit cells y los
macrofagos hepaticos o células de Kupffer (153).

Las funciones principales del higado se pueden clasificar en dos grandes grupos:
de sintesis y de excrecion. Los hepatocitos sintetizan un gran numero de sustancias:
proteinas, como la albumina, las proteinas de la coagulacion sanguinea, la
ceruloplasmina, la siderofilina, la o-antitripsina, etc.; glacidos, principalmente
glucdgeno; lipidos, incluidos el colesterol y los 4cidos biliares; y urea (153).

El segundo grupo de funciones son las funciones de excrecion. Algunas de las
sustancias que llegan al higado, tras ser captadas por el hepatocito y sufrir una
transformacion metabolica, se segregan a la bilis; otras sustancias, tras su captacion por

el higado y posterior transformacion, se devuelven a la circulacion (153).

2.3.2. Metabolismo energético hepatico

El higado es un intermediario entre las fuentes energéticas aportadas por la dieta
y aquellos tejidos extrahepaticos que son los principales usuarios de energia. El higado
también recibe, para su provision energética, metabolitos como acidos grasos, glicerol,
lactato, piruvato, aminoacidos y cetodcidos, procedentes de distintos tejidos. Para sus
propios requerimientos energéticos los hepatocitos utilizan sobre todo ATP derivado de
la oxidacién de acidos grasos. Por otra parte, el higado exporta dos sustratos principales

que pueden ser oxidados en los tejidos periféricos para la produccion de energia. El
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primero es la glucosa, que proviene de la hidrolisis del glucogeno almacenado y de la
gluconeogénesis a partir de lactato, piruvato, glicerol, propionato, alanina y otros
aminoacidos. El segundo sustrato es el acetoacetato, formado a partir de acetil-CoA
proveniente de la oxidacién de 4cidos grasos transportados al higado desde el tejido
adiposo. El higado también sintetiza lipidos que almacena como triglicéridos y
fosfolipidos, los cuales son transportados a otros tejidos por lipoproteinas, asi como

carnitina y creatina, utilizadas por la maquinaria energética de otros 6rganos (154).

2.3.2.1. Rol del hepatocito en la homeostasis de la glucosa

La mayoria de los tejidos utilizan glucosa como fuente preferencial de energia
pero solamente el higado y, en menor medida, el rifion exportan glucosa en cantidades
significativas. En periodos postabsortivos, los tejidos extrahepaticos producen
precursores captados por el higado que son convertidos en glucosa en los hepatocitos
(154-156). La glucosa y otras hexosas son asi transportadas dentro y fuera de los
hepatocitos. El principal transportador de glucosa en el hepatocito es GLUT-2, que
media la difusion facilitada de glucosa. Este transportador tiene alta afinidad por
glucosa y, a los niveles fisiologicos de glucosa en plasma, no presenta cinética de
saturacion, lo que permite que las concentraciones de glucosa en hepatocitos dependan
directamente de la concentracion extracelular de este carbohidrato. GLUT-1 es también
expresado en el higado, pero solamente en una proporcion de 1% a 2% (155-156).

Después de una comida rica en carbohidratos, la concentracion de glucosa
sanguinea se eleva por encima de la concentracion normal de aproximadamente 5 mM.
La glucosa es captada por los hepatocitos donde entra a la via glucolitica y/o puede ser
convertida y almacenada como glucogeno (157). La insulina favorece el
almacenamiento de la glucosa incrementando el nivel de la principal enzima para su
fosforilacion en el hepatocito, la glucoquinasa; y el proceso de sintesis de glucogeno
(157). Por otro lado, esta hormona disminuye el nivel de una enzima clave para la
gluconeogénesis, la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK). Contrariamente, el
glucagon, la adrenalina y los glucocorticoides promueven un incremento en el nivel de
AMPc, lo que promueve la transcripcion del gen PEPCK. Asi, el movimiento de
glucosa dentro y fuera del hepatocito es controlado por regulacion hormonal de enzimas

involucradas en la glucdlisis, sintesis de glucdgeno, y gluconeogénesis (155,156,158).
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En condiciones normales, los hepatocitos usan principalmente 4cidos grasos
como sustratos para la oxidacion, y la tasa glucolitica es baja. La glucolisis se produce
principalmente a partir de la glucosa proveniente del glucogeno almacenado. Altas
concentraciones de glucosa activan la glucdgeno sintasa y disminuyen la activacion de
la glucogeno fosforilasa, favoreciendo asi la glucogenogénesis sobre la glucogendlisis y
resultando en menos sustrato disponible para la glucolisis. Los niveles normales de
glucosa son compatibles con la glucogendlisis, resultando en la hidrolisis de glucosa-6-
fosfato a glucosa libre, que es liberada a la sangre. Este aporte hepatico es critico para
mantener la nutricion de los o6rganos (155-157).

Comenzando con la glucosa libre, la via glucolitica tiene tres reacciones
fisiologicamente irreversibles catalizadas respectivamente por las hexoquinasas (HK), la
6-fosfofructoquinasa, y la piruvato quinasa. Las distintas HK catalizan el primer paso de
fosforilacion de la glucosa, y difieren entre si por su sensibilidad a la inhibicién por
producto, siendo la glucoquinasa 6 HKIV (principal HK los hepatocitos) no inhibible
por glucosa-6-fosfato en concentraciones fisioldgicas (155,156,158). La oxidacion de la
glucosa es regulada hormonalmente: niveles incrementados de AMPc resultan en la
disminucion del flujo de glucosa a través de la glucdlisis e incrementan las actividades
de las enzimas que favorecen la gluconeogénesis. Niveles disminuidos de AMPc, a
través de la modulacion de enzimas apropiadas, favorecen la glucoélisis y disminuyen el

flujo de precursores a través de la via gluconeogénica (155,156,158).

2.4. Caracteristicas metabolicas de las células tumorales

En presencia de oxigeno, la mayoria de las células diferenciadas metabolizan
principalmente glucosa a dioxido de carbono por oxidacion de piruvato en el ciclo de
los acidos tricarboxilicos. Esta reaccion produce NADH, el cual luego fluye hacia la
fosforilacion oxidativa para maximizar la producciéon de ATP. Solamente bajo
condiciones anaerdbicas, las células diferenciadas pueden redirigir el piruvato generado
en la glucolisis hacia la produccion de lactato sin entrar en la fosforilacion oxidativa, lo
que se denomina glucolisis anaerdbica. Esta generacion de lactato permite que la
glucolisis continue, pero resulta en minima produccion de ATP en comparacion con la
fosforilacion oxidativa. Warburg observé que, por el contrario a las células normales, la
mayoria de las células de cancer presentan una alta tasa de utilizacion de glucosa, la

cual es convertida a lactato independientemente de la disponibilidad de oxigeno y, de
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esta manera, su metabolismo es a menudo referido como glucoélisis aerdbica (159). Esta
alta actividad glucolitica a tensiones de oxigeno normales, conocida como ‘“efecto
Warburg”, es producto de una red metabdlica desregulada. Tal desregulacion en células
tumorales esta ligada a la presencia de vias de sefalizacién que controlan tanto la
proliferaciéon como el metabolismo, produciendo aumento de la capacidad glucolitica en
paralelo al aumento en la proliferacion (89,160).

En la mayoria de los tumores solidos, pueden existir areas extensas de hipoxia y las
células en estas areas pueden mantener su produccion de energia Unicamente por
glucdlisis anaerobica. La glucolisis elevada genera un aumento en la produccion de
lactato provocando la acidificacion del tejido tumoral, lo cual produce un
microambiente que promueve y selecciona células con un comportamiento maligno. La
respuesta celular a la hipoxia es controlada en parte por el factor HIF-1 que activa la
expresion de genes involucrados en la angiogénesis, captacion de glucosa, glucolisis,
sefializacion de factores de crecimiento, apoptosis, invasion y metastasis (161). La
glucosa es usada no solamente para la rapida produccion de energia, sino también para
la provision de precursores biosintéticos necesarios para sostener la alta tasa de division
celular (162).

La mayoria de los procesos anaboélicos requeridos para una tasa de crecimiento
acelerada son acompafiados por una glucolisis aumentada, la cual es sostenida
reponiendo intermediarios en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (anaplerosis)
(163,164). Para generar ribosa-5-fosfato hacia la biosintesis de nucleotidos, las células
desvian carbonos desde la glucolisis hacia la via de las pentosas fosfato (165).
Consistente con la necesidad de la sintesis de lipidos, las células tumorales expresan
altos niveles de enzimas lipogénicas como la ATP-citrato liasa, acetil CoA carboxilasa y
acido graso sintasa (166-169). La tnica fuente de acetil CoA citosolica requerida para la
biosintesis de lipidos es el citrato derivado del ciclo de los acidos tricarboxilicos. Por
otro lado, tanto la glucosa como la glutamina, altamente utilizadas por las células
tumorales, son precursores tempranos de aminoacidos no esenciales. Dos intermediarios
glucoliticos, 3-fosfoglicerato y piruvato, son directamente necesarios para la biosintesis
de serina y alanina. Ademas, los intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos
son usados para la sintesis de aspartato, asparagina, glutamato, prolina, arginina y

glutamina (Figura 2.6) (170-174).
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Figura 2.6. Vias catabélicas y anabdlicas en células tumorales. La glucosa y la glutamina son importantes
fuentes de carbono, y son metabolizadas en las células para la generacion de energia y precursores anabolicos.
Las vias discutidas en el texto se ilustran con un coédigo de colores: rojo, glucolisis; blanco, ciclo de los acidos
tricarboxilicos; rosa, sintesis de aminoacidos no esenciales; naranja, via de las pentosas fosfato y sintesis de
nucledtidos; verde, sintesis de lipidos y acidos grasos; azul, oxidacion de piruvato en la mitocondria; marrén,
glutaminolisis; negro, reaccion de la enzima malica. Flechas solidas indican reaccion de un paso; flechas de
rayas y puntos indican transporte a través de membranas y flechas de puntos indican reacciones de multiples
pasos. HK,hexoquinasa; AcCoA, acetil coenzima A; OAA, oxaloacetato; aKG, a-cetoglutarato. [lustracion
adaptada de (174).

Diversos mecanismos han sido atribuidos al desarrollo del efecto Warburg. Estos
mecanismos incluyen defectos mitocondriales, adaptacion de las células tumorales a
ambientes hipoxicos, sefiales oncogénicas y expresion anormal de ciertas enzimas
metabolicas (161). Se ha descripto incluso que el ADN mitocondrial de las células
tumorales presenta altas tasas de mutaciones capaces de afectar proteinas de la
mitocondria y asi el normal funcionamiento de la fosforilacion oxidativa (161).

Algunas alteraciones en varias enzimas metabolicas han sido asociadas al
fenotipo altamente glucolitico de las células tumorales, entre ellas la hexoquinasa II, la
glucosa-6-fosfato isomerasa, la aldolasa, la fosfoglicerato mutasa, la enolasa, la piruvato

quinasa, la enzima tipo transcetolasa y otras, se han encontrado sobreexpresadas en
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diferentes tipos tumorales. Mutaciones de las enzimas fumarato hidratasa y succinato
deshidrogensa del ciclo de los acidos tricarboxilicos, también han sido asociadas a
ciertos tipos de tumores (161).

El mal funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial de las células
tumorales hace que estas células sean mas propensas a presentar altos niveles de estrés
oxidativo. Se ha propuesto que las células compensan este defecto incrementando el
metabolismo de glucosa. Esto les permite aumentar los niveles de NADPH a través de
la via de las pentosas fosfato, como describimos en secciones anteriores, para protegerse

de la toxicidad inducida por H,O, (175).

2.4.1. Hepatocarcinoma
2.4.1.1. Generalidades

A nivel mundial, el cancer de higado es el quinto tipo de cancer mas frecuente
en hombres y, debido a su pobre prondstico, es la segunda causa de muerte por esta
enfermedad. En mujeres, es el séptimo tipo de cancer mas frecuentemente diagnosticado
y la sexta causa de muerte (176).

Entre los diferentes tipos de cancer primarios de higado, el principal subtipo
histolégico es el hepatocarcinoma celular o carcinoma hepatocelular (HCC, del inglés
hepatocellular carcinoma) que afecta a los hepatocitos y que representa hasta el 90 %
del cancer de higado total a nivel mundial (177). Generalmente, el HCC se desarrolla en
pacientes con enfermedades hepaticas cronicas causadas por hepatitis virales (hepatitis
B o C), consumo excesivo de alcohol (cirrosis etilica) o enfermedades metabdlicas
congénitas (por ejemplo, hemocromatosis primaria y enfermedad de Wilson) o
adquiridas (por ejemplo, esteatohepatitis no alcohdlica asociada a la diabetes o a la
dislipidemia) (178). También han estado implicadas en la carcinogénesis algunas
alteraciones genéticas, incluyendo pérdida de heterocigocidad y metilacion aberrante.
Ademas, las dietas poco saludables, el sedentarismo y la obesidad se han asociado con
un alto riesgo de HCC (179).

Al desarrollo y progresion del HCC hacia una enfermedad cronica se lo
denomina hepatocarcinogénesis. Al igual que para la mayoria de los tipos de canceres,
la hepatocarcinogénesis es un proceso de multiples etapas que involucra la acumulacion

de diversas alteraciones genéticas y epigenéticas que, en ultima instancia, conllevan a la
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transformacion maligna del hepatocito. Este tipo de alteraciones, asi como su secuencia
de aparicion, son muy variables (180,181).

Han sido caracterizados ciertos patrones de expresion génica del HCC. Estos
tipos de tumores expresan niveles elevados de genes cuyas funciones son requeridas
para la progresion del ciclo celular, y de genes que codifican proteinas ribosomales, lo
cual es caracteristico de células en crecimiento. Por el contrario, las células de estos
tumores expresan bajos niveles de algunos genes expresados especificamente en
hepatocitos diferenciados, como genes que codifican enzimas metabodlicas especificas
de higado y proteinas plasmaticas. También son comunes las mutaciones en el gen que
codifica para p53, lo que podria jugar un rol clave en la patogénesis llevando a una
proliferacion acelerada (180). Un gen caracteristico altamente expresado en HCC es el
que codifica para la a-fetoproteina, que es una glicoproteina con un rol dual en la
regulacion del crecimiento en multiples tipos celulares y que participa también en la
regulacion apoptotica (180,182).

En la transformacidon tumoral, las enzimas tipicas para un érgano especializado
como el higado son reemplazadas por enzimas no especificas de tipo fetal o muscular.
Las células de hepatocarcinoma difieren de los hepatocitos en algunas propiedades del
metabolismo de carbohidratos. El metabolismo de glucosa estd aumentado y el de
fructosa disminuido. Las enzimas especificas del higado como fructoquinasa y aldolasa
B se pierden o tienen solamente bajas actividades. Las propiedades cinéticas de las HK
cambian y varian algunos mecanismos de control que regulan la glucdlisis en el tejido
normal (183). Los niveles de hexoquinasa II, piruvato quinasa (el subtipo especifico de
higado) y glucosa 6P-deshidrogenasa suelen estar elevados en HCC, mientras que la
glucosa 6-fosfatasa, la fructosa 1,6-bifosfatasa y la glucoquinasa (que es especifica de

higado) presentan niveles bajos (184).

2.4.1.2. Caracteristicas de las células HepG2

Las células HepG2 (clon C3A, ATCC) fueron establecidas a partir de una
biopsia de hepatocarcinoma humano, y, se sabe, sintetizan practicamente todas las
proteinas plasmaticas humanas. Debido a que son células de cancer de higado, exhiben
caracteristicas tanto de hepatocitos como de células tumorales. A diferencia de lo que
ocurre en hepatocitos, la glucolisis junto con la glutamindlisis son las principales

fuentes de energia en estas células. Por el contrario, y como ya mencionamos, en
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hepatocitos normales la produccion de energia es predominantemente a través de la
fosforilacion oxidativa acoplada a la oxidacion de acidos grasos (183,185,186). En las
células HepG2 la expresion y actividad de la HK II estan marcadamente elevadas en
relacion a los hepatocitos normales, en los cuales las HK mitocondriales son casi
indetectables. Se ha comprobado que los genes que codifican para el principal
transportador de glucosa en células HepG2 (Glutl) y para la HK II son sobrexpresados
ante falta de glucosa e hipoxia (187).

Las células HepG2, como la mayoria de las células tumorales, contienen poco o
nada de glucégeno. En concordancia con esto, la glucdlisis anaerdbica sin sustrato
adicional es despreciable. A pesar de la baja tasa glucolitica en ausencia de cualquier
sustrato, la linea celular HepG2 es significativamente mas resistente a la injuria celular
hipoxica que los hepatocitos. Una causa de esto podria ser que las células HepG2 tengan
una demanda energética mas baja que los hepatocitos bajo condiciones anaerdbicas
(183).

Las células HepG2 son capaces de modular la expresion de sus genes in vitro en
respuesta a su densidad en cultivo y presentan una fuerte inhibicion por contacto. A baja
densidad tienen un tiempo de duplicacion de 24 horas y exhiben caracteristicas de
células de higado fetal, incluyendo la alta sintesis de a-fetoproteina, isoenzimas fetales

de aldolasa y piruvato quinasa, y baja sintesis de albumina (188).
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3. Objetivos

En base a lo expuesto, nos planteamos como Hipdtesis de estudio que las
proteinas quinasas PKA y AMPK regulan la supervivencia de las células de origen
hepatico durante la restriccion de glucosa a través de la modulacion de vias de muerte
y/o de proliferacion celular. Y que la repercusion de estas regulaciones es diferente en
células HepG2 respecto a hepatocitos normales, lo que puede ser importante para las

estrategias de control del crecimiento tumoral.

Por lo tanto el Objetivo General del presente trabajo de tesis es aportar a la
comprension de los mecanismos por los cuales PKA y AMPK transducen sefiales
ligadas a la disponibilidad de glucosa en respuestas relacionadas con la supervivencia en
células de origen hepatico.

La ejecucion del trabajo se realizd en dos etapas con sus correspondientes

Objetivos Especificos:

Capitulo 1: Estudios en cultivo primario de hepatocitos de rata
o Objetivo especifico 1: Analizar los cambios en la supervivencia durante la
restriccion de glucosa en cultivo primario de hepatocitos
o Objetivo especifico 2: Estudiar la participacion de la quinasa PKA en la

sefalizacion de la respuesta de sobrevida o muerte en esas condiciones

Capitulo 2: Estudios en células de hepatocarcinoma humano
e Objetivo especifico 1: Estudiar la viabilidad de células derivadas de
hepatocarcinoma humano HepG2/C3A en condiciones de ausencia de glucosa
e Objetivo especifico 2: Determinar el rol de las quinasas AMPK y PKA, y la
posible interconexion entre ambas vias de sefializacion en la respuesta de

supervivencia durante dicho estrés nutricional
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4. Materiales y Métodos

4.1. Animales

Para la obtencion de hepatocitos normales se utilizaron ratas Wistar-machos
adultas (300-320 g), endocriadas en el bioterio del Instituto de Fisiologia Experimental
(IFISE), CONICET. Los animales se mantuvieron en condiciones controladas de
temperatura, humedad y ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, de acuerdo a las normas
internacionales preestablecidas para el cuidado de animales de laboratorio (“Guide for
the care and Use of Laboratory Animals” National Institutes of Health, publication n°

86-23, revised 1985).
4.2. Tratamiento y modelos experimentales

4.2.1. Cultivo primario de hepatocitos aislados de higado de rata

Los hepatocitos se aislaron de ratas ayunadas durante 12 horas como fuera
descripto previamente (189). Brevemente, el higado se perfundi6 con colagenasa
(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, U.S.A.) y luego de una cuidadosa disrupcion
mecanica, los hepatocitos se filtraron por una membrana de nylon de 40 um. Finalmente
se separaron de células no parenquimatosas y restos celulares por centrifugacion a baja
velocidad. La viabilidad celular se evalu6 con el test de exclusion de Azul de Tripan
(ver Materiales y Métodos 4.3.1), se tomo 5 pl de la suspension de hepatocitos y se
diluy6 en 50 pl de azul de tripan (4g/1) y 95 pul de soluciéon de Hanks (NaCl 137mM,;
NaHCOs; 26 mM; Na,HPO,4 0,6 mM; KC1 5,4 mM; KH,PO,4 0,4 mM; glucosa 5,6 mM),
complementada con HEPES (3 g/l), MgSO4 (1 mM) y CaCl, (2,5 mM). Una alicuota de
esta preparacion se colocd en una camara de Neubauer y se observo al microscopio
optico, determinandose el porcentaje de hepatocitos viables. Al comenzar los
experimentos la viabilidad fue siempre mayor a 85 %. Después de aislados, 2.500.000 y
800.000 hepatocitos se cultivaron en placas de plastico de 6 cm y 3 cm respectivamente,
recubiertas con gelatina 0,1 % segln trabajos previos (190). El medio de cultivo fue
DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino y una mezcla de antibioticos,
penicilina (100 unidades/mL) y estreptomicina (100 pg/mL). Los hepatocitos se
incubaron a 37 °C por 4 horas en atmodsfera de CO; al 5 % para lograr la adherencia de

los mismos (191). Las células no adheridas fueron removidas y al resto de hepatocitos

43



Materiales y Métodos

se los reincubd con medio fresco durante 16 horas adicionales previamente a la
realizacion de los tratamientos. Para los estudios de restriccion de glucosa, las células
fueron incubadas en medio DMEM sin piruvato, sin glucosa o con glucosa 10 mM
durante los periodos de tiempo indicados. La participacion de PKA y de su interaccion
con las AKAPs en las vias en estudio se analiz6é mediante incubaciones con o sin 10 uM
del inhibidor de PKA N-[2-(-p-bromo-cinnamilamino)etil]-5-isoquinolinosulfonamida
(H89) (Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, CA); y con o sin 10 uM &el p tido
inhibidor del anclaje de PKA, Ht31 (Promega, Madison, WI). La participacion de
caspasas en la muerte celular se evalu6 mediante la incubacién de las células en
presencia del inhibidor de caspasas carbobenzoxi-valil-alanil-aspartil-[O-metil]-
fluorometilcetona, Z-VAD-FMK 50 uM, (Promega, Madison, WI). Para obtener un
control positivo de despolarizacion mitocondrial los hepatocitos fueron tratados con el
desacoplante mitocondrial cianuro de carbonilo 3-clorofenilhidrazona, CCCP 500 nM
(Sigma Chemical Co, St Louis, MO).

Para los estudios de microscopia las células fueron cultivadas en placas de
plastico de 3 cm con uno o dos cubreobjetos de vidrio por placa y recubiertas con
gelatina 0,1 % y  fueron sometidas a los mismos tratamientos mencionados

anteriormente.

4.2.2. Linea celular HepG2

Las células HepG2/C3A (ATCC) se cultivaron en frascos de plastico en medio
DMEM rico en glucosa (25 mM), suplementado con 10 % de suero fetal bovino,
glutamina y aminodcidos no esenciales y una mezcla de antibidticos, penicilina (100
unidades/mL) y estreptomicina (100 pg/mL). El medio de cultivo se cambi6 cada dos
dias y las células se tripsinizaron luego de alcanzar un 80 % de confluencia. Para los
experimentos, luego de la tripsinizacion, se sembraron 400.000 y 1.200.000 células en
placas de 3 y 6 cm respectivamente y se incubaron en medio DMEM sin piruvato
durante 72 horas. Posteriormente las células fueron incubadas en medios sin glucosa o
con glucosa 25 mM, con o sin dibutiril AMP-ciclico (dbAMPc) 100 uM (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA), con o sin N-[2-(-p-bromo-cinnamilamino)etil]-5-
isoquinolinosulfonamida dihidrocloruro (H89) 1 uM (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA) y con o sin 5-Aminoimidazol-4-carboxiamida ribonucledsido

(AICAR) 1 mM (Cell Signalling Technology, Danvers, MA) hasta 48 horas.
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4.3. Ensayos de viabilidad celular

4.3.1. Exclusion de Azul de Tripan (EAT)

El fundamento del método se basa en que las células no viables, que han perdido
la integridad de las membranas celulares, no son capaces de excluir el colorante,
quedando tenidas de color azul, a diferencia de las células intactas que excluyen el
colorante, observandose sin coloracion y refringentes al microscopio optico (192).

Se determind la viabilidad de las células control y tratadas, para ello se
agregaron 625 ul de azul de tripan (4 g/l) a las células cultivadas en las placas de 3 cm
conteniendo 1,25 ml de medio de cultivo, y las mismas fueron observadas al
microscopio Optico donde se tomaron fotos con un aumento 20 x a cuatro campos por
condicién con un minimo de 100 células cada uno y se cuantificd el porcentaje de

células viables.

4.3.2. Liberacion de Lactato Deshidrogenasa (LDH)

La liberacion al medio de enzimas solubles citosolicas, como LDH, constituye
también una expresion del dafio estructural en la membrana y puede ser considerada
como una prueba sensible de viabilidad celular (193).

Para la cuantificacion de la misma debe tenerse en cuenta que la enzima cataliza

la siguiente reaccion:

Piruvato + NADH + H' B Lactato + NAD'

Esta reaccion esta desplazada hacia la produccion de lactato y la velocidad de
oxidacion del NADH determinada a 340 nm con un espectrofotometro (PerkinElmer
Spectrometer Lambda 2S, Perkin Elmer Inc., Waltham, MA 02451), es proporcional a
la actividad LDH de la muestra.

Las células cultivadas en las placas de 3 cm en los tiempos y condiciones
especificadas anteriormente (4.2-Tratamiento y modelos experimentales) fueron
levantadas con espatula junto con el medio, centrifugadas 10 minutos a 1.000 x g a 4 °C,
se separ0 el sobrenadante para determinar de manera enzimatica la actividad aportada
por la LDH liberada al medio extracelular. Al pellet se lo resuspendi6 en 10Qul de una

solucion de lisis conteniendo: Triton X-100 0,1 % (v/v), NaCl 0,9 % y BSA (del inglés
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bovine serum albumin) 0,1 % (194), y se emple6 para medir la actividad enzimatica
total del preparado.

El ensayo se realizd incubando una alicuota de la muestra (50 pl del
sobrenadante y 10 pl del lisado) con 1 ml de medio conteniendo piruvato 1,6 mM,
NADH 0,2 mM y NaCl 200 mM en una solucién de buffer Tris 80 mM a pH = 7,20, en
una cubeta termostatizada a 37 °C. Se leyo la absorbancia a 340 nm durante 3 minutos,
y se determiné el cambio de absorbancia por minuto (A Abs/min).

El porcentaje de liberacion de LDH al medio fue calculado como el porcentaje

de LDH en el sobrenadante comparado con la actividad total de la enzima:
[act. sobrenadante/(act. Sobrenadante + act. Lisado)] x 100

Un mayor porcentaje de liberacion al medio es indice de disminucion en la

integridad de la membrana celular (195).

4.3.3. Evaluacion de la viabilidad celular mediante deteccion de actividad

metabdlica a través del ensayo de MTT

Este método es simple y se usa para determinar la viabilidad celular, dada por el
numero de células vivas presentes en el cultivo lo cual se estima midiendo la formacion
de un compuesto coloreado, debido a una reaccidon que tiene lugar en las mitocondrias
de las células viables. ElI MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-
difeniltetrazélico), un colorante amarillo soluble en agua, es captado por las células y
reducido por las deshidrogenasas mitocondriales a un producto purpura insoluble de
cristales de formazan a una velocidad que es proporcional al nimero de células con
mitocondrias funcionales. De este modo, el ensayo de MTT se utiliza para estimar el
numero de células viables. En combinacién con ensayos que sirvan para estimar la
pérdida de viabilidad, el MTT puede ser usado para evaluar el efecto de distintos
tratamientos sobre la proliferacion celular. Para llevar a cabo el ensayo se sembraron
5.000 células HepG2 o 50.000 hepatocitos en placas de 96 pocillos y luego de realizar
los respectivos tratamientos el MTT (Sigma Chemical Co, St Louis, MO) fue agregado
al medio de cultivo a una concentraciéon final de 0,5 mg/ml. Luego de 2 horas de
incubacion a 37° C, las células fueron lisadas y los cristales de formazan solubilizados
con 200 pl de dimetilsulfoxido (DMSO) y se cuantificé la absorbancia a 550 nm (con

filtro de referencia de 650 nm) del metabolito producido por las células viables.
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4.4. Estimacion del potencial de membrana mitocondrial (AY)

Para evaluar el potencial de membrana mitocondrial utilizamos el fluoréforo
tetra-metil-rodamina-metil-ester (TMRM, Sigma Chemical Co, St Louis, MO), un
fluor6foro catiénico permeable a membranas que se acumula por gradiente
electroquimico en mitocondria en proporcion al potencial de membrana de la organela
(196). Cada grupo de hepatocitos fue incubado con buffer Ringer (NaCl 155 mM, KCI 5
mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM, NaH,PO4 2 mM, HEPES 10 mM y BSA 287 mg %,
pH 7,4) con o sin glucosa 10 mM conteniendo TMRM 50 nM durante 20 min a 37 ° C.
Seguidamente, el medio fue reemplazado por buffer Ringer conteniendo TMRM 5 nM y
se obtuvieron imagenes in vivo, con 30 células cada una aproximadamente, mediante
microscopia de fluorescencia (Zeiss Axiovert 25CFL). Se utilizé6 como control positivo
de despolarizacion de la membrana mitocondrial el compuesto cianuro de carbonilo 3-
clorofenilhidrazona (CCCP, 100 uM), el cual actiia como un potente desacoplante de la
fosforilacion oxidativa en mitocondrias. Finalmente se procedio a la cuantificacion de la

de la densidad de fluorescencia intracelular mediante el programa Image J.

4.5. Determinacion de los niveles intracelulares de ATP

Para este ensayo, los hepatocitos fueron lavados con PBS (Na,HPO, 80 mM,
NaH,;PO4 20 mM y NaCl 100 mM; pH 7,5), levantados con espatula, resuspendidos en
sacarosa 0,3 M y finalmente sonicados. Las concentraciones de ATP en los lisados
celulares se cuantificaron usando un kit de deteccion (Molecular Probes, Invitrogen,
Carlsbad, CA) siguiendo las indicaciones del fabricante. La quimioluminiscencia fue
detectada con un lector de microplacas (Beckman Coulter LD400). La concentracion de
ATP fue normalizada a los miligramos de proteina presentes en los lisados y se expresé

como porcentaje del control.

4.6. Evaluacion de apoptosis
4.6.1. Determinacion de actividad Caspasa 3

Previo al ensayo de actividad, las células cultivadas en las placas de 6 cm en los
tiempos y condiciones especificadas anteriormente (4.2-Tratamiento y modelos
experimentales), fueron levantadas con espatulas junto con su medio, centrifugadas a

1.000 x g por 5 minutos a 4 °C, el medio fue descartado y el pellet resuspendido e
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incubado durante 10 minutos en una solucién de lisis conteniendo: Tritoén 0,5 %, EDTA
20 mM , fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,1 mM, leupeptin 0,1 mM y Tris 5
mM a pH = 7,4. Luego este lisado fue centrifugado a 13.000 x g por 5 minutos a4 °C y
el sobrenadante alicuotado y congelado para posteriores determinaciones de actividad
caspasa y cuantificacién de proteinas.

La actividad Caspasa presente en los lisados fue evaluada utilizando como
sustratos dos tetrapéptidos especificos para caspasas de mamiferos acoplados a un
fluoroforo: Ac-YVAD (ICE-caspasa 1) y Ac-DEVD (CPP32/caspasa-3), marcados con
el fluorocromo 7-amino-4-metil coumarin (AMC) proporcionados por un kit comercial
(CaspACE Assay System, Fluorometric, Promega Corp., Madison, WI 53711) adaptado
para ensayo multiplaca segun trabajos previos (197). Los sustratos producen una
fluorescencia azul que puede ser detectada por exposicion a luz UV a 360 nm. AMC es
liberado de estos sustratos luego del clivaje por las enzimas ICE o CPP32. AMC
produce fluorescencia verde-amarilla que es registrada por un fluorémetro a 460 nm. La
cantidad de fluorescencia verde-amarilla producida luego de este clivaje es proporcional
a la cantidad de actividad de ICE o CPP32 presente en la muestra. Dos inhibidores
reversibles de ICE y CPP32 son también proporcionados por el CaspACE Assay
System debido a que en los lisados celulares, los sustratos fluorogénicos pueden ser
susceptibles al clivaje por otras proteinasas relacionadas, por lo tanto, para asegurar la
contribucion especifica de la actividad enzimatica de ICE o CPP32 en los extractos
celulares, el ensayo debe ser realizado en presencia y en ausencia de inhibidores
selectivos de ICE y de CPP32. La diferencia entre los niveles de actividad de clivaje de
sustrato en presencia y en ausencia de inhibidor refleja la contribuciéon de la actividad
enzimatica, tanto de ICE como de CPP32. El ensayo para cada muestra se realizd por
duplicado, y se incub6 a la misma durante 60 minutos a 30 °C con cada sustrato por
separado en presencia y en ausencia del inhibidor correspondiente, y se midi6 la
fluorescencia de las reacciones a una longitud de onda de excitacion de 360 nm y una
longitud de onda de emision de 460 nm. La actividad ICE-Caspasa 1 fue usada como
control negativo, ya que esta caspasa es activada en procesos inflamatorios, no
apoptoticos.

Previamente, fue realizada una curva de calibracion, midiendo la fluorescencia

de soluciones de distintas concentraciones de AMC. Se grafico fluorescencia versus la
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masa (picomoles) de AMC y se obtuvo un grafico lineal del cual se determiné la
pendiente de la recta.

La concentraciéon de proteinas se determin6 por el método de Lowry, utilizando
albiimina sérica bovina como estandar (198).

La actividad Caspasa expresada en pmol de AMC liberado por minuto a 30 °C
por mg de proteina fue determinada con la siguiente férmula:
(Fa-Fp)/pendiente de la curva de calibracion/60min/mg prot./volumen de muestra
Fa = fluorescencia medida en ausencia del inhibidor

Fp = fluorescencia medida en presencia del inhibidor

4.6.2. Microscopia de Fluorescencia

Las células fueron fijadas durante 10 minutos con paraformaldehido 4 %, y
procesadas para su visualizacion por microscopia de fluorescencia como describimos
previamente (199). Brevemente, las células fueron permeabilizadas y bloqueadas con
0,2 % de Triton X-100/BSA 3 % por 10 minutos y los cubres fueron incubados con
Faloidina conjugada con Alexa 560 durante una hora. Seguidamente, se lavaron con
PBS y los cubres fueron incubados con 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) 10 uM durante
5 minutos y montados con ProLong. Las imagenes fueron visualizadas por microscopia
confocal (Nikon C1SiR con microscopio invertido Nikon TE200). Se cuantificaron las
células con nucleos fragmentados sobre un total de aproximadamente 300 células por

condicion de tratamiento.

4.6.3. Ensayo de Anexina V/ loduro de Propidio por citometria de flujo

Para la realizacion de este ensayo utilizamos el kit comercial Annexin V-FITC
Apoptosis Detection (Sigma Chemical Co, St Louis, MO) que detecta células
apoptoticas y necréticas por citometria de flujo. Las anexinas son un grupo de proteinas
homologas que se unen a fosfolipidos en presencia de calcio. Anexina V-FITC es una
sonda fluorescente que se une a fosfatidilserina en presencia de calcio. Los cambios
celulares involucrados en el proceso apoptotico incluyen la pérdida de asimetria durante
los estadios tempranos de la apoptosis. Al activarse la apoptosis, la fosfatidilserina que
es normalmente encontrada sobre la cara interna de la membrana plasmatica, se
transloca a la porcion externa de la membrana haciéndose disponible a la uniéon con

Anexina V-FITC. El procedimiento consiste en la uniéon de Anexina V-FITC a la
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fosfatidilserina en la membrana de las células que comienzan el proceso apoptotico y la
unién de ioduro de propidio (IP) al ADN de las células que han perdido la integridad de
su membrana celular. Clasificamos como apoptosis temprana a las células marcadas
positivamente para Anexina V-FITC y negativamente para IP (Anex.t+/IP-), y son
aquellas células que estan comenzando un proceso apoptotico. Incluimos en apoptosis
tardia a las células marcadas positivamente tanto para Anexina V-FITC como para IP
(Anex.+/IP+) que son aquellas células que progresaron a una muerte apoptotica. Por
ultimo las células que sufren un proceso de necrosis son aquellas marcadas
negativamente para Anexina V-FITC y positivamente para IP (Anex.-/IP+).

Para la deteccion de apoptosis en hepatocitos de rata, se sembraron 500.000
c€lulas por placa. Luego de los respectivos tratamientos, los hepatocitos fueron
levantados con espatula y centrifugados a 1.000 x g durante 5 minutos. El pellet fue
lavado con PBS y se volvid a centrifugar. Partiendo de este pellet celular se llevd a cabo
la incubacioén con IP y Anexina V-FITC segun indicaciones del fabricante.

Para la realizacion del ensayo en células HepG2, se sembraron 100.000 células
por placa. Luego de 72 horas de incubacion para lograr la adherencia de las mismas se
largaron los respectivos tratamientos. Posteriormente se recolectd el medio de cultivo, el
cual fue centrifugado a 400 x g durante 5 minutos para recuperar las células que
pudieran estar sueltas en el medio. Las células adheridas a la placa se tripsinizaron y la
suspension celular se centrifugd a 400 x g durante 5 minutos. El pellet fue lavado con
PBS, agregado al pellet anterior y la suspension fue centrifugada nuevamente. Partiendo
de este pellet celular se llevo a cabo la incubacion con IP y Anexina V-FITC segun
indicaciones del fabricante.

Las distintas poblaciones celulares marcadas con IP y/o Anexina V-FITC fueron

evaluadas mediante citometria de flujo.

4.7. Determinacion de la distribucion de las células en el ciclo celular

La distribucion de las células en el ciclo celular se analizd6 determinando el
contenido de ADN celular mediante la tincion con loduro de Propidio. Para la
realizacion de este ensayo en células HepG2, se sembraron 400.000 células por placa.
Luego de 36 horas de tratamiento, se recolectaron los medios, los cuales fueron
centrifugados a 400 x g durante 5 minutos para recuperar las células que pudieran estar

sueltas en los mismos. Las células adheridas a las placas se tripsinizaron y la suspension
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celular se centrifugd a 400 x g durante 5 minutos. Los pellets fueron lavados con PBS,
agregados a los pellets anteriores y las suspensiones fueron centrifugadas nuevamente.
Los ultimos pellets fueron resuspendidos en 300 ul de PBS y dichas suspensiones
celulares fueron fijadas en etanol 70 % frio. Posteriormente, las células fijadas se
lavaron con PBS y se marcaron con loduro de Propidio (IP, Sigma Chemical Co, St
Louis, MO) 0,05 mg/ml en un buffer conteniendo citrato de sodio 0,1%, RNAsa 0,02
mg/ml, y NP-40 0,3%. Las células tefiidas fueron finalmente sometidas a citometria de
flujo, utilizando el citometro BD Cell Sorter BD FACSAria II. Los datos crudos
obtenidos de la citometria fueron posteriormente analizados con los programas WinMDi

y Cylchred.

4.8. Preparacion de fracciones subcelulares

A partir de cultivos primarios de hepatocitos y de células HepG2 se prepararon

lisados y fracciones mitocondriales, citosolicas y nucleares.

Los lisados se obtuvieron por incubacion durante 30 minutos del pellet celular
en buffer RIPA (Triton X-100 1 % (v/v), deoxicolato sédico 1 % (p/v), SDS 0,1 %
(p/v), Tris 20 mM, pH 8, EDTA 5 mM, NaCl 200 mM) conteniendo inhibidores de
fosfatasas (NaF 1 mM, Na;VO,4 1 mM, caliculina A 1,5 nM (Sigma Chemical Co.)) e
inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM, leupeptina 10 pg/mL y aprotinina 1 pg/mL
(Sigma Chemical Co). Seguidamente, las suspensiones celulares fueron sonicadas con 3
pulsos de 5 segundos a una amplitud de 30 %, y almacenadas a -70 °C hasta su
utilizacion.

Las fracciones mitocondriales y citosolicas de hepatocitos y células HepG2
fueron preparadas por centrifugacion diferencial (200). Brevemente, las células fueron
lavadas con PBS, levantadas con espatula y centrifugadas a 1.000 x g durante 5
minutos. Los pellets celulares fueron resuspendidos en un buffer isotonico STE
(sacarosa 0,25 M, Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), EDTA 1 mM y una mezcla de inhibidores
de proteasas) y sonicados. Los restos celulares y fracciones nucleares fueron removidos
por centrifugacion a 700 x g por 5 minutos. Las fracciones mitocondriales y citosolicas
fueron preparadas mediante centrifugacion a 16.100 x g durante 20 minutos. Los pellets

mitocondriales fueron lavados con buffer STE para minimizar la contaminacion. Luego
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de una nueva centrifugacion, las mitocondrias fueron resuspendidas en buffer

hipotonico (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4) conteniendo Tritén X-100 1 %.

Para determinar la localizacion de PKA en fracciones submitocondriales, se
prepararon mitoplastos [126]. Brevemente, mitocondrias aisladas fueron resuspendidas
en MS-EGTA (manitol 225 mM, sacarosa 0,75 mM, HEPES 5 mM, EGTA 1 mM, pH
7,4) y se les adicion6 agua (1/10 volumen) y digitonina (1 mg digitonina/5 mg proteina
mitocondrial). La mezcla fue incubada en hielo durante 45 minutos. Luego del agregado
de KCI (150 mM), las fracciones mitocondriales fueron incubadas 2 minutos en hielo y
centrifugadas a 18.000 x g durante 20 minutos a 4°C. Los pellets fueron lavados con
MS-EGTA vy resuspendidos en buffer hipotonico (Tris-HClI 50 mM, pH 7.,4)
conteniendo Triton X-100 1 %.

Para medir la produccion de ROS mitocondrial, las mitocondrias fueron aisladas
de higado de rata, como fue descripto previamente (201), con leves modificaciones.
Brevemente, el higado fue perfundido ex vivo con un buffer de aislamiento frio
compuesto de sacarosa 0,25 M, EDTA 0,5 mM y Tris 10 mM (pH 7,4) y rapidamente
removido. El tejido fue cortado y homogeneizado en el buffer de aislamiento con un
homogenizador de tejidos Potter-Elvehjem equipado con un émbolo de teflon.
Seguidamente, el homogenado fue centrifugado a 650 x g durante 10 minutos a 4 °C. El
sobrenadante fue cuidadosamente removido y centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos
a 4 °C. El pellet obtenido se resuspendio en el buffer de aislamiento suplementado con
BSA 1 g/l y se lavd con el mismo buffer. La suspension mitocondrial fue dejada en

hielo durante 1 hora para permitir el rearreglo de las membranas.

4.9. Inmunoprecipitacion de Bax

Para la realizacién de la inmunoprecipitacion, los hepatocitos fueron levantados
con espatula, lavados y resuspendidos en un buffer de lisis (Triton X-100 1 %, EDTA
20 mM, PBS (pH 7.4)) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Luego
las muestras fueron sonicadas y los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a
15.000 x g durante 5 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes obtenidos fueron utilizados en
los ensayos de inmunoprecipitacion. Los lisados celulares (200 pg/muestra) fueron
incubados toda la noche con 1 pg de anti-Bax mAb B9 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,

Santa Cruz, CA) con agitacion constante a 4 °C. Luego de la incubacion con el
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anticuerpo primario, se agregaron las esferas magnéticas M-280 sheep anti-mouse IgG
Dynabeads (Invitrogen, Carlsbad, CA), previamente bloqueadas con BSA al 1 % en
PBS durante 30 minutos. Las muestras fueron incubadas con dichas esferas durante 2
horas con agitacion constante a 4 °C. Posteriormente las mismas fueron lavadas 3 veces
con PBS de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Luego del tltimo lavado, las
proteinas unidas a las esferas magnéticas fueron disueltas en buffer de siembra,

calentadas a 70 °C durante 15 minutos y sometidas a analisis de Western blot.

4.10. Inmunoprecipitacion de AMPKa

Para la realizacion de la inmunoprecipitacion de AMPKa las células HepG2
fueron levantadas de la placa con espatula junto con su medio de cultivo, bajadas por
centrifugacion a 1.000 x g, lavadas con PBS y resuspendidas e incubadas 30 minutos en
un buffer de lisis (Triton X-100 1 %, glycerol 10 %, NaCl 137 mM, EDTA 2 mM, Tris-
HC1 20 mM, pH 8) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Finalmente
las muestras fueron sonicadas y se procedid con la cuantificacion de proteinas mediante
el método de Lowry (198).

Para el ensayo de inmunoprecipitacion, los lisados celulares (300-400
png/muestra) fueron incubados toda la noche con 1 ul de anti-AMPKa (Cell Signalling
Technology, Danvers, MA) con agitacion constante a 4 °C. Luego se agregaron 4
mg/mL de Proteina A-Sepharosa, se incubaron 2-4 horas a 4 °C con agitacion y se
centrifugaron 5 min a 5.000 r.p.m. Los pellets fueron lavados tres veces con el buffer de
lisis, y finalmente las proteinas unidas a la Proteina A-Sepharosa fueron disueltas en
buffer de siembra, calentadas a 90 °C durante 10 minutos y sometidas a andlisis de

Western blot.

4.11. Western blot

Las proteinas de las distintas fracciones celulares fueron separadas mediante
electroforesis en mini-geles de poliacrilamida-SDS (202) y transferidas a membranas de
polivinil difluoruro (PVDF) (Perkin Elmer Life Sciences, Waltham, MA). La
concentracion proteica total en todas las preparaciones celulares se midi6 segin Lowry
y col., (1951). Las muestras se calentaron durante 10 min a 90 °C en un buffer de
desnaturalizacion o buffer de siembra (Tris 20mM, pH 8.5, SDS 1%, ditiotreitol (DTT)

400 puM, glicerol 10%). Posteriormente, muestras con el mismo contenido proteico
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fueron sometidas a electroforesis en mini-geles conteniendo desde 12 a 18 % de
poliacrilamida-SDS 10%, dependiendo del tamaiio de las proteinas a analizar. Los mini-
geles se prepararon y corrieron utilizando un equipo comercial (Mini-PROTEAN 3
Cell, Bio-Rad). Luego, las proteinas fueron transferidas a membranas de polivinil
difluoruro (Perkin Elmer Life Sciences, Waltham, MA) durante 2 horas a corriente
constante de 250 mA utilizando un equipo comercial (Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad).
Las membranas se bloquearon al menos 1 hora con leche no grasa al 5 % en buffer PBS-
Tween (PBS, Tween 20 0,1% (v/v), pH 7,5), se lavaron y se incubaron toda la noche
con el anticuerpo primario correspondiente diluido en buffer PBS-Tween/BSA 3% [Bax
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA); Citocromo c¢ (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA); PKA (BD Transduction Labs, San Jose, CA);
Prohibitina (Abcam, Cambridge, UK); BActina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO);
Fosfo-(Ser/Thr) sustratos de PKA (Cell Signalling Technology, Danvers, MA); p53
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA); p21 (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA); AMPKa (Cell Signalling Technology, Danvers, MA); Fosfo-
AMPKa (Thr172) (Cell Signalling Technology, Danvers, MA)]. Posteriormente, las
membranas fueron lavadas con buffer PBS-Tween y se incubaron con el anticuerpo
secundario correspondiente unido a peroxidasa de rabanito durante 1 hora a temperatura
ambiente. La proteina inmovilizada fue detectada por quimioluminiscencia utilizando
un equipo comercial y siguiendo las recomendaciones del fabricante (ECL-Western
Blotting, Amersham Pharmacia Biotech). Para la deteccion, las membranas polivinilicas
se expusieron a films radiograficos (Amersham HyperfilmTM ECL, GE Healthcare
Limited) y las bandas resultantes se cuantificaron por densitometria utilizando el
programa Gel-Pro Analyzer (Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Durante la
preparacion de las figuras, se ajustd brillo y contraste de las imagenes para mejorar la

visualizacion.

4.12. Determinacion de los niveles de ROS

La formacion de ROS se cuantifico en forma directa utilizando el fluor6éforo
diacetato de 2’,7’-diclorofloresceina (DCFH-DA, Sigma Chemical Co., St Louis, MO)
(203). El compuesto no fluorescente DCFH-DA, agregado al medio de incubacion,
atraviesa libremente la membrana de las células, siendo metabolizado por esterasas no

especificas y oxidado al compuesto altamente fluorescente 2°,7’-diclorofluorescina (DCF)
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por las ROS intracelulares. Luego de los respectivos tratamientos las células fueron
lavadas con PBS e incubadas con DCFH-DA 5 uM en buffer Ringer durante 30 minutos
en incubador. Seguidamente, en el caso de hepatocitos, los mismos fueron lavados con
PBS, levantadas con espatula, resuspendidas en sacarosa 0,3 M y sonicadas. La
formacion del compuesto fluorescente oxidado fue medida en un lector de microplacas
(Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector) a una longitud de onda de excitacion
de 485 nm y una longitud de onda de emision de 530 nm.

Cuando analizamos la contribucioén de la respiracion mitocondrial a los niveles
de ROS, se agreg6 al medio de incubacion el compuesto CCCP durante 2 horas a una
concentracion final de 500 nM en condiciones de presencia o ausencia de glucosa, como
fue descripto previamente (204), y se cuantificaron los niveles de ROS en los tiempos

en estudio.

En el caso de las células HepG2, la evaluacion de los niveles de ROS realizo6 por
estudios de inmunoflorescencia. Las células fueron sembradas en placas de 3 cm con
cubres, se realizaron los respectivos tratamientos, y se incubo con la sonda DCFH-DA
del mismo modo que indicamos arriba. Posteriormente las células se lavaron con PBS,
se fijaron con paraformaldehido 4%, se realiz6 la tincion con DAPI como describimos
previamente en 4.6.2. Microscopia de Fluorescencia, y los cubres se montaron con
Prolong. Las iméagenes fueron visualizadas por microscopia confocal (Nikon CISiR con
microscopio invertido Nikon TE200) y se cuantificé la intensidad de fluorescencia

verde por célula con el programa Image J.

4.13. Determinacion de la generacion de ROS mitocondrial

La tasa de producciéon mitocondrial de ROS fue determinada mediante la
oxidacion de DCFH-DA, como describimos previamente, con leves modificaciones
(205). Brevemente, se incubaron mitocondrias (0,2 mg/ml) en un buffer de respiracion
(Tris HCI 10 mM, manitol 0,32 M, fosfato inorganico 8 mM, MgCl, 4 mM, EDTA 0,08
mM, EGTA 1 mM y BSA 0,2 mg/ml, pH 7,4) que contenia DCFH-DA 1 uM con
agitacion continua a 37 °C. Las mitocondrias fueron estimuladas con succinato 10 mM o
malato 2 mM/ piruvato 5 mM o una mezcla de los tres sustratos. Las mitocondrias
fueron ademas incubadas en presencia o ausencia de inhibidores de PKA (H89 1uM o

Rp-cAMP 25 uM) o de un activador de PKA (dbcAMP 50 uM + IBMX 50 uM). Las
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medidas de fluorescencia fueron registradas cada minuto durante 30 minutos en un
lector de microplacas (Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector). Los primeros
10 minutos de fase lag fueron excluidos del andlisis y las tasas de generacion de ROS
fueron estimadas calculando las pendientes de las regresiones lineales, en todos los
casos se realizaron blancos con la sonda y los compuestos agregados en los tratamientos

que fueron luego descontados al expresar los valores.

4.14. Determinacion de niveles de AMPc intracelulares y mitocondriales

Los hepatocitos en cultivo fueron pre tratados durante 5 minutos con el inhibidor
de fosfodiesterasas 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX, Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA) 0,8 mM y luego incubados 30 minutos en medio con o sin glucosa. Un
grupo extra fue tratado con el activador de adenilato ciclasa, Forskolina 50 uM (Sigma
Chemical Co, St Louis, MO) para tener un control de la respuesta de los hepatocitos.
Luego del tratamiento, una parte de las células de cada grupo fue sometida a
fraccionamiento subcelular para obtener mitocondrias intactas. La extraccion del AMPc
se hizo mediante el tratamiento durante 20 minutos con etanol frio. Para la deteccion
intracelular las células fueron directamente incubadas en la placa con etanol; para medir
los niveles mitocondriales de AMPc, el pellet mitocondrial fue resuspendido en etanol e
incubado 20 minutos, posteriormente las mitocondrias y el extracto alcoholico fueron
separados por centrifugacion. La deteccion del AMPc fue realizada en un laboratorio
especializado en la misma (Dr. Davio, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA). La
metodologia utilizada se basa en la competencia con ["HJAMPc por PKA inmovilizada
en una matriz de dextrano (206). Los resultados fueron expresados como picomoles/mg

proteina.

4.15. Aislamiento de ARN total

El ARN total de hepatocitos fue purificado utilizando el reactivo de TRIzol®
(Life Technologies) (197). Se agregd 200 pl de TRIzol® por cada 2.500.000 células lo
que llevo a la lisis de las mismas. Luego, las muestras se incubaron 5 minutos a
temperatura ambiente, se agregaron 40 uL de cloroformo y se centrifugaron 15 minutos
a 12.000 g a 4 °C. Se separ6 la fase superior acuosa que contiene el ARN y éste fue
precipitado por el agregado de 100 pL de alcohol isopropilico. Luego de incubar 10

minutos a temperatura ambiente, las muestras se centrifugaron 10 minutos a 12.000 g a
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4 °C. El pellet de ARN se lavo con 200 pl de etanol 75% (v/v) frio y se resuspendidé en
agua libre de nucleasas. Para determinar la cantidad de ARN, se hicieron diluciones
adecuadas de las muestras y se midi6 la absorbancia a 260 nm y a 280 nm, considerando
que 1 unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a 40 pg/mL de ARN (207). Una
relacion de Abs260/Abs280 entre 1,7 y 2,1 indica pureza de la preparacion respecto de
contaminantes proteicos. La integridad del ARN purificado fue verificada por
separacion en un gel de agarosa desnaturalizante. El ARN obtenido fue almacenado a -
70 °C hasta su utilizacion.

Posteriormente se realiz6 la transcripcion reversa de 3 pg de ARN total con
cebador Oligo-dT. Las muestras de ADN complementario (ADNc) se amplificaron

usando los cebadores y condiciones de PCR que se muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1
Cebador Secuencia 5° —p.3’
Catalasa F GGATTATGGCCTCCGAGATCT
Catalasa R ACCTGGATGTAAAAAGTCCAGGAT
Superdxido Dismutasa F TGCTGAAGGGCGACGG
Superdxido Dismutasa R GTCCTTTCCAGCAGCCACAT
B Actina F CAACCTTCTTGCAGCTCCTC
B Actina R TTCTGACCCATACCCACCAT

Los nombres de los cebadores se refieren a su especificidad y su orientacion:
sentido (F, forward) o antisentido (R, reverse). Dichos cebadores fueron disefiados
utilizando la informacion de la base de datos del GeneBank of the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) y sintetizados por Invitrogen.

Los niveles de¢ ARNm fueron analizados mediante PCR (del inglés Polymerase
Chain Reaction) cuantitativa utilizando el kit comercial Platinum SYBRgreen PCR mix
(Invitrogen) y siguiendo las instrucciones del fabricante. La reaccion de PCR se inicio
con un Unico paso de desnaturalizacion a 95 °C durante 1 minuto, seguida de 45 ciclos
que consistieron en desnaturalizacion a 95 °C durante 15 segundos, anillado a 60 °C
durante 30 segundos y extension a 72 °C durante 40 segundos. La PCR finaliz6 con un
paso de elongacion a 72 °C durante 7 minutos.

Como control de carga de ARN y para normalizar la expresion relativa de los

otros genes analizados, se utilizé la expresion de B Actina. La relacion de copias de los
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ARNm de cada ADNc analizado fue determinada y cuantificada usando el método de

cuantificacion relativa (2*<T) (208).

4.16. Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media aritmética + el error estandar.
Se utilizo el test paramétrico “¢” de Student para la comparacion entre grupos. Los

valores con p < 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Resultados y Discusion

5. Resultados y Discusion

Capitulo 1. Regulacion de 1a muerte celular durante la restriccion de glucosa en

cultivo primario de hepatocitos de rata

5.1.1. Estudios de viabilidad celular y de parametros bioenergéticos

Para caracterizar la supervivencia de los hepatocitos ante la restriccion de
glucosa, se realizaron ensayos de viabilidad celular de los cultivos primarios de
hepatocitos incubados distintos periodos de tiempo en las dos condiciones de cultivo. El
objetivo de estos experimentos fue constatar si, en nuestras condiciones de trabajo, la
ausencia de glucosa inducia muerte celular y como esto variaba con el tiempo de
cultivo. Analizamos la viabilidad celular mediante los ensayos de Exclusion de Azul de
Tripan (EAT) y el de Liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH).

Los resultados del ensayo de EAT demostraron que a las 6 horas del tratamiento
no hubo pérdida de la viabilidad celular (Figura 5.1.1.A). Para complementar con un
ensayo mas sensible de integridad celular, se cuantificd la liberacion al medio de la
enzima LDH. Los resultados mostraron que a las 6 horas la falta de glucosa tampoco
indujo un aumento en la liberacion de LDH al medio (Figura 5.1.1.B), siendo los
valores del porcentaje de actividad de LDH liberada al medio en presencia y en ausencia

de glucosa a las 6 horas de 53.4 % y 42.4 %, respectivamente.
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Figura 5.1.1. Integridad de membrana citoplasmatica en hepatocitos deprivados de glucosa. Cultivos de
hepatocitos fueron incubados 6 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 10 mM. (A) Se determino la
viabilidad celular por medio de la tincion con Azul de Tripan, el cual es excluido por las células viables. (B) Los
hepatocitos fueron resuspendidos en el medio, centrifugados y se determind la actividad LDH en las fracciones del
pellet y del sobrenadante. La cantidad de enzima liberada es expresada como fraccién del control. Las barras
representan la media + el error estandar de al menos 3 experimentos. *P <0,05 vs. C.
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Con el objeto de evaluar la integridad mitocondrial en hepatocitos sometidos a
deprivacion de glucosa, estudiamos el efecto de la ausencia de glucosa sobre el
potencial de membrana mitocondrial. Para ello utilizamos el fluoréforo cationico tetra-
metil-rodamina-metil-ester (TMRM). La ausencia de glucosa produjo una pérdida
significativa del potencial de membrana mitocondrial (Figura 5.1.2.A). Cuando las
células en ambas condiciones de cultivo fueron tratadas con el desacoplante CCCP, no
se observaron diferencias en la fluorescencia (no mostrado), lo que indica que no hubo
cambios en la captacion del fluoréforo a través de la membrana plasmatica entre las
células control y sin glucosa, confirmando que las diferencias en la intensidad de
fluorescencia observadas son debidas al efecto de la deprivaciéon de glucosa sobre el
potencial de membrana mitocondrial. Por otro lado, determinamos los niveles de ATP
intracelular en hepatocitos controles y deprivados de glucosa durante 6 horas.
Encontramos que la ausencia de glucosa no indujo cambios en la concentracion de ATP

en este periodo (Figura 5.1.2.B).
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Figura 5.1.2. Potencial de membrana mitocondrial y niveles de ATP en hepatocitos deprivados de
glucosa. Cultivos de hepatocitos fueron incubados 6 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 10
mM. (A) Las células fueron incubadas 20 minutos con TMRM (50 nM). Se obtuvieron imagenes in vivo por
microscopia de fluorescencia, y la densidad de fluorescencia intracelular se cuantificé con el programa
Image J. (B) Las células fueron lavadas, sonicadas y se determinaron los niveles de ATP en los lisados
celulares utilizando un kit comercial. Las barras representan la media + el error estandar de al menos 3
experimentos. *P <0,05 vs. C.
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5.1.2. Evaluacion de muerte celular en hepatocitos deprivados de glucosa

Debido a que la disipacion del potencial de membrana mitocondrial es un evento
temprano del proceso de apoptosis (82) y dado que los niveles de ATP, necesarios para
desarrollo de este proceso, resultaron conservados, analizamos si la falta de glucosa
inducia la activacion de dicha via de muerte celular. Realizamos estudios de citometria
de flujo para determinar la activacion apoptdtica a lo largo del tiempo durante la
ausencia de glucosa. El analisis de Anexina V/IP en nuestro modelo demostrd que la
ausencia de glucosa durante 6 horas aument6 significativamente la poblacion de células
con apoptosis temprana, alcanzando una proporcidon correspondiente al 16 % del total.
En este periodo, la deprivacion de glucosa indujo la muerte apoptotica en el 2 % de la
poblacioén celular. Esta muerte aument6 significativamente luego de 24 horas de falta de
glucosa (Figura 5.1.3). Estos resultados sugirieron que las células que iniciaron la
activacion apoptoética luego de 6 horas de ausencia de glucosa progresaron a una muerte
apoptdtica (necrosis secundaria) a las 24 horas. Mientras que el porcentaje de células
con apoptosis temprana aumentd a un 32 % y la muerte por apoptosis alcanz6 un 7 %,
no hubo efecto en la muerte por necrosis primaria por falta de glucosa en este periodo
(Figura 5.1.3).

Para corroborar que el mecanismo de muerte celular inducido por la falta de
glucosa era el de apoptosis, utilizamos el inhibidor pan caspasa Z-VAD-FMK (50 uM).
Demostramos que los aumentos en la apoptosis temprana y tardia fueron prevenidos por
la presencia de este inhibidor de todas las caspasas, confirmando que la muerte
apoptotica era mediada por la activacion de estas proteasas (Figura 5.1.3). Ademas
utilizamos el inhibidor de caspasa 3 Ac-DEVD-CHO (50 uM), el cual también previno
el aumento en células marcadas con anexina durante la ausencia de glucosa, esto nos

indic6 que la apoptosis procedid por la via clasica.
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Figura 5.1.3. Inducciéon de apoptosis en hepatocitos durante la ausencia de glucosa. Cultivos de hepatocitos
fueron incubados 6 y 24 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 10 mM, con o sin Z-VAD-FMK 50
uM. Los hepatocitos fueron tefiidos con Anexina V-FITC (Anexina) y con loduro de Propidio (IP) y se
determinaron los porcentajes de células apoptdticas (Anexina+) y células muertas (IP+) mediante analisis de
citometria de flujo. El panel superior muestra datos crudos de deteccion de fluorescencia verde (Anexina) y roja
(IP) de experimentos tipicos en células C y GlcO a las 6 horas. Los graficos de barras representan el aumento
respecto a los controles en los porcentajes de células que sufren apoptosis temprana (Anexina+/IP-), de células
apoptdticas muertas (Anexina+/IP+) y de células no apoptdticas muertas (Anexina-/IP+).*P < 0,05 vs C.
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La deteccion de apoptosis por citometria de flujo es apropiada para células en
suspension, pero puede presentar algunas limitaciones técnicas para detectar muerte no
apoptotica en células adherentes, ya que requiere procedimientos adicionales antes de la
evaluacion por citometria de flujo (las células deben ser levantadas con espatula y/o
tripsina, lavadas con PBS, minuciosamente homogeneizadas para evitar la formacion de
agregados y agitadas constantemente durante el ensayo). Todo este proceso puede
acarrear la pérdida de células muertas, y la consiguiente subestimacion de los indices de
muerte, ya sea necrotica o apoptotica, en las distintas poblaciones celulares. Por esta
razén decidimos realizar el ensayo de reduccion del MTT que detecta pérdida de
viabilidad sin necesidad de resuspender las células previamente y requiere una
manipulacion minima. Este método es simple y se usa para determinar la viabilidad
celular, la cual se estima midiendo la formacién de un compuesto coloreado en las
células en cultivo, por medio de una reaccion que tiene lugar en las mitocondrias de las
células viables. El ensayo fue realizado en hepatocitos incubados en ausencia de glucosa
con o sin el inhibidor pan caspasa Z-VAD-FMK. A lo largo de los tiempos estudiados
(hasta 36 horas) no hubo disminucion en la viabilidad de los hepatocitos incubados en
presencia de glucosa. Por otro lado, no hubo muerte celular apreciable en hepatocitos
deprivados de glucosa hasta las 24 horas de cultivo, sin embargo la pérdida de
viabilidad se hizo evidente después de 30 horas de ausencia de glucosa, alcanzando un
15 % a las 36 horas. Este aumento en la muerte celular fue completamente bloqueado

por el inhibidor pan caspasa Z-VAD-FMK (Figura 5.1.4).
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Figura 5.1.4. Supervivencia de hepatocitos durante la ausencia de glucosa. Los hepatocitos fueron cultivados
en microplacas e incubados durante 6, 24, 30 y 36 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 10 mM, con
o sin Z-VAD-FMK 50 uM. Posteriormente se realizo el ensayo de MTT y se cuantific la absorbancia a 550 nm de
este metabolito producido por las células viables. Los resultados fueron expresados como porcentaje de absorbancia
de las células control. El grafico de la izquierda ilustra el efecto de la falta de glucosa sobre la viabilidad celular en
el tiempo. El grafico de la derecha muestra el efecto de Z-VAD-FMK sobre el porcentaje de supervivencia de las
células a las 36 horas de tratamiento. *P < 0,05 vs C.
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Los resultados obtenidos por citometria de flujo y MTT demostraron entonces
que la falta de glucosa en hepatocitos induce activacion apoptdtica dependiente de
caspasas en ausencia de necrosis primaria durante los periodos de tiempo estudiados.

Dado que la restriccion de glucosa durante 6 horas fue suficiente para inducir la
externalizacion de fosfatidilserina en cultivo de hepatocitos, se analizaron también otros
eventos caracteristicos del proceso apoptdtico a este tiempo de estudio, como la
liberacion de citocromo c¢ a citosol, la actividad de la caspasa 3 y la fragmentacion
nuclear. Debido a que la disipacion del AY es un evento temprano y comun durante la
apoptosis mitocondrial, analizamos si la falta de glucosa induce liberacion de citocromo
c a citosol que es un evento clave durante esta via de muerte celular. Para ello
analizamos la expresion de citocromo c en fracciones citosdlicas de hepatocitos.
Observamos un marcado aumento en la localizacién de citocromo ¢ en citosol después
de 6 horas de incubacion en ausencia de glucosa (Figura 5.1.5.A). Por otro lado, los
resultados demuestran que 6 horas de incubacion en ausencia de glucosa indujeron un
aumento significativo de la actividad caspasa 3 (Figura 5.1.5.B) y fragmentacion
nuclear (Figura 5.1.5.C) en cultivo primario de hepatocitos. En base a estos resultados
podemos concluir que la ausencia de glucosa durante 6 horas induce la activacion de la

via mitocondrial de apoptosis en hepatocitos en cultivo.
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Figura 5.1.5. Induccién de apoptosis en hepatocitos deprivados de glucosa. Cultivos de hepatocitos fueron
incubados 6 horas en presencia (C) y ausencia (Glc0) de glucosa 10 mM. (A) Se obtuvieron fracciones citosolicas
y las proteinas de dicha fraccion fueron sometidas a analisis por western blot para determinar los niveles de la
proteina Citocromo c. En la membrana también se detectd la proteina f§ Actina para relativizar las densidades de
banda de acuerdo a la carga en cada calle. Las sefiales de quimioluminiscencia fueron cuantificadas por
densitometria usando el programa Gel-Pro Analyzer. Los resultados fueron expresados como porcentaje del
control. (B) Se obtuvieron lisados celulares y se midi6 la actividad de la Caspasa 3 en dichos lisados. (C) Las
células fueron fijadas y se realizaron las tinciones con DAPI (en azul) para analizar la morfologia nuclear y con
faloidina (en rojo) para visualizar el citoesqueleto de actina. Las imagenes fueron analizadas por microscopia de
fluorescencia y se cuantifico el porcentaje de nucleos apoptdticos sobre un total de al menos 400 células en cada
grupo. Las barras representan la media del porcentaje de células apoptdticas. Los valores representan la media + el
error estandar de 4 (A), 3 (B) y 6 (C) experimentos. *P < 0,05 vs C.
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5.1.3. Estudio de la participacion de PKA en la apoptosis inducida por falta de

glucosa en hepatocitos

Numerosos estudios sugieren que PKA participa en vias de sefializacion
involucradas en la regulacion de la supervivencia celular. Especificamente en
hepatocitos, Danial y colaboradores identificaron un complejo conformado por PKA, la
proteina de anclaje a PKA, WAVE-1, la proteina pro-apoptotica Bad, la glucoquinasa y
la fosfatasa PP1. Dicho complejo se localiza en la membrana mitocondrial y podria
proporcionar una conexion entre el metabolismo de la glucosa y la maquinaria de
apoptosis (100). Este estudio sugiere un papel pro-supervivencia para PKA durante la
ausencia de glucosa en suspensiones de hepatocitos, en condiciones donde la viabilidad
celular se encuentra marcadamente afectada (100). Nos interesé analizar entonces la
participacion que podia tener PKA en la inducciéon de apoptosis y en los procesos
mitocondriales caracteristicos de dicho proceso durante la restriccion de glucosa en
cultivo de hepatocitos. Para estos estudios utilizamos el inhibidor de la actividad de
PKA, H89, y el péptido inhibidor del anclaje de PKA, Ht31. El Ht31 contiene los 24
aminoacidos consenso de la a-hélice responsable de la interaccion de las AKAPs con la
subunidad regulatoria de PKA, lo que le permite unirse con alta afinidad a PKA,
induciendo una inhibicion competitiva de la interaccion de PKA con sus proteinas de
anclaje (209). A partir de hepatocitos incubados durante 6 horas en presencia y ausencia
de glucosa, con o sin el péptido inhibidor del anclaje de PKA, Ht31, o con o sin el
inhibidor de la actividad de PKA, HS89, realizamos estudios de microscopia de
inmunofluorescencia para analizar la morfologia nuclear y obtuvimos lisados celulares
totales, y fracciones citosolicas, donde analizamos la actividad de caspasa 3 y los
niveles de citocroma c, respectivamente.

Observamos que tanto la presencia de H89 como de Ht31 previnieron el
aumento en los niveles de citocromo ¢ en citosol, en la actividad de la caspasa 3 y en la
fragmentacion nuclear de los hepatocitos incubados 6 horas en ausencia de glucosa
(Figura 5.1.6). De esta manera, los resultados obtenidos al inhibir PKA mediante dos
mecanismos diferentes, indican que dicha proteina participa en la induccion de la

muerte celular programada causada por restriccion de glucosa.
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Figura 5.1.6. Efecto de la inhibicion de PKA en la induccién de
apoptosis en hepatocitos deprivados de glucosa. Cultivos de
hepatocitos fueron incubados 6 horas con (C) o sin (Glc0) glucosa
10 mM, en presencia o ausencia de H89 10 uM (H89 glc0) o de
Ht31 10 uM (Ht31 glc0). (A) Se obtuvieron fracciones citosolicas
y las proteinas de dicha fraccion fueron sometidas a analisis por
western blot para determinar los niveles de la proteina Citocromo
c. En la membrana también se detect6 la proteina B Actina para
relativizar las densidades de banda de acuerdo a la carga en cada
calle. Las sefiales de quimioluminiscencia fueron cuantificadas por
densitometria usando el programa Gel-Pro Analyzer. Los
resultados fueron expresados como porcentaje del control. (B) Se
obtuvieron lisados celulares y se midio la actividad de la Caspasa
3 en dichos lisados. (C) Las células fueron fijadas y se realizaron
las tinciones con DAPI (en azul) para analizar la morfologia
nuclear y con faloidina (en rojo) para visualizar el citoesqueleto de
actina. Las imagenes fueron analizadas por microscopia de
fluorescencia y el porcentaje de nicleos apoptdticos cuantificados
sobre un total de al menos 400 células en cada grupo. Las barras
representan la media del porcentaje de células apoptoticas. Los
valores representan la media + el error estandar de 4 (A), 3 (B) y 6
(C) experimentos. *P < 0,05 vs C.

Las sefiales de apoptosis promueven la oligomerizacion y translocacion de la
proteina Bax a mitocondrias, lo que promueve la generacion de la estructura de poro
que lleva a la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa y a la liberacion
de citocromo ¢ (210). Por lo tanto, evaluamos el efecto de la ausencia de glucosa sobre
la translocacion de Bax a mitocondria. Los hepatocitos incubados durante 6 horas en
ausencia de glucosa presentaron un aumento significativo, de aproximadamente un 90
%, en los niveles de Bax en mitocondrias. Por otro lado, la presencia del inhibidor de la
actividad de PKA, H89, asi como la presencia del péptido inhibidor del anclaje de PKA,
Ht31, previnieron este aumento en los niveles de Bax en mitocondrias (Figura 5.1.7.A

Izquierda), sin producir cambio alguno en hepatocitos cultivados en medio con glucosa
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(no mostrado). No se hallaron diferencias en la expresion de Bax entre hepatocitos
controles y deprivados de glucosa (Figura 5.1.7.A Derecha), por lo tanto podemos
concluir que los cambios observados en los niveles de Bax mitocondrial en condiciones
de restriccion de glucosa se deben a un aumento en la translocaciéon de Bax a
mitocondrias.

Posteriormente, analizamos si PKA podia intervenir directamente en la
activacion de Bax favoreciendo su translocacion a mitocondria.

Se ha descripto que la fosforilacion secuencial de distintos residuos de serina de
Bax promueve diferentes cambios conformacionales que llevan a su activacion in vitro.
Uno de estos residuos se encuentra en una secuencia consenso conservada de
fosforilacion por PKA (211). Para evaluar si la prevencion de la translocacion de Bax a
mitocondrias mediada por H89 y Ht31 durante la ausencia de glucosa fue debido a la
inhibicion de su posible fosforilacion por PKA, analizamos la presencia de residuos
fosforilados por PKA en inmunoprecipitados de Bax. A partir de lisados totales de
hepatocitos incubados 6 horas en las distintas condiciones de cultivo, se prepararon
inmunoprecipitados utilizando un anticuerpo anti-Bax, a partir de los cuales se evalud la
presencia de Bax y de Bax fosforilado.

La deteccion de residuos fosforilados fue realizada utilizando un anticuerpo que
reconoce las formas fosforiladas de serinas y treoninas que son sustratos de PKA
(RXXS/T(P)), como describimos previamente (199). En primer lugar, a manera de
control positivo y confirmacion de que en nuestras condiciones de trabajo el anticuerpo
detectaba sitios fosforilados por PKA, usamos este anticuerpo para analizar por western
blot la presencia de restos fosforilados por PKA en proteinas totales de lisados
provenientes de hepatocitos cultivados en condiciones controles y en presencia del
activador de PKA dbAMPc (dibutiril AMP ciclico), que es un analogo del AMPc capaz
de permear a través de las membranas bioldgicas.

La Figura 5.1.7.B Izquierda ilustra un ensayo de western blot tipico, entre otros
con resultados similares, en el que se observa, en los grupos indicados, el patron de
bandas correspondientes a proteinas fosforiladas por PKA detectadas con el anticuerpo
ensayado (ver leyenda de figura), observandose que las bandas resultaron notoriamente
mas intensas en presencia del activador de PKA, en correspondencia con la mayor

actividad fosforilante de esta quinasa.
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Habiendo probado que es posible detectar fosforilacion por PKA en nuestro

sistema, usamos este anticuerpo para la deteccion de residuos fosforilados por PKA en

los inmunoprecipitados de Bax.
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Figura 5.1.7. Efecto de la inhibicién de PKA sobre la localizacién de Bax durante la apoptosis activada por
falta de glucosa en hepatocitos. Cultivos de hepatocitos fueron incubados 6 horas con (C) o sin (Glc0) glucosa 10
mM, en presencia de dbAMPc 100 uM (dbAMPc), de H89 10 uM (H89 glc0) o de Ht31 10 uM (Ht31 glc0). (A) Se
obtuvieron lisados celulares y fracciones enriquecidas en mitocondrias y las proteinas de dichas fracciones fueron
sometidas a analisis por western blot para determinar los niveles de la proteina Bax en mitocondrias (izquierda) y
en lisados (derecha). En las membranas también se detecto la proteina Prohibitina o f Actina para relativizar las
densidades de banda de acuerdo a la carga en cada calle. Las sefiales de quimioluminiscencia fueron cuantificadas
por densitometria. Las barras representan la media £ el error estandar de 7 experimentos. *P < 0,05 vs C. (B)
Izquierda. Se identificaron por western blot las proteinas que contenian residuos fosforilados por PKA
(RXXS/T-P) en los lisados de hepatocitos C, GlcO y dbAMPc, la proteina f Actina fue utilizada como
control de carga. Derecha. Obtuvimos lisados celulares como en (A) y posteriormente 200 pg de proteinas fueron
sometidas a inmunoprecipitacion de Bax y posterior determinaciéon de Bax y de residuos RXXS/T-P por western
blot. El inmunoblotting mostrado es representativo de 4 experimentos.

La Figura 5.1.7.B Derecha muestra, en la parte superior, un inmunoblotting
realizado con anticuerpo anti-Bax, en el que se observa una banda de 23 kDa
correspondiente a la proteina inmunoprecipitada. Posteriormente la misma membrana

fue reprobada con el anticuerpo que reconoce residuos fosforilados por PKA (abajo), no
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detectandose banda alguna que pudiera corresponder a la proteina Bax fosforilada. Los
inmunoblotings mostrados son representativos de 4 experimentos con los mismos
resultados.

Como conclusion parcial de estos estudios, podemos decir que PKA induce la
translocacion de Bax a mitocondrias en ausencia de glucosa, por un mecanismo que no
involucra la fosforilacion directa de esta proteina. Estos datos indican que la
sefalizacion mediada por PKA durante la activacion de la apoptosis inducida por falta
de glucosa en hepatocitos se produce cascada arriba de la translocacion de Bax a

mitocondrias.

5.1.4. Rol del estrés oxidativo en la induccion de apoptosis durante la restriccion de

glucosa

Segun la literatura, existen evidencias que demuestran que en diferentes lineas
celulares la falta de glucosa induce estrés oxidativo metabdlico secundario a la
generacion de superdxido y peroxido de hidrogeno durante la respiracion mitocondrial
(204,212,213). Aunque este efecto ha sido descripto en lineas celulares derivadas de
hepatoma (214), a la fecha de la realizacion de este trabajo de tesis no se habia
demostrado en cultivo primario de hepatocitos. Por lo tanto analizamos si la deprivacion
de glucosa induce aumento de ROS en cultivo primario de hepatocitos y si este
mecanismo interviene en la activacion de la via apoptotica en esas condiciones.

La formacion de ROS se cuantifico en forma directa utilizando el fluor6éforo
DCFH-DA sensible a la oxidacion por ROS intracelulares. El compuesto no
fluorescente DCFH-DA, agregado al medio de incubacién, atraviesa libremente la
membrana de los hepatocitos, siendo metabolizado por esterasas no especificas y
oxidado al compuesto fluorescente DCF por los ROS intracelulares. Cuando los
hepatocitos fueron incubados en medio libre de glucosa se observd un marcado aumento
en los niveles de ROS a partir de las 2 horas de tratamiento (Figura 5.1.8.A). Dicho
aumento de ROS se mantuvo hasta las 6 horas de restriccion de glucosa (no mostrado).
Por otro lado, los niveles de acumulacion de ROS no fueron significativamente
diferentes entre hepatocitos incubados en presencia de glucosa en los distintos periodos
de tiempo analizados (no mostrado).

Estd documentado que el aumento en los niveles de ROS puede mediar la

induccion de apoptosis (48). Por lo tanto analizamos si el desbalance de ROS inducido
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por la falta de glucosa era causante de la apoptosis observada tras 6 horas de
tratamiento. Teniendo en cuenta que el aumento en los niveles de ROS fue observado a
partir de las dos horas de incubacidon en medio libre de glucosa, evaluamos la actividad
caspasa 3 a este tiempo y luego de 6 horas de restriccion de glucosa en presencia del
antioxidante vitamina C. No se observd aumento en la actividad caspasa 3 luego de 2
horas de incubacion en ausencia de glucosa, demostrando de esta manera que el
aumento en los niveles de ROS precedio a la activacion de la apoptosis. Por otro lado, la
presencia de vitamina C previno este aumento temprano en los niveles de ROS (Figura
5.1.8.A) y la consiguiente induccion de caspasa 3 a las 6 horas de restriccion de glucosa
(Figura 5.1.8.B). La presencia de vitamina C no indujo cambios en los niveles de ROS y
en la actividad caspasa 3 en hepatocitos incubados en presencia de glucosa, dichos
grupos fueron omitidos en la correspondiente figura. Por lo tanto concluimos que este
estrés oxidativo precozmente desarrollado en los hepatocitos deprivados de glucosa fue

el desencadenante de la apoptosis observada a las 6 horas de falta de glucosa.
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Figura 5.1.8. Rol del estrés oxidativo en la induccion de apoptosis en hepatocitos deprivados de glucosa.
Cultivos de hepatocitos fueron incubados en presencia (C) o en ausencia (Glc0) de glucosa 10 mM, con o sin
vitamina C 1 mM durante los periodos de tiempo indicados. (A) Las células fueron cargadas con DCFH-DA (5 uM)
durante 30 minutos, y posteriormente fueron lavadas y resuspendidas y sonicadas. El producto oxidado fluorescente,
DCEF, fue inmediatamente detectado. (B) Se obtuvieron lisados celulares en los cuales se determiné la actividad
caspasa 3. Los valores representan la media = el error estandar de 8 (A) y 3 (B) experimentos. *P < 0,05 vs C en el
mismo tiempo.

Debido a que la cadena respiratoria mitocondrial es una fuente importante de
anion superoxido (71), estudiamos si la respiracion mitocondrial contribuia en este caso

a la acumulaciéon de ROS durante la falta de glucosa. Con este fin, inhibimos
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parcialmente la cadena respiratoria mitocondrial usando el iondforo cianuro de
carbonilo 3-clorofenilhidrazona (CCCP) en concentraciones que desacoplan levemente
la fosforilacion oxidativa modulando el gradiente de protones de la membrana
mitocondrial (204). El fundamento de este método radica en que la generacién de
especies reactivas del oxigeno es muy dependiente del gradiente de protones a través de
la membrana mitocondrial, lo que explica por qué los desacoplantes inhiben la
generacion de estrés oxidativo (71). La formacion de ROS se cuantificod en forma
directa utilizando el fluor6foro DCFH-DA (203). Los hepatocitos en cultivo fueron
incubados 2 y 6 horas en presencia o ausencia de glucosa, con o sin CCCP (500 nM).
Los resultados demostraron que la presencia de CCCP bloqued
significativamente la elevacion de ROS tanto a las 2 como a las 6 horas de falta de
glucosa (Figura 5.1.9), indicando de esta manera, que la cadena respiratoria
mitocondrial contribuye al desbalance de ROS generado durante la deprivacion de
glucosa. El tratamiento con CCCP también previno la activacion de apoptosis a las 6
horas de falta de glucosa, evaluada por el ensayo de Anexina V/IP (resultados no
mostrados), confirmando todo esto la participacion de la cadena respiratoria

mitocondrial en la induccion de apoptosis.
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Figura 5.1.9. Efecto del desacoplamiento mitocondrial sobre el aumento de ROS inducido por falta de
glucosa. Los hepatocitos en cultivo fueron incubados 2 (izquierda) y 6 (derecha) horas, en presencia (C) o
ausencia (Glc0) de glucosa 10 mM y con o sin CCCP 500 nM (CCCP). Seguidamente, las células fueron
cargadas con DFCH-DA 5 uM por 30 minutos, lavadas y sonicadas. Las barras representan los niveles del
producto oxidado fluorescente DCF detectado en hepatocitos incubados por los periodos de tiempo indicados.
Los valores representan la media de al menos 3 experimentos + error estandar. *P <0,05 vs C.
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5.1.5. Participacion de PKA en el desbalance de ROS durante la ausencia de

glucosa

El estrés oxidativo es un proceso deletéreo que resulta de un desbalance entre la
formacion de especies reactivas del oxigeno y las defensas antioxidantes (58). Esta
descripto que PKA puede modular la produccion de ROS regulando la actividad de la
cadena respiratoria (105,106,111). Ademas, en levaduras, PKA también es capaz de
regular la expresion de genes de enzimas antioxidantes (118). Por lo tanto, estudiamos
el rol de PKA en la acumulacion de ROS durante la ausencia de glucosa.

En primer lugar, nuestros resultados demostraron que PKA est4 involucrada en
la induccion de la acumulacion de ROS en hepatocitos deprivados de glucosa, ya que la
inhibicién de la misma con el inhibidor H89, previno el aumento de ROS tanto a las 2

como a las 6 horas de ausencia de glucosa (Figura 5.1.10).

2h 6h
O 180 4 * O 180 - *
2 160 | I 2 160 1
= S 1
= 140 { < ]
2 23 140 l
S5 1207 S5 107
[=] [=]
S 5 1004 S5 100
22 a0 892 40
TG T
% S 60 % S B0 A
S 40 S 401
® ®
5 20 1 S 204
S S
= 0 r r =, 0 r
C Glc0 Hg9 Hs9 C GIcO Hg9 Hs9
glcO glcO

Figura 5.1.10. Efecto de la inhibicion de PKA sobre el desbalance de ROS durante la deprivacién de
glucosa. Los hepatocitos fueron incubados 2 (izquierda) o 6 (derecha) horas en presencia (C) o ausencia (Glc0)
de glucosa 10 mM, con o sin H89 10 uM (H89). (Izquierda) Las células fueron cargadas con DFCH-DA 5 pM
por 30 minutos, lavadas y sonicadas. Las barras representan los niveles del producto oxidado fluorescente DCF
detectado en hepatocitos incubados por los periodos de tiempo indicados. Los valores representan la media de al
menos 3 experimentos =+ error estandar. *P <0,05 vs. C.

En base a estos resultados, indagamos si PKA podria estar modulando

negativamente el secuestro y/o contribuyendo a la produccion de ROS.

5.1.5.1. Participacion de PKA en el secuestro de ROS

Debido a que en eucariotas inferiores, como la levadura S. cerevisiae, PKA

regula la expresion de genes de enzimas que secuestran ROS (118), investigamos el rol
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de PKA en la regulacion de genes de enzimas antioxidantes durante la ausencia de
glucosa en hepatocitos normales.

El analisis de los niveles de ARNm demostré que la incubacion durante 2 o 6
horas en medio sin glucosa indujo aumentos significativos en los niveles de ARNm de
de los genes de las enzimas Catalasa (Cat) y Superoxido Dismutasa 1 (Sodl). La
inhibicién de PKA no produjo cambios en los niveles de transcriptos después de 2 horas
de incubacion en medio libre de glucosa. Sin embargo, luego de 6 horas de ausencia de
glucosa, la inhibicién de PKA potencié significativamente el aumento en los niveles de
ARNm de ambos genes (Figura 5.1.11). Estos resultados sugirieron que PKA modula el
secuestro de ROS regulando negativamente la expresion de genes de respuesta a estrés

oxidativo.
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Figura 5.1.11. Efecto de la inhibicion de PKA sobre el desbalance de ROS durante la ausencia de glucosa.
Los hepatocitos fueron incubados 2 y 6 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 10 mM, con o sin
H89 (H89). Se prepar6 ADNc a partir de ARN aislado de los diferentes grupos de hepatocitos, y los niveles de
transcriptos de Catalasa (Cat) y Superdxido Dismutasa (Sod1) fueron cuantificados por PCR cuantitativa. Los
valores representan la media de al menos 3 experimentos + el error estandar. *P <0,05 vs. C. #P < 0,05 vs.
GlcO.
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5.1.5.2. Participacion de PKA en la produccion de ROS mitocondrial durante la

respiracion

Existen evidencias de que algunas proteinas que forman parte de diferentes
complejos respiratorios son sustratos de PKA, y de esta manera, la misma podria
modular la producciéon de ROS regulando la actividad de la cadena respiratoria. En
primer lugar comprobamos la presencia de PKA (la subunidad Rlla) tanto en
mitocondrias como en subfracciones mitocondriales (mitoplastos) de hepatocitos
controles y deprivados de glucosa, determinando que la expresion de la misma no varia
durante la incubacion en medio sin glucosa (Figura 5.1.12.A).

Dado que esta reportada la presencia de adenilato ciclasa en mitocondrias de
higado, que produce AMPc y activa PKA en el interior de la organela (105),
verificamos si esta via podia estar estimulada durante la falta de glucosa. Para ello
cuantificamos los niveles de AMPc intracelulares y en mitocondrias intactas de
hepatocitos incubados 30 minutos en medio con o sin glucosa. Como control
metodoldgico utilizamos un grupo de hepatocitos incubado con el activador de la
adenilato ciclasa, Forskolina, el cual indujo un aumento de 10 veces en los niveles de

AMPc (no mostrado).
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Figura 5.1.12. Efecto de la ausencia de glucosa sobre los niveles de AMPc intracelulares y mitocondriales.
(A) Se obtuvieron lisados totales y fracciones subcelulares de hepatocitos incubados 6 horas (A) o 30 minutos (B)
en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 10 mM. Para analizar los niveles de AMPc (B), los hepatocitos
fueron pretratados con IBMX (A) Se inmunodetectd la subunidad regulatoria de PKA (RIla) en mitocondrias
totales y mitoplastos, mediante ensayos de western blot de cantidades equivalentes de proteinas de las
correspondientes fracciones subcelulares. En las mismas membranas, se analizd la presencia de Citocromo c
(proteina del espacio intermembrana) para comprobar la purificacion de los preparados de mitoplastos. La foto
representa un experimento tipico entre varios similares. (B) Se determinaron los niveles de AMPc en extractos
celulares totales (izquierda) y mitocondrias (derecha) de los hepatocitos sujetos a los tratamientos indicados. Los
valores representan la media de al menos 3 experimentos + error estandar. *P <0,05 vs. C.
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Nuestros resultados indicaron que la ausencia de glucosa generd un aumento en
los niveles de AMPc cercano al 100%, tanto en extractos celulares totales como
mitocondriales (Figura 5.1.12.B). Considerando que las proteinas presentes en
fracciones mitocondriales en nuestras preparaciones representaron menos del 30 % de
las proteinas intracelulares totales (datos no mostrados), concluimos que los niveles de
AMPc aumentaron en mitocondrias y en otros compartimientos intracelulares.

Posteriormente, analizamos si la produccion de ROS durante la respiracion podia
estar modulada por la actividad de PKA mitocondrial hepatica. Para ello aislamos
mitocondrias intactas de higado de rata y analizamos la produccion mitocondrial de
ROS utilizando la sonda DCFH-DA. Detectamos la producciéon mitocondrial de ROS
incubando las mitocondrias en un medio de respiracion no fosforilante (estado 4)
conteniendo DCFH-DA, a 37 °C y con agitacion continua. Las mitocondrias fueron
incubadas en presencia de distintos sustratos respiratorios, con o sin inhibidores de PKA
(H89, Rp-AMPc) o activadores de PKA (dbAMPc + IBMX). Las medidas de
fluorescencia fueron registradas cada minuto durante 30 minutos y se estimo la tasa de
produccion de ROS. La presencia del activador de PKA, dbAMPc, aumento
significativamente la liberacion mitocondrial de ROS durante la respiracion conducida
por todos los sustratos (+55 % para succinato, +29 % para malato/piruvato y +56 %
para succinato + malato/piruvato), mientras que la presencia del inhibidor de PKA, H89,
disminuyd marcadamente la tasa de produccion de ROS mitocondrial (-30 % para
succinato, -39 % para malato/piruvato y -30 % para succinato + malato/piruvato)
(Figura 5.1.13). Resultados similares fueron observados en presencia del inhibidor Rp-
AMPc (no mostrado). Estos resultados indicaron que PKA modula positivamente la

produccion mitocondrial de ROS.
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Figura 5.1.13. Rol de la sefializaciéon por PKA sobre la produccién de ROS mitocondrial. Se incubaron
mitocondrias de higado en un buffer de respiracion a 37 °C en presencia de DCFH-DA 1 uM con o sin dbAMPc
50 uM / IBMX 50 pM (dbAMPc), o con o sin H89 1 uM (HS89). La respiracion fue estimulada adicionando la
mezcla malato 2 mM / piruvato S mM y el producto fluorescente oxidado, DCF, fue detectado cada 1 minuto.
Los primeros 10 minutos de fase lag fueron excluidos del analisis. El grafico representa el curso en el tiempo de
un experimento tipico (izquierda). Las pendientes de las regresiones fueron calculadas para estimar las tasas de
produccion de ROS. Los resultados son expresados como porcentaje del control (derecha). Los valores
representan la media de al menos 3 experimentos =+ el error estandar. *P <0,05 vs. C.
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5.1.8. Discusion

El estrés nutricional regula la supervivencia en todas las células eucariotas,
encontrdndose muchas de las vias de sefalizacion involucradas conservadas desde
levaduras a humanos (215-217). El tejido hepatico es bastante mas resistente a la falta
de nutrientes, en comparacion a otros tejidos postmitoticos de mamiferos, tales como el
tejido cardiaco y el neuronal. Especificamente, en analisis gendmicos, se ha demostrado
que el ayuno prolongado en ratones induce transitoriamente algunas vias catabolicas y
de defensa a estrés en el higado, sin activar genes pro-apoptoticos ni afectar la
viabilidad celular (218). Estas caracteristicas convierten a los hepatocitos en un modelo
interesante para estudiar la regulacion de la supervivencia y la tolerancia a la restriccion
nutricional.

En distintos tipos celulares, la ausencia de glucosa y de factores de crecimiento
lleva a muerte por apoptosis. Las quinasas PI3-K y Akt han sido implicadas en la
induccién de dicho proceso (33,163). Varios estudios también involucran a PKA en la
regulacion de la supervivencia y apoptosis a diferentes niveles, revelando roles de esta
quinasa tanto pro- como anti- supervivencia (102,104,219).

En esta etapa del trabajo de tesis, nos propusimos, en una primera instancia,
caracterizar la supervivencia durante la falta de glucosa de hepatocitos normales en
cultivo. Demostramos que la ausencia de glucosa en cultivo primario de hepatocitos
indujo una activacion temprana de la via mitocondrial de apoptosis. En segundo lugar,
analizamos el posible rol regulatorio de PKA en ese proceso. Usando dos estrategias
farmacoldgicas diferentes, hallamos que la inhibicion de la sefializaciéon por PKA
previno completamente la activacion de apoptosis en ausencia de glucosa, demostrando
que PKA participa en dicho proceso de muerte. Ademas, encontramos que el
mecanismo que liga la falta de glucosa al proceso apoptotico involucra el aumento de la
produccion mitocondrial de ROS, y que este aumento esta regulado por PKA.

Nuestros resultados demostraron que la falta de glucosa indujo la translocacién
de Bax a mitocondria, y que este evento, asi como otros eventos de la apoptosis, fueron
prevenidos al inhibir la actividad de PKA o la interaccién de la misma con sus proteinas
de anclaje. Estudios previos en la linea celular derivada de hepatoma, HepG2, han
demostrado que la fosforilaciéon de Bax induce un cambio conformacional que facilita la

interaccion de Bax con la membrana mitocondrial (200). Estudios mas recientes
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demostraron que durante la isquemia/reperfusion en cardiomiocitos de rata, PKA
fosforila a Bax induciendo su translocacion a mitocondria lo cual lleva a un aumento en
la produccion mitocondrial de ROS y a la activacion apoptotica (220). Asi,
considerando que varios miembros de la familia Bel-2 son sustratos directos de PKA
(100,102,104,211), analizamos si la prevencion de la translocacion de Bax al inhibir
PKA durante la ausencia de glucosa estaba relacionada con su fosforilacion por PKA.
Nuestros resultados indicaron que la ausencia de glucosa por 6 horas en hepatocitos
normales no indujo cambios en los niveles de Bax ni en la fraccion de Bax fosforilada
por PKA, sugiriendo, de esta manera, que la activacion de apoptosis mediada por PKA
ocurre antes que la translocacion de Bax a mitocondria.

Numerosos trabajos describen el efecto de los niveles altos de glucosa sobre el
dafio oxidativo y la induccion de muerte celular programada en diversos tipos celulares
(221-223). Asimismo, la condicion opuesta, es decir la restriccion de glucosa, provoca
estrés oxidativo y/o apoptosis en distintas células eucariotas, desde levaduras (197,224)
a células inmortalizadas en cultivo (204,212,213). Esto también ha sido sugerido para
células hepaticas transformadas: en condiciones de restriccion de glucosa, las células
HepG2 sufren un aumento en los niveles de ROS acompafiados con una concomitante
induccién de la enzima citoprotectiva hemo oxigenasa-1, como una respuesta de
supervivencia (214,225). Sin embargo, no habian sido previamente documentados los
niveles de especies oxidativas en hepatocitos normales sujetos a restriccion de glucosa.
Durante el desarrollo de esta tesis, evaluamos la oxidacion de DCFH-DA en hepatocitos
controles y deprivados de glucosa y encontramos que luego de 2 horas de tratamiento en
medio libre de glucosa se indujo un aumento significativo en los niveles de ROS, el cual
se mantuvo hasta las 6 horas de cultivo. Ademés demostramos que la inhibicion de PKA
fue suficiente para prevenir este aumento de ROS. En el mismo sentido que nuestros
resultados, fue demostrado recientemente en células PC12 que la inhibiciéon de PKA
tiene un rol protector contra el estrés oxidativo generado por la exposicién de estas
células a H,O, (226). Por otro lado, observamos que el antioxidante vitamina C previno
la induccidn ulterior de la caspasa 3, lo que indica que el estrés oxidativo estd implicado
en la activacion de la via apoptotica. Con respecto a la relacion entre el desbalance de
ROS y la apoptosis en hepatocitos in vivo, la evidencia acumulada en la literatura indica

que el estrés oxidativo puede causar o no la activacion de apoptosis dependiendo de las
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condiciones (227-229). En general, es aun materia de discusién en cualquier sistema
celular como un desbalance de ROS puede llevar a la activacion apoptotica, siendo lo
mas probable que se deba a su propia interaccion, en tiempo y espacio muy precisos,
con diversas moléculas pro-apoptdticas que serian asi mas activas. Un ejemplo de esto
es la sensibilizacion oxidativa del citocromo c observada en neuronas. Se ha demostrado
que un aumento en los niveles de ROS que siguen a un insulto apoptotico, como la
deprivacion de glucosa, puede llevar a la oxidacion y activacion del citocromo ¢ y asi al
desenlace de la apoptosis (230). ElI metabolismo de glucosa promueve la supervivencia
neuronal al mantener elevados los niveles de GSH generados indirectamente como
resultado de la via de las pentosas fosfato, y los altos niveles de GSH contribuyen a
mantener reducido e inactivo al citocromo ¢ y, de este modo, a la prevencion de
apoptosis en estas c€lulas (230). Otro posible mecanismo de la activacion apoptotica
inducida por ROS es via la proteina supresora de tumor p53. En efecto, en muchas
células tumorales el aumento de ROS puede inducir la activacion de p53 (35,231-233),
que, a través de sus diversos roles a nivel transcripcional y en citoplasma, puede activar
proteinas pro-apoptoéticas e inducir apoptosis (20,35-37). De esta manera, las diferencias
en los destinos celulares parecen depender no solamente de las causas y mecanismos de
estrés, sino también de la sefializacion y compartamentalizacion especifica. En relacion
con esto se ha demostrado que en condiciones en que se induce autofagia en hepatocitos
(restriccion completa de nutrientes y factores de crecimiento sumado al tratamiento con
glucagon), se produce mitofagia, en ausencia de muerte celular, siendo postulado este
mecanismo como una estrategia celular para prevenir la generaciéon de ROS por las
mitocondrias dafadas (234,235).

Los complejos respiratorios son importantes fuentes de ROS y la tasa de
produccion estd asociada a la fuerza protén-motriz de la mitocondria, es decir, la
diferencia transmembrana en el potencial eléctrico y el pH (45). De hecho, condiciones
moderadas de desacoplamiento, que afectan estos gradientes, inhiben la produccion de
superoxido por la mitocondria (45,235). Nos preguntamos entonces si la falta de
glucosa llevaba a un aumento en la generacion mitocondrial de ROS. Nuestros
resultados demostraron que el desacoplamiento leve de la respiracion previno
completamente el incremento de ROS. Concomitantemente, la activacion de apoptosis

inducida por falta de glucosa también fue prevenida en esta condicion. Estos resultados
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indicaron que el desbalance de ROS que lleva a la activacion de apoptosis en ausencia
de glucosa tiene un origen respiratorio.

Algunos trabajos demuestran la participacion de PKA en vias que regulan tanto
la tasa de respiracion (105) como la acumulacion de ROS (106) en diferentes tipos
celulares. Como la matriz mitocondrial contiene adenilato ciclasa (105), PKA y sus
proteinas de anclaje (236), CREB (237) y diversos sustratos moleculares, es probable
que todos estos componentes constituyan una red que opere localmente en respuesta a
diferentes situaciones. Para analizar esta posibilidad de sefalizacion en hepatocitos
deprivados de glucosa, en primer lugar confirmamos la expresion de PKA en fracciones
mitocondriales de hepatocitos controles y ayunados. Considerando que la activacion
endogena de PKA requiere un aumento en los niveles de AMPc, analizamos los niveles
de AMPc en fracciones mitocondriales de hepatocitos controles y deprivados de
glucosa. Nuestros resultados demostraron que la falta de glucosa indujo un marcado
aumento en los niveles de AMPc indicando la activacion local en esta condicion. PKA
tiene sustratos en casi todos los complejos respiratorios (109,110,112), y de esta manera
puede regular diferencialmente, y aun en direcciones opuestas, la actividad de la cadena
de transporte de electrones. Especificamente, las fosforilaciones por PKA de las
subunidades [ y IV del complejo IV pueden afectar tanto negativamente (106,111) como
positivamente (105) la actividad de la citocromo ¢ oxidasa y la produccion de ROS. El
complejo I también es fosforilado por PKA (112). Ademas se ha reportado que diversos
genes mitocondriales, incluyendo los del complejo III, son inducidos a través de la via
PKA-CREB (237). Al respecto, tanto en cultivos de células de mamiferos como en
células de origen humano, se ha demostrado que PKA activa el complejo I y previene la
acumulacion de ROS inducida por deprivacion de suero (238). En el mismo sentido,
recientemente se ha reportado en células de raton transformadas, deficientes en la via
Ras, que la activacion de PKA protege a estas células de la apoptosis inducida por la
deprivacion de glucosa a través la estimulacion del complejo I y la disminucion de los
niveles de ROS (114). Esta activacion del complejo I mediada por PKA también fue
observada en células de cancer de mama MDA-MB-231. De hecho, se ha demostrado
que la activacion de la sefializacion por PKA puede mejorar los parametros
mitocondriales y llevar a la reversion del efecto Warburg en determinadas lineas

celulares (115). Recientemente se ha estudiado en mayor profundidad la regulacion del
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complejo I por AMPc/PKA. Esta via regula, ademas de la actividad de dicho complejo,
su biogénesis y ensamblaje. Asi el control mediado por PKA de la actividad funcional
del complejo I y del nivel de produccion de ROS ha alcanzado implicancias en la
fisiopatologia humana, ya que varias enfermedades humanas tienen relacién con la
disfuncion de este complejo (239). Por otro lado, PKA no solamente puede regular la
respiracion mitocondrial fosforilando complejos respiratorios, sino que también es
capaz de fosforilar el canal anionico dependiente de voltaje VDAC. La fosforilacion de
VDAC por PKA es dependiente de tubulina libre (que es un signo de proliferacion
caracteristico de células tumorales) y lleva al cierre de VDAC suprimiendo la funcion
mitocondrial (240).

Los complejos respiratorios I y III son los principales generadores
mitocondriales de anion superdxido (45). Por lo tanto analizamos si PKA mitocondrial
podia modular la generacion de ROS durante la respiracion en células hepaticas.
Comparamos la tasa de produccion de ROS en mitocondrias de higado respirando en
condiciones inhibitorias y activadoras de PKA. Mientras que la inhibicion de PKA
indujo una disminucién, la activacion de PKA llevo a un de aumento en la tasa de
produccion mitocondrial de ROS. De acuerdo a estos hallazgos es probable que el
mecanismo por el cual PKA modula la produccion mitocondrial de ROS en nuestro
sistema, no involucre, o lo haga muy marginalmente, la regulacion del complejo I, que
es estimulatoria y previene la produccion de ROS. En concordancia con nuestros
resultados, también se ha observado la asociacion entre la activacion de PKA y la
produccion mitocondrial de ROS durante isquemia en miocardiocitos, los cuales
presentan niveles elevados de ROS como consecuencia de la activacion de PKA. En
esta via de sefializacion, PKA fosforila las subunidades I, IVil y Vb del complejo
respiratorio IV o citocromo ¢ oxidasa y dicho evento lleva a la inhibicion de la actividad
de este complejo (106).

Resumiendo, de nuestros hallazgos hasta aqui surgen cuatro puntos claves: 1. La
falta de glucosa induce una rapida acumulacion de especies reactivas del oxigeno, que
involucra la actividad de PKA, y provoca la activacion de apoptosis en cultivo de
hepatocitos. 2. El desbalance temprano de ROS tiene origen mitocondrial. 3. La
ausencia de glucosa induce un aumento en la sefializacién por PKA mitocondrial. 4.

PKA induce aumento en la produccién mitocondrial de ROS. Estos resultados apoyan la

81



Resultados y Discusion

hipdtesis que sostiene que, durante la falta de glucosa, PKA seiializa el aumento en la
produccion de ROS a través de la cadena respiratoria. De esta manera, tanto la
prevencion del estrés oxidativo como de la apoptosis en presencia de inhibidores de
PKA, en hepatocitos deprivados de glucosa, se debe a una disminucion en la
generacion mitocondrial de ROS.

Teniendo en cuenta que los niveles de ROS dependen del balance entre la
produccion y degradacion de estas especies, analizamos si el desbalance de ROS
modulado por PKA durante la ausencia de glucosa, estaba también relacionado a
cambios en el secuestro de ROS. Con esta finalidad, investigamos la regulacion en la
expresion de enzimas antioxidantes durante la ausencia de glucosa. Nuestros resultados
indicaron que la transcripcion de la catalasa y la superdxido dismutasa citosolica es
inducida en ausencia de glucosa en hepatocitos. Por otro lado observamos que la
inhibicion de PKA, ademés de disminuir la produccion de ROS, potenciod
significativamente la induccion de enzimas antioxidantes después de 6 horas de
ausencia de glucosa. Nuestras determinaciones de los niveles de AMPc durante la
ausencia de glucosa sugieren que esta condicion en hepatocitos lleva a la activacion
tanto de PKA mitocondrial como de PKA no mitocondrial, lo cual permite explicar los
efectos extramitocondriales de la sefializacion por PKA. De esta manera, el aumento en
los niveles de ROS dependiente de PKA parece tener dos componentes: un aumento en
su producciodn respiratoria, y, una atenuacion en la expresion de enzimas que secuestran
ROS. En concordancia con esto, se ha descripto recientemente que la mitocondria de
levadura es sensible a la sefializacion AMPc/PKA, la cual puede regular la cadena
respiratoria durante la limitacion de glucosa, promoviendo asi la disfuncion
mitocondrial, produccién de ROS y muerte apoptotica (107). Estos hallazgos también
indicaron la existencia de dos niveles de regulaciéon via AMPc/PKA en células de
levaduras luego de la restriccion de glucosa tanto en la produccién como en el secuestro
de ROS: disminucion en la expresion de subunidades de la citocromo c¢ oxidasa y
disminucién de la expresion de las enzimas antioxidantes catalasa y superdxido
dismutasa (107).

Los factores de transcripcion FoxO en mamiferos son los homologos funcionales
a Msn2/4 de levaduras, los cuales regulan la transcripcion de diversas enzimas

antioxidantes y son exportados del nucleo en respuesta a la fosforilacion por PKA
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(118). La regulacién por PKA de la transcripcion de Sodl y Cat via FoxO-3a y/o otros
factores de transcripcion constituye un mecanismo interesante para estudiar en
hepatocitos. En la Figura 5.1.14 se ilustran los mecanismos propuestos que conducirian
a la muerte por apoptosis durante la restriccion de glucosa en hepatocitos primarios en
cultivo.

En suma, demostramos que la ausencia de glucosa genera estrés oxidativo e
induce apoptosis en hepatocitos normales y comenzamos a elucidar los mecanismos
involucrados. La sefializacion por PKA en el interior de la mitocondria, la cual ha sido
previamente postulada como una reguladora de la tasa de respiracion, emerge como un
punto sensible para controlar negativamente la supervivencia celular. Estos resultados
son compatibles con un modelo en el cual la restriccion de glucosa en hepatocitos lleva
a fluctuaciones en los niveles de AMPc en la mitocondria que permite reajustes en la
respiracion a través de la sefializacion mediada por PKA. Esta sefializacion favorece la
generacion de ROS, y, eventualmente, induce muerte celular programada. De esta
manera, parece operar un eje mitocondrial mediado por AMPc/PKA que lleva al
suicidio celular en respuesta a estrés nutricional, y que se encontraria conservado desde
eucariotas inferiores a células de mamiferos. Por otra parte, la modulaciéon de la
actividad de PKA mitocondrial es revelada como una estrategia putativa para evadir el

estrés oxidativo y la apoptosis.
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Figura 5.1.14. Sefalizaciéon mediada por PKA en la induccion de apoptosis inducida por restriccion de
glucosa en hepatocitos. La ausencia de glucosa induce activacion de PKA mitocondrial y citosélica a través del
aumento en los niveles de AMPc en ambos compartimientos. PKA en mitocondria contribuye a la produccion
de ROS regulando la actividad de la cadena respiratoria. PKA citosdlica, a través de la regulacion de algun
factor de transcripcion desconocido (FT), previene la transcripcion de los genes de las enzimas antioxidantes
catalasa (CAT) y Superoxido Dismutasa 1 (SOD1). Se puede considerar también que, como indica la literatura,
que PKA puede mediar la represion de genes que codifican proteinas de los complejos respiratorios. Estos
eventos resultan en el aumento en los niveles de ROS y en la consiguiente activacion apoptotica.
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Capitulo 2. Regulacion de la supervivencia en células de hepatocarcinoma humano

HepG2/C3A ante restriccion de glucosa

5.2.1. Estudios de viabilidad celular y proliferacion durante la falta de glucosa

Las células HepG2/C3A, como todas las células tumorales, realizan glucoélisis
anaerobica a alta tasa (89,160), a diferencia de los hepatocitos normales en donde la
produccion de energia es predominantemente a través de la fosforilacion oxidativa
(185). Esta elevada tasa de glucdlisis aerdbica, conocida como efecto Warburg (89,159),
les confiere a las células tumorales la capacidad de producir una gran cantidad de
intermediarios biosintéticos para satisfacer su alta tasa de division celular, y les otorga
ventajas adaptativas para sobrevivir en microambientes hipoxicos caracteristicos de las
masas tumorales (159,162-164).

Debido a esta alta dependencia de la via glucolitica, es de esperar que las células
tumorales HepG2/C3A sean muy sensibles a la falta de glucosa. En la literatura existen
reportes que demuestran la sensibilidad de las células HepG2 a la falta de glucosa. Estos
estudios describen que las células HepG2 cultivadas en ausencia de glucosa sufren
necrosis (241) 6 apoptosis (214,225,242) luego de 48 horas, no siendo totalmente claros
su desarrollo en el tiempo y su regulacion.

Sin embargo, en experimentos previos de nuestro grupo, realizados en células
HepG2 (no mostrados), comprobamos que la ausencia de glucosa durante 6 horas no
inducia muerte celular, siendo este tiempo suficiente para provocar muerte por apoptosis
en hepatocitos primarios. Por consiguiente, analizamos los posibles cambios en la
viabilidad celular durante la restriccion de glucosa a tiempos de cultivo mas
prolongados.

En primer lugar analizamos la viabilidad celular realizando el ensayo de MTT.
Debemos tener en cuenta que al realizar un estudio en el tiempo de células proliferantes
como las HepG2, el numero de células viables aumenta, siendo la resultante de la
proliferacion y la muerte celular. En consecuencia, hablaremos de viabilidad al
interpretar los valores de MTT teniendo en cuenta que involucra a ambas variables:
proliferacion y muerte celular.

El ensayo demostrd que las células incubadas en presencia de glucosa aumentan
su numero en forma progresiva y a las 36 horas practicamente duplican la cantidad

original (C: 196,7 = 6,5 %). Por su parte, la restriccion de glucosa provoca una
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disminucion significativa en el nimero de células viables, en comparacion con las

células control al mismo tiempo, a partir de las 12 horas de tratamiento (Figura 5.2.1).
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Figura 5.2.1. Viabilidad de células HepG2 durante la ausencia de glucosa. Las células HepG2 fueron
cultivadas en microplacas e incubadas durante 6, 12, 24, 36 y 48 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de
glucosa 25 mM y posteriormente se realizo el ensayo de MTT, cuantificando la absorbancia a 550 nm del
metabolito producido por las células viables. Los resultados fueron expresados como porcentaje de absorbancia
de las células control a t=0. *P < 0,05 vs C a su mismo tiempo de tratamiento.

Esta disminucion en la viabilidad durante la incubacion en medio libre de
glucosa puede deberse a procesos de muerte celular o a que las células proliferen mas
lentamente.

En paralelo con estos estudios, realizamos tincion nuclear con DAPI de las
células incubadas 12, 24 y 48 horas con y sin glucosa y las analizamos por microscopia
de fluorescencia confocal. Observamos que las células controles aumentaron en
cantidad al prolongar el tiempo de cultivo, mientras que en condiciones de deprivacion
de glucosa ese aumento progresivo del nimero de células fue considerablemente menor.
Por otra parte, en las células incubadas en medio libre de glucosa se detectaron

morfologias nucleares asociables a fenotipos apoptoticos, como ntcleos condensados o

fragmentados (Figura 5.2.2).
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C12h C24h

Figura 5.2.2. Supervivencia de células HepG2 incubadas en ausencia de glucosa. Las células HepG2 fueron
incubadas 12, 24 y 48 horas en presencia (C) y ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM. Las células fueron lavadas,
fijadas con PFA 4 %, tefiidas con DAPI y analizadas por microscopia de fluorescencia. Las imagenes fueron
tomadas de un experimento tipico entre varios similares.

Glc048 h

Posteriormente analizamos la induccién de muerte celular a lo largo del tiempo
mediante la tincion con Anexina/IP. Nuestros resultados demostraron que la muerte por
apoptosis se hace evidente en esta linea celular a partir de las 12 horas de restriccion de
glucosa, incrementdndose en forma significativa al prolongar el tiempo de tratamiento
(Figura 5.2.3). También analizamos la liberaciéon de citocromo c¢ a citosol, como

estimador de la activacion de la via apoptética.
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Figura 5.2.3. Inducciéon de
apoptosis en células HepG2
durante la ausencia de glucosa.
Las  células HepG2  fueron

incubadas 12, 24 y 36 horas en
presencia (Control) y ausencia
(Glucosa 0) de glucosa 25 mM. Las
células fueron tefiidas con Anexina
V-FITC (Anexina) y con loduro de
Propidio (IP) y se determinaron los
porcentajes de células apoptoticas
(Anexina+) y células muertas (IP+)
mediante analisis de citometria de
fluyjo. La figura muestra datos
crudos de deteccion de
fluorescencia verde (Anexina) y
roja (IP) de experimentos tipicos en
células Control y Glucosa 0 a los
distintos tiempos de estudio. Los
cuadrantes representan: porcentajes
de células que sufren apoptosis
temprana (Anexina+/IP-), cuadrante
inferior  derecho; de  células
apoptoticas muertas o apoptdticas
tardias (Anexina+/IP+), cuadrante
superior derecho; y de células no
apoptoticas muertas o necroticas
(Anexina-/IP+), cuadrante superior
izquierdo.

A las 36 horas de tratamiento, ademas de la induccion de muerte por apoptosis

determinada por la tincion positiva con Anexina (Anexina+/IP- y Anexina+/IP+) y por

el aumento en los niveles proteicos de citocromo c en citosol, la falta de glucosa

provoca muerte por necrosis primaria (Anexina-/IP+) (Figura 5.2.4).
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Figura 5.2.4. Induccion de muerte celular a las 36 horas de ausencia de glucosa en HepG2. Las células HepG2
fueron incubadas 36 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM. (A) Las células fueron tefiidas con
Anexina V-FITC (Anexina) y con Ioduro de Propidio (IP) y se determinaron los porcentajes de células apoptdticas
y células muertas mediante analisis de citometria de flujo. Los graficos de barra representan el aumento respecto a
los controles en los porcentajes de células que sufren apoptosis temprana (Anexina+/IP-), de células apoptoticas
muertas (Anexina+/IP+) y de células no apoptoticas muertas (Anexina-/IP+). Las barras representan la media =+ el
error estandar de 3 experimentos. (B) Se obtuvieron fracciones citosélicas y se analizaron los niveles de la proteina
Citocromo ¢ por western blot. La proteina} Actina fue utilizada como control de carga. Las barras representan la
media + el error estandar de al menos 3 experimentos. *P <0,05 vs. C.

En segundo lugar analizamos la distribucion de las células HepG2 en el ciclo
celular luego de 36 horas de tratamiento en medio libre de glucosa, determinando el
contenido de ADN por citometria de flujo. Las células incubadas en ausencia de glucosa
presentaron un aumento significativo de eventos en la fase Go/G1 acompafnado de una
correspondiente disminuciéon de eventos en fase S, mientras que no se observaron

cambios en la fase G2/M (Figura 5.2.5)
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Figura 5.2.5. Efecto de la restriccién de glucosa sobre la distribucion de las células HepG2 en el ciclo celular.
Las células HepG2 fueron incubadas 36 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM. Las células se
fijaron con etanol 70 % en frio, se lavaron con PBS, se marcaron con Ioduro de Propidio (IP) y se sometieron a

analisis por citometria de flujo. Izquierda, se muestran las distribuciones obtenidas de un experimento tipico. Los
resultados se analizaron con los programas WinMDi y Cylchred para obtener los respectivos porcentajes. Derecha,
se muestran los resultados como graficos de barras, las cuales representan la media del porcentaje de la poblacion
celular en las fases Go/G1 y S =+ el error estandar de al menos 3 experimentos. *P <0,05 vs. C.

Estos resultados nos permitieron concluir que, en células HepG2, la falta de
glucosa induce disminucion en la viabilidad celular a partir de las 12 horas de
tratamiento, y que dicha disminucion en el numero de células viables se debe al arresto

de la division celular, acompafiado de la induccion de muerte apoptotica y necrotica.

En la literatura estd descripto que la falta de glucosa induce aumento en los
niveles de especies reactivas del oxigeno en diferentes lineas celulares. Esto también fue
demostrado en células de hepatocarcinoma HepG2, en donde se verifico que la falta de
glucosa induce un aumento en los niveles de ROS (214). Con el objeto de corroborar
este proceso en nuestro modelo, incubamos las células durante 6 y 12 horas en presencia
y ausencia de glucosa, hipotetizando que este evento deberia ser previo a la activacion
apoptotica. La formacion de ROS se cuantifico en forma directa a través de microscopia
de fluorescencia confocal utilizando el fluoroforo DCFH-DA. Observamos que, en
forma similar a lo demostrado en hepatocitos durante la primera etapa de la tesis, la
deprivacion de glucosa indujo tempranamente un desbalance en las especies reactivas

del oxigeno, evidente desde las 6 horas de tratamiento (Figura 5.2.6).
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Figura 5.2.6. Induccion de estrés oxidativo en células HepG2 incubadas en ausencia de glucosa. Las células
HepG2 fueron incubadas 6 y 12 horas en presencia (C) y ausencia (GlIc0) de glucosa 25 mM. Las células fueron
cargadas con DCFH-DA (5 pM) durante 30 minutos, y posteriormente fueron lavadas, fijadas con PFA 4 %, y
tefiidas con DAPI. Se obtuvieron imagenes por microscopia de fluorescencia y las mismas fueron analizadas con
el programa Image J, con el cual se cuantifico la densidad de fluorescencia verde intracelular (correspondiente al
producto oxidado fluorescente, DCF). Los valores representan la media + el error estandar de 3 experimentos. *P
< 0,05 vs C en el mismo tiempo.

El desarrollo de este estrés oxidativo podria ser un factor desencadenante de la
apoptosis observada en ausencia de glucosa, de la misma forma en que se produce en
hepatocitos de rata. Sin embargo, en este modelo de células tumorales, el escenario es

mas complejo por los efectos que provoca la falta de glucosa sobre el ciclo celular.
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5.2.2. Participacion de las quinasas AMPK y PKA en la regulacion de la
supervivencia en células HepG2

La restriccion de glucosa desata vias regulatorias de la supervivencia celular,
constituyendose una compleja red de regulacion de la viabilidad en respuesta a la
disponibilidad energética de la célula (87). Entre las proteinas quinasas involucradas en
estas vias, la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA) vy la proteina quinasa
activada por AMP (AMPK) intervienen en la regulacion de la supervivencia celular y la
apoptosis en respuesta a distintas sefiales metabolicas y de crecimiento. Dependiendo de
la situacion y del tipo celular, ambas proteinas pueden tener roles duales.

La quinasa AMPK es clave en la adaptacion celular al estrés energético, y la
misma puede tener roles opuestos en la proliferacion y la muerte celular: en algunos
contextos promueve apoptosis y/o arresto de la proliferacion, y en otros favorece la
supervivencia. Se reportdé que AMPK se activa en células HepG2 ante restriccion de
glucosa (243,244), pero no se conoce la contribucion de esta activacion en la regulacion
de la supervivencia. Por otro lado, PKA puede regular metabolismo y ciclo celular (245)
y muchas de estas vias metabdlicas también son reguladas por el sistema de
sefializacion de AMPK. Sin embargo, no se ha estudiado la regulacion por PKA de la
supervivencia en células tumorales durante la falta de glucosa.

En primer lugar, evaluamos los niveles de activacion de ambas quinasas durante
la restriccion de glucosa.

Analizamos la activacion de AMPK cuantificando los niveles de AMPK
fosforilada en la Thr172. En concordancia con lo descripto en la literatura, observamos

que AMPK se encuentra mas activa durante la ausencia de glucosa (Figura 5.2.7).
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Posteriormente evaluamos la activacion de PKA durante la restriccion de
glucosa. Evaluamos la activacion de PKA luego de 24 horas de tratamiento, a través de
la utilizacion del anticuerpo que reconoce las formas fosforiladas de serinas y treoninas
que son sustratos de PKA (RXXS/T(P)). Para obtener un control positivo de la
activacion de PKA, tratamos a las células con el activador de PKA dbAMPc.

Observamos que tanto la ausencia de glucosa como el tratamiento con dbAMPc
indujeron aumentos significativos en las fosforilaciones de proteinas de pesos
moleculares aproximados a 140, 80 y 37 kDa (Figura 5.2.8). Al igual que lo observado
en hepatocitos, estos resultados nos indicaron que PKA se encuentra mdas activa en

condiciones de restriccion de glucosa.
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Figura 5.2.8. Activacion de PKA durante la ausencia de glucosa. Las células HepG2 fueron incubadas 24
horas en presencia (C) y ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM y en presencia de glucosa 25 mM con dbAMPc 100
uM (dbAMPc). Se obtuvieron lisados celulares y se cuantificaron mediante western blot los residuos
fosforilados por PKA (RXXS/T-P). La proteina a Tubulina fue utilizada como control de carga. Las barras
representan la media + el error estandar de al menos 3 experimentos. *P <0,05 vs. C.

Seguidamente, con el objeto de monitorear los cambios en el nimero de células

viables debidos a la falta de glucosa, y a la presencia de activadores e inhibidores de las

vias de senalizacion de PKA y AMPK, realizamos ensayos de MTT a lo largo del

tiempo.

Para estos ensayos las cé¢lulas HepG2 fueron cultivadas en distintas condiciones:

-DMEM con glucosa 25 mM

-DMEM sin glucosa

-DMEM con glucosa 25 mM + dbAMPc 100 uM
-DMEM sin glucosa + dbAMPc 100 uM
-DMEM con glucosa 25 mM + AICAR 1 mM
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-DMEM sin glucosa + AICAR 1 mM
-DMEM con glucosa 25 mM + H89 1 uM
-DMEM sin glucosa + H89 1 uM

El compuesto AICAR (5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-B-D-ribofuranosido),
al entrar a la célula es convertido a su forma trifosforilada ZMP, por una adenosina
quinasa, y actia como un andlogo de AMP activando a AMPK y a su quinasa
activadora LKBI sin afectar la relacion ATP:AMP en el interior de la célula.

Se realizé un estudio en el tiempo de la viabilidad de las células expuestas a los

distintos tratamientos, determinando la proporcion de células viables a las 0, 6, 12, 24,

36 y 48 horas.
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Figura 5.2.9. Supervivencia de células HepG2. Las cé¢lulas HepG2 fueron cultivadas en microplacas e incubadas
durante 0, 6, 12, 24, 36 y 48 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM, con o sin dbAMPc 100 uM
(dbAMPc), con o sin H89 1 uM (H89) y con o sin AICAR 1 mM (AICAR). Luego de estos periodos se realizé el
ensayo de MTT, cuantificando la absorbancia a 550 nm del metabolito producido por las células viables. Los
resultados fueron expresados como porcentaje de absorbancia de las células a t=0. *P < 0,05 vs C. #P < 0,05 vs Glc0.

Del analisis de las curvas de viabilidad (Figura 5.2.9) podemos observar que las
células controles se duplican en aproximadamente 36 horas (C: 194,0 + 5,3 %), mientras
que en el caso de las células deprivadas de glucosa, como demostramos anteriormente,
observamos una considerable disminucion en la viabilidad con respecto al control,
haciéndose dicha disminucion significativa a partir de las 12 horas de tratamiento y no

modificandose con la activacion/inhibicion de las quinasas estudiadas (Glc0: 104,5 +
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5,8 %*, dbAMPc Glc0: 98,0 + 8,1 %*, H89 Glc0: 114,2 + 2,5 %*, AICAR Glc0: 102,8
+ 6,4 %* vs. C: 136,0 = 5,0 %). Las células incubadas con el activador de PKA,
dbAMPc, o con el inhibidor de PKA, H89, en presencia o ausencia de glucosa,
presentaron un patréon de viabilidad similar a las células controles y al de las células
deprivadas de glucosa, respectivamente, indicando que la activaciéon o inhibicidon de
PKA no tuvo ningun efecto sobre el nimero total de células HepG2 viables durante los
tratamientos. Por otro lado, el tratamiento con AICAR indujo una disminucion
significativa de la viabilidad a partir de las 36 horas de tratamiento (AICAR: 167,9 +
8,0 %* vs. C: 1940 £ 5,3 %). A su vez, el tratamiento con AICAR potencid
significativamente la disminucion de la viabilidad durante la ausencia de glucosa a
partir de las 36 horas (AICAR Glc0: 109,7 £ 9,2 %* vs. Glc0: 137,2 £ 7,2%), indicando
que los efectos de la falta de glucosa y activacion de AMPK sobre la viabilidad celular
fueron aditivos.

Por lo tanto, podemos concluir que la activacion de AMPK en células HepG2,
induce una disminucion de la viabilidad celular, es decir aumento de la muerte y/o
disminucién de la proliferacion. Por otro lado, la activacion 6 inhibiciéon de PKA no
tiene efectos sobre la viabilidad global, es decir la resultante entre proliferacion y
muerte no se encuentra modificada. Y por ultimo, concluimos que el efecto combinado
de la falta de glucosa y la activacion de AMPK sobre la viabilidad celular es
significativamente mayor que los efectos de cada tratamiento por separado,
permaneciendo en este grupo el niumero total de células viables practicamente invariable

a lo largo de todo el periodo de estudio.

5.2.2.1. Determinacion de apoptosis y necrosis en células HepG2 ayunadas y no

ayunadas ante activacion de AMPK 6 PKA

En células HepG2, se ha demostrado que la activacion de AMPK lleva a un
arresto de la proliferacion sin detectarse muerte celular (133). Por otro lado, no se
encuentra esclarecido el rol de PKA en la regulacion de la supervivencia en estas
células.

En primer lugar, analizamos si los cambios en la viabilidad entre los distintos
tratamientos, se relacionaban con aumentos en la muerte celular. Para ello incubamos a
las células con los distintos tratamientos durante 36 horas y realizamos estudios

citométricos para distinguir las poblaciones de células muertas por apoptosis 6 necrosis.
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Elegimos 36 horas debido a que a este tiempo tanto el tratamiento con AICAR como la

ausencia de glucosa afectaron la viabilidad.
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Figura 5.2.10. Induccion de apoptosis en HepG2. Las células HepG2 fueron incubadas 36 horas en presencia (C)
o ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM, con o sin dbAMPc 100 uM (dbAMPc) y con o sin AICAR 1 mM (AICAR).
Las células fueron teflidas con Anexina V-FITC (Anexina) y con Ioduro de Propidio (IP) y se determinaron los
porcentajes de células apoptoticas (Anexinat) y células muertas (IP+) mediante analisis de citometria de flujo. Los
graficos de barra representan el aumento respecto a los controles en los porcentajes de células que sufren apoptosis
(Anexina+/IP-), de células apoptoticas muertas (Anexina+/IP+) y de células no apoptoticas muertas (Anexina-/IP+).
Las barras representan la media + el error estandar de 3 experimentos. *P < 0,05 vs C.

Los resultados de estos experimentos (Figura 5.2.10) mostraron que tanto la
activacion de AMPK con AICAR, como de PKA con dbAMPc¢c provocaron muerte por
apoptosis en ausencia de necrosis primaria. La induccion de apoptosis en presencia de
dbAMPc no se reflej6 en un cambio en viabilidad total (Figura 5.2.9), lo cual puede
deberse a la baja sensibilidad del ensayo de MTT.

97



Resultados y Discusion

Complementamos este estudio con la cuantificacion de los niveles proteicos de
citocromo c en citosol como marcador de apoptosis (Figura 5.2.11). En concordancia
con lo observado en los estudios de citometria, tanto la ausencia de glucosa como la
presencia de ambos activadores indujeron un aumento significativo de la cantidad de

citocromo c en citosol.
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Figura 5.2.11. Inducciéon de apoptosis mitocondrial en células HepG2. Las células HepG2 fueron incubadas
36 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM, con o sin dbAMPc 100 uM (dbAMPc) y con o
sin AICAR 1 mM (AICAR). Se obtuvieron fracciones citosolicas y se analizaron los niveles de la proteina
Citocromo ¢ por western blot. La proteina 3 Actina fue utilizada como control de carga. Las barras representan la
media =+ el error estandar de al menos 3 experimentos. *P <0,05 vs. C.

Tanto la falta de glucosa como la activacion de AMPK con AICAR indujeron
activacion de apoptosis. A pesar de que se observo una tendencia de aumento de la
apoptosis en el grupo con el tratamiento combinado (grupo experimental AICAR GlIc0)
respecto a cada tratamiento por separado, no se verific6 un efecto aditivo

estadisticamente significativo.
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Por otro lado, analizamos el efecto de la inhibicion de PKA sobre la muerte
celular en presencia o ausencia de glucosa. Nuestros resultados mostraron que la

inhibicién de PKA con H89 no indujo muerte por apoptosis, ni tampoco previno la

activacion de la misma durante la ausencia de glucosa (Figura 5.2.12).
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Figura 5.2.12. Induccién de apoptosis en
células HepG2 durante la ausencia de
glucosa. Las células HepG2 fueron
incubadas en presencia (Control) y ausencia
(Glucosa 0) de glucosa 25 mM, con o sin
H89 1 uM (H89). (Arriba) Las células
fueron tefiidas con Anexina V-FITC
(Anexina) y con loduro de Propidio (IP) y
se determinaron los porcentajes de células
apoptoticas (Anexinat) y células muertas
(IP+) mediante analisis de citometria de
flujo. La figura muestra los datos crudos de
deteccion de fluorescencia verde (Anexina)
y roja (IP) de experimentos tipicos en
células Control y Glucosa 0 a los distintos
tiempos de estudio. Los cuadrantes
representan: porcentajes de células que
sufren apoptosis temprana (Anexina+/IP-),
cuadrante inferior derecho; de células
apoptoticas muertas o apoptéticas tardias
(Anexina+/IP+), cuadrante superior
derecho; y de células no apoptoéticas
muertas o necroticas  (Anexina-/IP+),
cuadrante superior izquierdo. (4bajo) las
células se marcaron con Ioduro de Propidio
(IP) y se sometieron a analisis por
citometria de flujo para determinar la
poblacion de células en subG1. Se muestran
las  distribuciones obtenidas de un
experimento tipico.

En la primera etapa de la tesis demostramos que la induccidén de apoptosis en
ausencia de glucosa en hepatocitos es mediada por la activacion de PKA, la cual
contribuye a la produccion mitocondrial de ROS, siendo este evento el desencadenante
de dicha apoptosis. En esta etapa, analizamos si PKA contribuia a la produccion de

ROS en células HepG2. En concordancia con los estudios en hepatocitos, la activacion
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de PKA con dbAMPc en células HepG2 indujo un aumento significativo en los niveles
de ROS, y la inhibicién de esta quinasa con H89 previno el aumento en dichas especies
inducido por la ausencia de glucosa (Figura 5.2.13). Esto nos permiti6 inferir, que al
igual que como ocurre en hepatocitos primarios, PKA contribuye a la produccion de
ROS durante la ausencia de glucosa. Sin embargo, esta prevencion en el aumento de los
niveles de ROS con H89 no fue suficiente para prevenir la apoptosis inducida por la
restriccion de glucosa. Esto indica que PKA no es la Unica quinasa que determina el
destino celular durante la restriccion de glucosa en estas células, sino que es parte de
otros eventos que conforman un escenario mas complejo que en las células no

proliferantes.
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Figura 5.2.13. Induccién de estrés oxidativo en células HepG2 incubadas en ausencia de glucosa. Las células
HepG2 fueron incubadas 6 horas en presencia (C) y ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM, con o sin dbAMPc 100 uM
(dbAMPc) y con o sin H89 1 uM. Las células fueron cargadas con DCFH-DA (5 uM) durante 30 minutos, y
posteriormente fueron lavadas, fijadas con PFA 4 %, y tefiidas con DAPI. Se obtuvieron imagenes por microscopia
de fluorescencia y las mismas fueron analizadas con el programa Image J, con el cual se cuantifico la densidad de
fluorescencia verde intracelular (correspondiente al producto oxidado fluorescente, DCF). Los valores representan
la media + el error estandar de 3 experimentos. *P < 0,05 vs C.

(% vs C)

5.2.2.2. Efecto de la activacion de AMPK y PKA sobre la progresion del ciclo

celular en células HepG2 privadas de glucosa

La restriccion de glucosa conduce a la activacion de AMPK (243,244), hecho
que corroboramos en nuestro modelo (ver arriba). Dado que la activacion de AMPK

puede inducir arresto de la proliferacion (132-134), evaluamos el estado del ciclo
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celular en las células HepG2 en los distintos grupos experimentales. Para ello
analizamos la distribucion de las células en el ciclo celular luego de 36 horas de los
respectivos tratamientos.

Observamos que, al igual que la restriccion de glucosa, la activacion de AMPK
llevé a un arresto en fase G¢/G1, y a una disminucién significativa en el nimero de
eventos en fase S. Sin embargo, no vimos un efecto aditivo en el arresto de la
proliferacion al combinar AICAR con restriccion de glucosa. Por otro lado, tanto la
activacion como la inhibicion de PKA no indujeron ningln efecto en la progresion del

ciclo celular (Figura 5.2.14).
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Figura 5.2.14. Efecto de los tratamientos sobre la distribucién de las células HepG2 en el ciclo celular. Las
células HepG2 fueron incubadas 36 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM, con o sin dbAMPc
100 pM (dbAMPc), con o sin H89 1 uM (H89) y con o sin AICAR 1 mM (AICAR). Las células se fijaron con etanol
70 % en frio, se lavaron con PBS y se marcaron con Ioduro de Propidio (IP) y se sometieron a analisis por citometria
de flujo. Izquierda, se muestran las distribuciones obtenidas de un experimento tipico. Los resultados se analizaron
con los programas WinMDi y Cylchred para obtener los respectivos porcentajes. Derecha, se muestran los resultados
como graficos de barras, las cuales representan la media del porcentaje de la poblacion celular en las fases G0/G1 y S
+ el error estandar de al menos 3 experimentos. *P <0,05 vs. C.
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Se ha sido descripto que, en células HepG2, AMPK senaliza el arresto del ciclo
celular via induccion de p53 y p21 (133), por lo tanto analizamos la expresion de dichas

proteinas luego de 36 horas de incubacion en las distintas condiciones.
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Figura 5.2.15. Inducciéon de inhibidores del ciclo celular. Las células HepG2 fueron incubadas 36 h en
presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM, con o sin dbAMPc 100 uM (dbAMPc) y con o sin AICAR 1
mM (AICAR). Se obtuvieron lisados celulares y se analizaron los niveles de las proteinas p53 y p21 por Western
blotting. La proteina} actina fue utilizada como control de carga. Las barras representan la media + el error

estandar de al menos 3 experimentos. *P <0,05 vs. C.

Nuestros resultados demostraron que tanto la ausencia de glucosa como la
activacion de PKA y de AMPK indujeron la expresion de p53 y p21 (Figura 5.2.15).
Por el contrario, la presencia de H89 no indujo cambios en la expresion de estas
proteinas (no mostrado). Por lo tanto, tomando en conjunto estos resultados y el analisis
de la distribucion de las células en el ciclo celular, podemos concluir que tanto la
ausencia de glucosa como la activacion de AMPK inducen arresto del ciclo celular
asociado a un aumento en los niveles proteicos del inhibidor p21. La disminucion en el
numero de células viables durante dichos tratamientos se debe, entonces, tanto a la
activacion apoptotica como al arresto de la proliferacion.

Por otro lado, el aumento de p21 inducido por dbAMPc podria explicarse por su
activacion trancripcional mediada indirectamente por el factor CREB (del inglés cAMP-
reponsive element-binding protein), el cual es fosforilado y activado por PKA

(246,247). Sin embargo, esta elevacion en los niveles de p21 en presencia de dbAMPc
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no se acompafia de un arresto en la proliferacion, que se postula depende de su
localizacion nuclear (248). Es probable que la localizacion y/o contexto de p21 en esta
condicion de modulacion por AMPc-PKA no propicie/n sus efectos nucleares como

inhibidor de la duplicacion del ADN y del ciclo celular.

5.2.3. Interaccion entre las vias de sefializacion de PKA y AMPK en la regulacion

de la supervivencia ante la restriccion de glucosa

Aun cuando se conoce que los sistemas de sefializacion de AMPc/PKA modulan
muchas de las rutas metabdlicas que también son reguladas por el sistema de AMPK,
nada se sabe hasta ahora del rol que este cruce entre vias de sefalizacion puede tener
sobre la regulacion de la supervivencia y proliferacion celular. Por lo tanto, como
siguiente etapa de estudio, nos propusimos estudiar la posible interaccion entre ambas
vias de sefializacién en la regulacion de la supervivencia y proliferacion ante estrés
nutricional en células HepG2.

Primeramente evaluamos el efecto de la coactivacion de PKA y AMPK sobre la
muerte celular. Para ello se agregaron al medio de cultivo ambos activadores (dbAMPc
+ AICAR) en presencia y ausencia de glucosa y se evalud la activacion de apoptosis a
las 36 horas mediante la tincién con Anexina/IP, la estimacion de la poblacion subGl
por tincién con IP y la liberacion de citocromo c a citosol (Figura 5.2.16). A partir de
los resultados obtenidos se pudo observar que la combinacion de ambos activadores no
tuvo ningun efecto apreciable sobre la induccion de apoptosis (Figura 5.2.16), siendo el
porcentaje de apoptosis alcanzado al combinar ambos activadores similar a la condicion

que provocaba mayor muerte apoptotica, lograda con el tratamiento con AICAR.
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Figura 5.2.16. Efecto de la activacion simultinea de PKA y AMPK sobre la muerte apoptética. Las células
HepG2 fueron incubadas 36 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM, con o sin dbAMPc 100 uM
(dbAMPc) y con o sin AICAR 1 mM (AICAR). (A), las células fueron tefiidas con Anexina V-FITC (FITC) y con
Ioduro de Propidio (PI) y se determinaron los porcentajes de células apoptoticas (FITC+) y células muertas (PI+)
mediante analisis de citometria de flujo. La figura muestra datos crudos de deteccion de fluorescencia verde (FITC)
y roja (PI) para los distintos grupos en un experimento tipico. (B) Las células se fijaron con etanol 70 % en ftio, se
lavaron con PBS, se marcaron con Ioduro de Propidio (IP) y se sometieron a analisis por citometria de flujo para

determinar la poblacion de células en subG1. Se muestran las distribuciones obtenidas de un experimento tipico. (C)
Se obtuvieron fracciones citosolicas y se analizaron los niveles de la proteina Citocromo ¢ por western blot. La
proteina B Actina fue utilizada como control de carga. Las barras representan la media + el error estandar de al
menos 3 exnerimentos. *P <0.05 vs. C.

Seguidamente evaluamos el efecto de la coactivacion de PKA y AMPK sobre la

distribucion del ciclo celular luego de 36 horas de tratamiento.
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Figura 5.2.17. Efecto de los tratamientos sobre la distribucion de las células HepG2 en el ciclo celular. Las
células HepG2 fueron incubadas 36 horas en presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM, con o sin dbAMPc
100 uM (dbAMPc) y con o sin AICAR 1 mM (AICAR). Las células se fijaron con etanol 70 % en frio, se lavaron con
PBS y se marcaron con loduro de Propidio (IP) y se sometieron a analisis por citometria de flujo. (4rriba) Se muestran

las distribuciones obtenidas de un experimento tipico. Los resultados se analizaron con los programas WinMDi y
Cylchred para obtener los respectivos porcentajes de la poblacion celular en las fases Go/G1, S Y G2/M. (4bajo) Las
barras representan la media + el error estandar de al menos 3 experimentos del porcentaje de cambio respecto a células
controles. *P < 0,05 vs AICAR y AICAR Glc0.

La presencia de dbAMPc previno aproximadamente en un 50 % el arresto en

fase Go/G1 inducido por AICAR vy paralelamente aumentd parcialmente el nimero de

eventos en fase S (Figura 5.2.17).
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También evaluamos el efecto del tratamiento con dbAMPc sobre la induccion de
p53 y p21 por AICAR (Figura 5.2.18). En concordancia con lo observado en la
distribucion de las células en el ciclo celular, observamos que la presencia de dbAMPc
previno el aumento en la expresion de p21 inducida por AICAR, tanto en presencia
como en ausencia de glucosa (AICAR: 267,7 + 46,3 %*, dbAMPc AICAR: 104,6 +
28,1 %", AICAR Glc0: 197,5 + 30,1 %*, dbAMPc AICAR GlcO: 82,2 + 15,1 %",
Control: 100 %, *p < 0,05 vs Control, “p < 0,05 vs AICAR y AICAR Glc0). En otras
palabras, observamos que el tratamiento con ambos activadores combinados previno los
aumentos en los niveles proteicos de p21 que era capaz de inducir cada activador por si
solo. Esto puede deberse no solo al efecto directo de PKA sobre AMPK, sino también a
la superposicion de ambas quinasas en la modulacion de CREB. En efecto, en células
HepG2 ha sido descripto que AMPK regula negativamente la actividad de CREB
(249,250). Asi, en la resultante de estas diferentes vias de regulacion preponderaria la

supresion del aumento en los niveles proteicos de p21.
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Figura 5.2.18. Induccion de inhibidores del ciclo celular. Células HepG2 fueron incubadas 36 horas en
presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM, con o sin dbAMPc 100 uM (dbAMPc) y con o sin AICAR 1
mM (AICAR). Se obtuvieron lisados celulares y se analizaron los niveles de las proteinas p53 y p21 por western
blot. La proteina B Actina fue utilizada como control de carga. Las barras representan la media + el error estandar
de al menos 3 experimentos. *P <0,05 vs. C. #P <0,05 vs AICAR y AICAR GlcO0.
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En el caso de p53, observamos un comportamiento de prevencion por dbAMPc
similar pero no tan marcado como al obtenido para p21, y solamente manifiesto en
condiciones de deprivacion de glucosa (AICAR GIcO: 852,4 + 412.4 %*, dbAMPc
AICAR Glc0: 423,4 + 176,6 % vs Control: 100 %).

En conjunto, nuestros hallazgos sugirieron la existencia de una interaccion entre
las vias de sefializacion de PKA y AMPK en la regulacion de la supervivencia celular.
Especificamente, la activacion de PKA bloque6 el aumento de la expresion de proteinas
supresoras del ciclo celular reguladas por AMPK, lo que se correlacion6 con una

prevencion parcial del efecto de arresto del ciclo celular en GO/G1 inducido por AMPK.

5.2.3.1. Regulacion de AMPK por PKA

Como comentamos antes, la activacion de AMPK es controlada a través del sitio
principal de fosforilacion, Thr172, localizado en la subunidad a. La fosforilacion de este
sitio es esencial para su actividad y puede ser catalizada por varias Thr172-AMPK
quinasas (128). Han sido identificados otros sitios de fosforilacion regulatorios de la
actividad de AMPK. En algunos casos la fosforilaciéon en estos residuos regula la
fosforilacion en la Thr172, modulando, de esta forma, la activacion de AMPK. PKA es
una de estas quinasas capaces de fosforilar y regular tanto negativamente (129) como
positivamente (149) la actividad de AMPK.

Evaluamos el efecto de la activacion/inhibicion de PKA en las distintas
condiciones, sobre los niveles de la subunidad AMPKa fosforilada en la treonina 172
(Figura 5.2.19-20). Los resultados mostraron que la presencia de dbAMPc disminuyo la
fosforilacion de AMPK, apagando completamente la activacion de la misma inducida
por AICAR en presencia y en ausencia de glucosa (Figura 5.2.19). Cabe aclarar que no
se observaron cambios estadisticamente significativos en los niveles proteicos de
AMPK durante los tratamientos. Por otro lado observamos el efecto contrario al incubar
simultaneamente a las células con AICAR vy el inhibidor de PKA, H89 (Figura 5.2.20).
La inhibicion de PKA potenci¢ el efecto de AICAR en la activacion de AMPK.
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Figura 5.2.19. Activacién de AMPK. Las células HepG2 fueron incubadas 36 horas en presencia (C) o ausencia
(Glc0) de glucosa 25 mM, con o sin dbAMPc 100 uM (dbAMPc) y con o sin AICAR 1 mM (AICAR). Se
obtuvieron lisados celulares y se analizaron los niveles de AMPK fosforilada en Thr172 y AMPK total por
western blot. La proteina B Actina fue utilizada como control de carga. Las barras representan la media + el error
estandar de al menos 3 experimentos. *P <0,05 vs. C.

AMPK-P (TRr172) o i e atll
AMPK «iilF - aame e

G TUDBUIING o — — c— Figura 5.2.20. Efecto de Ila
inhibicion de PKA sobre Ila
activacion de AMPK. Las células

3500 HepG2 fueron incubadas 36 horas en

* presencia de glucosa 25 mM (C) con
2000 o sin AICAR 1 mM (AICAR) y con o
sin H89 1 yM (H89). Se obtuvieron
~ lisados celulares y se analizaron los
~ 5 2500 niveles de AMPK fosforilada en
cE Thr172 y AMPK total por Western
= 8 2000 blotting. La proteina o Tubulina fue
o utilizada como control de carga. Las
E z 1500 barras representan la media + el error
= & estandar de al menos 3 experimentos.

< 1000 *P <0,05 vs. C.

500 *
0

AICAR
H89
AICAR HB9

108



Resultados y Discusion

Por lo tanto podemos concluir que PKA regula negativamente la activacion de
AMPK en células HepG2 deprivadas de glucosa.

PKA puede regular en forma negativa los niveles de fosforilacion en la Thrl72
de AMPK por distintos mecanismos: inhibicion alostérica de la fosforilacion en Thr172,
o activacion de la defosforilacion de ese residuo. Al respecto, existen al menos tres
sitios en la subunidad o, alSer485 (129,251), alSer497 (129) y alSer173 (149), que
pueden ser fosforilados por PKA. Por otro lado, la fosforilacion en la Thr172 también
esta sujeta a regulacion por PP2A, la cual es activada por fosforilacion por PKA (150).
El siguiente paso fue entonces evaluar la fosforilacion directa de AMPK por PKA.

Para detectar la fosforilacion directa de AMPK por PKA, inmunoprecipitamos
AMPK a partir de lisados totales de células incubadas 24 horas en condiciones
activadoras e inhibitorias de PKA. Utilizamos este tiempo de tratamiento porque
consideramos que la fosforilacion de AMPK deberia ser un evento previo a los efectos
sobre la supervivencia y proliferaciéon anteriormente demostrados. A partir de estos
inmunoprecipitados se evalud la presencia de AMPK y de AMPK fosforilado por PKA
mediante western blot.

La deteccion de residuos fosforilados fue realizada utilizando el anticuerpo ya
descripto en otras partes de esta tesis que reconoce las formas fosforiladas de serinas y

treoninas que son sustratos de PKA (RXXS/T(P)) (199).

Control Glco dbAMPc dbAMPc H89

glc0 glcO

AMPK fosforilada en ——— 100 % 160 % 195 % 179 % 115 %
RXXS/T-P / AMPK total
% vs Control

Figura 5.2.21. Fosforilacion directa de AMPK por PKA. Las células HepG2 fueron incubadas 24 horas en
presencia (C) o ausencia (Glc0) de glucosa 25 mM, con o sin dbAMPc 100 pM (dbAMPc) y con o sin H89 1
pM (H89). Obtuvimos lisados celulares e inmunoprecipitamos AMPK a partir de cantidades equivalentes de
proteinas. Se determinaron los niveles de de AMPK y de residuos RXXS/T-P en los distintos
inmunoprecipitados por western blot. La figura muestra un experimento tipico representativo de 3
experimentos.

De estos resultados podemos asegurar que en nuestras condiciones de trabajo se

detecta AMPK fosforilada por PKA en las células HepG2. Ademas, durante la
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incubacion en medio libre de glucosa AMPK present6 mayores niveles de fosforilacion.
La activacion de PKA con dbAMPc también indujo mayores niveles de fosforilacion de
AMPK, confirmando que en estas cé¢lulas AMPK es blanco de fosforilacion de PKA.
Por el contrario, la incubacion con H89 previno parcialmente el aumento en los niveles
de fosforilacion de AMPK durante la ausencia de glucosa (Figura 5.2.21).

Por lo tanto podemos concluir que, en células HepG2, PKA regula
negativamente la activacion de AMPK por la fosforilaciéon directa de residuos
especificos en la subunidad o de AMPK. Estos resultados son consistentes con los

hallados en otros tipos celulares y contextos metabdlicos (129,149,251).
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5.2.6. Discusion

En células sometidas a un estrés nutricional, una red de quinasas tales como
AMPK/Snfl, mTOR, PKA y Akt controlan la actividad de proteinas de defensa a estrés,
reguladores del ciclo celular, proteinas pro y anti apoptdticas, complejos respiratorios,
etc. (87). Esta compleja red de sefalizacion regula diferencialmente la viabilidad en
respuesta a la disponibilidad energética de la célula dependiendo del tipo celular (88).

Las células normales con una funcién mitocondrial intacta pueden usar en forma
efectiva glucosa y otros intermediarios metabolicos para generar ATP a través del ciclo
de los acidos tricarboxilicos y la fosforilacion oxidativa en la mitocondria. Sin embargo,
la habilidad de las células tumorales para usar la maquinaria respiratoria mitocondrial se
encuentra comprometida. Estudios bioquimicos y moleculares sugieren distintos
mecanismos por los cuales esta alteracion metabolica podria evolucionar durante el
desarrollo del céncer. Estos mecanismos incluyen defectos y mal funcionamiento
mitocondrial, adaptacion a microambientes hipdxicos, sefializacidon oncogénica, y
expresion anormal de enzimas metabolicas. Esto fuerza a las células de cancer a
aumentar su actividad glucolitica para mantener suficiente generacion de ATP. Como
consecuencia, las células tumorales exhiben una alta tasa de glucoélisis aun en presencia
de oxigeno. Este fendmeno es considerado como una de las alteraciones metabdlicas
mas importantes durante la transformacion maligna. Se postula que esta adaptacion
metabolica eventualmente vuelve a las células tumorales altamente adictivas y
dependientes de la via glucolitica, y las convierte en vulnerables a la inhibicion de esta
via. Esta elevada dependencia de las células de cancer a la via glucolitica para la
generacion de ATP proporciona una base bioquimica para el disefio de estrategias
terapéuticas para matar preferencialmente células tumorales por inhibicion
farmacoldgica de la glucolisis (88,161). Es también interesante que estas diferencias
fundamentales entre células normales y transformadas en el metabolismo de glucosa son
usadas clinicamente para obtener imagenes de tejidos cancerosos (175). Recientemente
se ha propuesto un nuevo método no invasivo para evaluar la captacién de glucosa in
vivo, que se basa en la obtencion de imadgenes por resonancia magnética y permite la
captacion de glucosa no marcada. Esta técnica puede distinguir tipos de tumores con

diferentes caracteristicas metabolicas y fisiopatoldgicas (252).
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La glucosa junto con algunos aminoécidos son también utilizados para producir
acidos nucleicos a través de la via de las pentosas fosfatos. Los intermediarios
glucoliticos y del ciclo de los acidos tricarboxilicos son utilizados para producir acidos
grasos y aminoacidos no esenciales. Asi, la glucoélisis aerdbica permite a las células
tumorales satisfacer sus requerimientos biosintéticos y promueve la proliferacion celular
(253).

En esta segunda parte de la tesis nos propusimos caracterizar algunos aspectos
de la regulacion de la supervivencia de células de hepatocarcinoma humano
HepG2/C3A ante la falta de glucosa, y analizar el posible rol regulatorio de AMPK y
PKA en este proceso.

En primer lugar, mostramos que las células HepG2 resultan muy sensibles a la
falta de glucosa: desde las 12 horas de tratamiento el ntimero de células viables
disminuye en un 30 %, y a las 36 horas esta pérdida de células viables llega a un 71 %.
Seguidamente, describimos que la ausencia de glucosa en células HepG2 induce
activacion apoptodtica a partir de las 12 horas de tratamiento, que a las 36 horas es
simultdnea a una muerte por necrosis primaria. Al respecto, otros autores han descripto
que la falta de glucosa en células HepG2 es capaz de inducir necrosis mediada por la
activacion de caspasa 8 en forma independiente de receptor de muerte (241). Por otro
lado, otro grupo ha observado que la falta de glucosa durante 48 horas produce en estas
células pérdida de viabilidad asociada a activacion apoptotica (214). En general, en
distintas células tumorales se ha constatado muerte apoptotica inducida por deprivacion
de glucosa (254-256). En nuestras manos, detectamos que ambos tipos de muerte
parecen ocurrir en paralelo en estas células.

Dado que en las células tumorales tanto la supervivencia como la proliferacion
estan altamente reguladas por la presencia de glucosa, analizamos también la progresion
del ciclo celular durante la restriccion de esta fuente de carbono. Nuestros resultados
indicaron que la ausencia de glucosa provoca el arresto de la proliferacion en fase
Go/G1 del ciclo celular con la consiguiente disminucion del numero de células en fase
S.

Por otro lado, al igual que en hepatocitos primarios, demostramos que la
ausencia de glucosa induce un aumento precoz en los niveles de especies reactivas del

oxigeno, a partir de las 6 horas de tratamiento. En concordancia con nuestros resultados,
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Lee y colaboradores demostraron que la falta de glucosa en células HepG2 induce la
acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y un concomitante aumento en la
expresion de la enzima antioxidante hemo oxigenasa-1(HO-1) representando una
importante respuesta adaptativa de supervivencia al estrés oxidativo (214). En diferentes
lineas celulares tumorales se ha demostrado que la restriccion de glucosa, ademas de
reducir la proliferacion e inducir muerte celular, fuerza a las células a cambiar de un
metabolismo glucolitico a un metabolismo respiratorio. La inhibicion del complejo I de
respiracion, asociado con una estimulacion de la respiracion inducida por la restriccion
de glucosa, induce muerte celular por necrosis. De esta manera, la estimulacion de la
actividad de la cadena respiratoria mitocondrial, en medio libre de glucosa, vuelve a las
células de cancer mas sensibles a inhibidores de la fosforilacion oxidativa (115). Estos
autores proponen que la estimulacion de la actividad mitocondrial durante la restriccion
de glucosa exacerba el aumento en la produccion de especies reactivas del oxigeno en
las células tumorales, como consecuencia de la disfuncionalidad de su sistema
respiratorio (115). Por otro lado, debido a la sefializacién oncogénica, a la elevada
actividad metabdlica y al mal funcionamiento mitocondrial, las células de cancer
presentan una condicion cronica de estrés oxidativo, constituyendo este fenotipo otra
caracteristica bioquimica de las células tumorales (257). Por lo tanto seria de esperar
que, en comparacion con las células normales, estas células tengan menos proteccion
contra las ROS durante la deprivacion de glucosa, lo que resultaria en una citotoxicidad
selectiva y en una sensibilizacion de las células de cancer a agentes que inducen estrés
(175). Recientemente se ha demostrado que hay tirosina quinasas capaces de promover
glucolisis aerobica en células tumorales. En células de sarcoma y melanoma, que
dependen altamente de glucosa para su supervivencia, la ausencia de este carbohidrato
induce el aumento en la sefalizacion por tirosina quinasa y generacion de ROS; y
ambos procesos sinergizan para amplificar los niveles de ROS, lo que finalmente resulta
en muerte celular mediada por ROS (258).

La activacion de AMPK en ausencia de glucosa ha sido observada en tipos de
células muy diversos como timocitos y células derivadas de osteosarcoma, U20S
(135,143), células madres neuronales (NSCs) (136), células de carcinoma de colon,

HCT116 (142), e incluso en células HepG2 (243,244), entre otras. En concordancia con
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esto, nuestros resultados demostraron que AMPK también se encuentra mas activa en
ausencia de glucosa en nuestras condiciones de trabajo.

La activacion de AMPK induce la acumulacion y estabilizacion de p53, lo que
lleva al aumento de los niveles del inhibidor p21 y al consiguiente arresto del ciclo
celular y, a la vez, puede estimular la expresion de genes pro-apoptodticos y conducir a
apoptosis (88). Consistente con la activacion de AMPK en ausencia de glucosa,
observamos un aumento en los niveles proteicos de su blanco p53 y en los niveles de
p21. Esto sugiere que el arresto de la proliferacion durante la ausencia de glucosa en
células HepG2 es mediado por el aumento en los niveles proteicos del inhibidor del
ciclo celular, p21. Por su parte, la activacion de apoptosis posiblemente esté también
asociada a la activacion de p53 y a la induccidon de sus genes blanco pro-apoptoticos
(Bax, Puma, Noxa, etc). Recientemente, también se ha asociado a p53 con la induccion
de necrosis en condiciones de estrés oxidativo en células de fibroblastos embrionarias
de raton y en lineas celulares colorectales y de cancer de mama humanas (259). Seria
interesante discriminar la contribucion de p53 a la muerte celular observada en células
HepG2, asi como la evaluacion de otras proteinas pro-apototicas cascada abajo. En este
sentido es importante mencionar que existen otras vias de activacion de pS3 en ausencia
de glucosa independientes de AMPK. En diferentes lineas celulares y células de origen
primario se demostrd6 que durante la ausencia de glucosa la enzima malato
deshidrogenasa nucleocitoplasmatica (una enzima metabdlica del ciclo de los acidos
tricarboxilicos) se une y activa a p53, regulando asi el arresto del ciclo celular y la
apoptosis dependiente de p53 durante la restriccion de glucosa (260). Por otro lado, el
aumento en los niveles de ROS inducido por la falta de glucosa puede llevar también a
la activacion de p53 independientemente de AMPK (231-233). Existe también una
regulacion inversa p53-ROS, descripta en células de musculo liso humanas, en donde la
sobreexpresion de p53 induce apoptosis por una via dependiente de la produccion de
ROS (86).

En células madres neuronales (NSCs), por ejemplo, la ausencia de glucosa
induce la activacion de AMPK provocando arresto del ciclo celular en fase Go/Gl y
supresion de la proliferacion, sin inducir muerte por apoptosis ni necrosis (136). Por el
contrario, la ausencia de glucosa en timocitos y en células derivadas de osteosarcoma

U20S induce activacion de AMPK y apoptosis dependiente de p53 (143). Resulta, pues,
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muy interesante el hecho de que ambos mecanismos, es decir apoptosis y arresto de la
proliferacion, se activen simultaneamente ante la falta de glucosa en las células que
estudiamos, HepG2, haciéndolas particularmente sensibles a este estrés energético.

Por otro lado, estudiamos el efecto de la activacion exdgena de AMPK en la
regulacion de la supervivencia en células HepG2. Observamos que la activacion de
AMPK mediante el tratamiento con su activador AICAR, provocd una pérdida
significativa de la viabilidad a partir de las 36 horas de tratamiento, la cual estuvo
asociada a la induccidon de apoptosis y a un arresto del ciclo celular en fase Gy/Gl1,
ambos eventos se asociaron al aumento en los niveles proteicos de p53 y p21, de
manera similar a lo observado durante la ausencia de glucosa. Otros autores, también
demostraron que el tratamiento de células HepG2 con AICAR durante 72 horas suprime
casi completamente el crecimiento celular disminuyendo notablemente la poblacion
celular en fase S, sin embargo ellos no registraron procesos de muerte celular (133). Si
bien es posible que esto sea producto de variaciones en los clones celulares o aun en las
condiciones experimentales, la divergencia puede también atribuirse a la sensibilidad de
la metodologia para detectar muerte celular, ya que estos autores descartan la existencia
de ésta solo basandose en la deteccion mediante el ensayo de exclusion con Azul de
Tripan. En concordancia con nuestros hallazgos, la activacion prolongada de AMPK
con el activador AICAR en células de hepatocarcinoma de rata FTO2B y la
transduccién adenoviral de hepatocitos normales con una forma constitutivamente
activa de AMPK induce apoptosis en dichas células (144). También ha sido descripto
recientemente que, tanto en células HepG2 como en células HuH-7, la activacion de
AMPK con canabinoides, via la quinasa CaMKK2, reduce la viabilidad sobre todo por
induccion de autofagia, comprobandose también dicho efecto en los tumores
desarrollados al implantar células de hepatocarcinoma en ratones (261).

En esta parte de nuestro estudio aportamos evidencia que indica que, en células
HepG2, la activacion de AMPK con AICAR en ausencia de glucosa produce una
disminucién en el ntimero total de células viables significativamente mayor que la
inducida por cada tratamiento por separado. Esta adicion en el efecto antitumoral no
parece deberse a un aumento del arresto celular. Si encontramos una tendencia
apreciable de aumento de la apoptosis con la combinacion AICAR vy restriccion de

glucosa, que no fue estadisticamente significativa. Es probable que la muerte apoptdtica,
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y aun la necroética, hayan sido subestimadas debido a las limitaciones en la deteccion
citométrica, como ya discutimos en la primera parte.

Algunos estudios también involucran a PKA en la regulacion de la supervivencia
y apoptosis a diferentes niveles, teniendo roles tanto pro- como anti- supervivencia
(102,104,219). También se han descripto efectos de PKA en la progresion del ciclo
celular (245). Nos propusimos entonces caracterizar el posible rol de PKA en la
regulacion de la supervivencia y del ciclo celular durante el estrés energético en células
HepG2. En primer lugar, demostramos que, al igual que lo observado en cultivo de
hepatocitos normales, la restriccion de glucosa indujo activacion de PKA. Nuestros
resultados también indican que la activacion de PKA provoca un aumento en los niveles
de ROS en células HepG2, y, en el mismo sentido que lo demostrado en hepatocitos, la
inhibicién de PKA previene completamente el estrés oxidativo inducido por la falta de
glucosa. Esto indica que PKA contribuye a la produccion de ROS en ausencia de
glucosa en células HepG2. Al igual que lo demostrado en hepatocitos, y debido a los
numerosos blancos de PKA presentes en la cadena respiratoria mitocondrial, es posible
que PKA active la produccion de ROS, y que lo haga modulando la actividad de algin
complejo respiratorio. Se requeriran estudios adicionales para determinar si esto es asi
en HepG2 como en hepatocitos normales. En cualquier caso, a diferencia de lo
observado en hepatocitos, la prevencion del aumento de ROS al inhibir PKA en células
HepG2, no fue suficiente para suprimir la apoptosis inducida por la falta de glucosa.
Esto refleja la existencia de una superposicion de efectos y la configuracion de una red
de regulacion de la supervivencia mas compleja en células HepG2 durante la ausencia
de glucosa.

Demostramos, ademds, que la activacion de PKA induce apoptosis, y un
aumento simultdneo de los niveles proteicos de p53. Con lo cual el mecanismo ROS-
p53, ya discutido anteriormente, puede contribuir, al menos en parte, a la activacion
apoptotica. Estudios con inhibidores de la produccion de ROS (e.g. TEMPOL), por un
lado, como con inhibidores de p53 (e,g. pifithrin-a), por el otro, podrian ser ttiles para
comprobar una posible relacion causa efecto entre estos eventos en la activacion
apoptdtica. Al respecto, recientemente se ha demostrado que el aumento en la

sefnalizacion AMPc/PKA por catecolaminas en fibroblastos embrionarios de ratén y en
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células de carcinoma de pulmén LK-2, induce apoptosis dependiente de p53 via la
regulacion de la transcripcion de las BH3-only Puma y Noxa (262).

Por otro lado, al activar PKA no observamos efectos sobre la progresion del
ciclo celular, aun cuando en estas condiciones se produce un marcado aumento en los
niveles proteicos del inhibidor del ciclo celular p21. Este aumento de p21 inducido por
dbAMPc podria explicarse por efectos atribuidos a CREB (del inglés cAMP-reponsive
element-binding protein) fosforilado por PKA. La actividad transcripcional de p53 es
afectada por la proteina coactivadora CBP (del inglés CREB-binding protein). Al ser
fosforilado por PKA, CREB induce la asociacion de p53 con CBP y el reclutamiento de
las mismas a promotores dependientes de p53. Dicho complejo proteico aumenta
enormemente la actividad transcripcional de p53 con el consiguiente aumento de p21 y
otros genes blancos (246,247). Sin embargo, en nuestros hallazgos esta elevacion en los
niveles de p21 en presencia de dbAMPc no se asocia a un arresto del ciclo celular, lo
cual podria deberse a que el rol como inhibidor del ciclo celular de p21 depende de su
localizacion nuclear (248). En su localizacion citoplasmatica p21 puede tener roles
duales. Comunmente se reconoce su rol anti-apoptdtico por inhibir caspasas, sin
embargo p2l también puede promover apoptosis por mecanismos menos aclarados.
Dependiendo del contexto, p21 puede inducir efectores pro-apoptdticos como Bax o
miembros de la familia TNF, como asi también a p53 (21). En hepatocitos normales,
justamente, ha sido reportado un efecto pro-apoptotico de p21 provocado por los acidos
biliares a través del aumento de los niveles proteicos de p53 (263). Ademas se ha
demostrado que en ciertos tipos celulares la sobreexpresion prolongada de p21 induce
muerte apoptotica acompanada por un aumento de ROS (264). En nuestro escenario,
dbAMPc induce apoptosis, a la vez que se hallan aumentados los niveles de p53-p21,
por lo que es factible que esta muerte celular sea en parte atribuible a esto. Resta
esclarecer la localizacion subcelular de p21 en esta condicion y el rol que la misma
podria tener en la induccion de apoptosis mediada por la activacion de PKA en estas
células.

Hasta aqui, concluimos que la restriccion de glucosa en células HepG2 provoca
un aumento en la sefializacién de las proteinas quinasas PKA y AMPK, y ambas
proteinas actuan sinérgicamente en la induccion de muerte celular. Ademas, la ausencia

de glucosa disminuye la proliferacion celular a través de la induccion de p53-p21.
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Resulta muy interesante el hecho de que la activacion farmacologica de AMPK en
ausencia de glucosa reduce enormemente la viabilidad celular. Esto puede ser util para
el disefio de estrategias terapéuticas que combinen la restriccion de hidratos de carbono
con el suministro de activadores de AMPK. Actualmente AICAR se encuentra en fase
de ensayo clinico I/II, siendo utilizado en pacientes con leucemia linfocitica cronica.
Debe destacarse que en las células de estos pacientes, AICAR induce apoptosis por un
mecanismo independiente de AMPK y p53, en el que involucra la induccién de la
expresion de Bim y Noxa. Esto es muy importante ya que muchas formas de este tipo de
cancer presentan mutaciones en el gen P53, y constituyen los canceres con peores
pronosticos (265). Entre otros potenciales agentes antitumorales capaces de activar
AMPK podemos mencionar a la metformina, una droga ampliamente usada con accion
antidiabética, la fangquinolina y los canabinoides A’-THC y JWH-015, entre otros (140,
141,261,266).

Existen conexiones entre las vias de sefializacion de PKA y AMPK en musculo,
higado y tejido adiposo, ya que dichas proteinas regulan, en muchos casos, las mismas
vias metabolicas de carbohidratos, lipidos, y metabolismo de proteinas. Ademas, en
algunos de estos tejidos, se comprobo6 la regulacion de AMPK por fosforilacion directa
por PKA. Especificamente, en adipocitos, PKA se asocia con AMPK y fosforila a
AMPKal en la Ser173 impidiendo, de esta forma, la fosforilacion en la Thr172 por
LKBI1 y la consiguiente activacion de AMPK en respuesta a sefiales lipoliticas. De esta
forma la regulacion de la actividad de AMPK por PKA cumple un rol importante en la
regulacion de la lipdlisis (149). Contrariamente, existen trabajos que demuestran en
estas mismas células, que los estimulos que elevan los niveles intracelulares de AMPc
inducen un aumento en la actividad/fosforilacion de AMPK (267). Otros trabajos han
descripto que en las lineas celulares INS-1, en células embrionarias de fibroblasto de
raton y en células COS, la actividad de AMPK disminuye en respuesta a agentes que
elevan AMPc debido a la fosforilacion mediada por PKA de al menos dos sitios en la
subunidad o, alSerd485 y a2Ser491, lo que impide la fosforilacion activadora en la
Thr172 (129). Otros autores describen, en células de origen pancreatico MING, la
fosforilacion por PKA de los residuos alSer485/a1Ser497 de AMPK, pero la misma no
afecta la fosforilacion de la Thr172. Estas fosforilaciones por PKA y la fosforilacion de

Thr172 responden en forma inversa a la presencia de glucosa (251). Es importante
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mencionar que la activacion de AMPK también puede ser regulada por fosfatasas que
desfosforilan la Thr172 llevando a su inactivacion (130,131). Una de estas fosfatasas, la
PP2A, es fosforilada y activada por PKA, lo cual establece una posible regulacion
indirecta de AMPK por PKA (150). A pesar de estas evidencias de interconexion entre
PKA y AMPK, hasta el momento no existen trabajos que hayan estudiado la interaccién
entre ambas en la regulacion de la supervivencia celular.

De acuerdo a nuestros resultados, existe una interaccion entre las vias de
senalizacion de AMPK y PKA en la regulacién de la progresion del ciclo celular en
células HepG2. Observamos que la activacion de PKA previene parcialmente el arresto
de la proliferacion inducido por la estimulacion de AMPK, y dicho efecto se asocia a
una marcada disminucion en los niveles proteicos de p21. Evaluamos los niveles de
AMPK activada y demostramos que PKA modula la activacion de la misma, regulando
negativamente la fosforilacion del residuo Thr172. Demostramos ademas, la existencia
de fosforilacion directa de AMPK por PKA y que dicho sitio responde a la presencia de
moduladores de la actividad de PKA en las células HepG2. No podemos descartar
ademas la posible existencia de una regulacion indirecta por PKA de la desfosforilacion
en la Thr172, mediada a través de la fosfatasa PP2A. Por lo tanto concluimos que PKA
modula negativamente la activacion de AMPK en HepG2 a través de la fosforilacion
directa en alguno/s de los sitios/s putativos, y que dicha fosforilacion previene la
fosforilacion activadora en la Thr172. De esta manera, la interregulacion de ambas vias
condiciona cascada abajo la expresion de proteinas claves para el arresto del ciclo
celular como p53 y p21. La inhibicién de AMPK por PKA impacta, en este caso, solo
en el ciclo y no en la muerte celular. Esto no implica que en situacioén de coactivacion
de ambas quinasas no tenga lugar una regulacion negativa de la apoptosis, que pueda no
ser evidente porque PKA per se también induce esta via de muerte celular.

Nuestros resultados mostraron que el dbAMPc induce un dréstico aumento en la
expresion de p21, la cual podria atribuirse a la activacion del factor de transcripcion
CREB. La combinacion de los activadores de AMPK y PKA previene completamente el
aumento en los niveles proteicos de p21. Se ha descripto que AMPK también puede
regular la actividad de CREB. Por un lado, puede fosforilar a CREB en el mismo sitio
que PKA (Ser133), promoviendo, en este contexto, la actividad transcripcional de

CREB (249). Ademas, en células HepG2, se demostré6 que AMPK promueve
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indirectamente la desfosforilacion de otro residuo de CREB (Ser129), llevando asi a una
menor actividad transcripcional de dicha proteina (250). En nuestro escenario, podria
suceder, por un lado, que la inhibicion parcial de AMPK por PKA prevenga la
acumulacién de p21 inducida por AMPK-p53; y al mismo tiempo la inhibicion de
CREB por AMPK disminuya la expresion de p21 dependiente de CREB. Asi, como
resultante de ambos procesos, se observaria la disminucion en los niveles proteicos de
p21. Serian interesantes estudios adicionales que evaltien estas posibles fosforilaciones
de CREB en nuestras condiciones experimentales para probar esta hipotesis.

Estos estudios nos permiten especular que en células con un genotipo en donde
AMPK no pueda ser fosforilada e inhibida por PKA, la activacion simultdnea de ambas
quinasas tendria un efecto antitumoral, al sumarse el efecto pro-apoptoético de ambas
quinasas y el efecto anti-proliferativo de AMPK. El arresto de la proliferacion inducido
por AMPK, asi como la apoptosis mediada por esta quinasa, no se veria afectado por la
activacion de PKA. En relacion a esta hipdtesis, hemos comenzado a desarrollar lineas
estables conteniendo la subunidad catalica de AMPK, AMPKal, salvaje 6 con
mutaciones individuales de los residuos potencialmente fosforilables por PKA
(aSer173/aSer485/aSer497). Utilizaremos estas transformantes para comparar su
sensibilidad a la falta de glucosa evaluando tanto la muerte celular como el ciclo celular.

A modo esquematico, en la Figura 5.2.22 se muestra la red hipotética de
sefalizacion mediada por las quinasas AMPK y PKA en la regulacion de la
supervivencia durante la falta de glucosa en células HepG2. Algunos de estos
mecanismos ya han sido dilucidados, mientras que otros no estdn completamente
esclarecidos. Aportar a la comprension de los mecanismos de sefializacion que regulan
la supervivencia de las células tumorales bajo diferentes condiciones nutricionales,
contribuye a la generacion de una base fundamental de conocimiento que permite el

disefio de nuevas estrategias terapéuticas efectivas para el tratamiento del cancer.

En resumen, los resultados de esta etapa de nuestro trabajo indican que la falta
de glucosa en células HepG2 induce la activacion de dos vias de quinasas, AMPK y
PKA, que regulan diferencialmente la muerte y la proliferacion y que existe una
interregulacion entre ambas controlando la expresion de proteinas claves para el arresto

del ciclo celular. Asi, el control del crecimiento tumoral en este tipo celular puede ser
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una resultante tanto de las intervenciones dietarias que regulan la activacion de estas

quinasas como de los niveles hormonales capaces de modular las mismas.

Red integrada de sefializaciéon que regula la supervivencia

ante estrés por falta de glucosa en HepG2

lGLU
AICAR ; db-AMPG
l AMP AMPc
| AMPK — PrA 5. » koS
! R i
k—"/ ‘ \:/ B// \i/
APOPTOSIS ¢’ P53 sy APOPTOSIS
7
p21 -

mmm FEfectodirecto

————— Efecto indirecto/mecanismo

no aclarado G1=>8
PROLIFERACION

Figura 5.2.22. La activacion de AMPK inducida por la ausencia de glucosa (o por el activador AICAR),
conducen por un lado al arresto de la progresion del ciclo celular a través de la induccion de p53 y su target p21,
y, por el otro, a la activacion de apoptosis, que puede ser parcialmente dependiente de p53. (Ademas la ausencia
de glucosa podria llevar a la activacion de p53 independientemente de AMPK, y conducir asi a apoptosis y
arresto de la proliferacion). Por otro lado, la ausencia de glucosa induce a la activacion de PKA y a un aumento
en la generacion de ROS mediada por PKA (que puede ser a través de la respiracion mitocondrial como vimos en
hepatocitos) lo que finalmente conduce a activacion apoptdtica dependiente de PKA. En este proceso podria
también participar p53, que, se sabe, puede inducirse por ROS, o bien ella misma puede contribuir a su
produccion y asi conducir a apoptosis. Por otro lado, PKA puede fosforilar e inhibir a AMPK. Este evento se
pone de manifiesto al activar PKA con dbAMPc (en condiciones donde AMPK esta totalmente activa con
AICAR), donde observamos la prevencion parcial de los efectos antiproliferativos y apoptoticos de AMPK. A su
vez, la activacion de PKA induce apoptosis a través de la generacion ROS (y/o de p53 y p21 citoplasmatico). Por
esta razon, durante la coactivacion, aun cuando PKA inhiba AMPK y la apoptosis mediada por esta via, se
detecta la muerte apoptotica inducida por PKA per se.

No es posible privar totalmente de glucosa a las células de cancer in vivo, pero si
pueden tratarse animales y humanos con el inhibidor competitivo y analogo a glucosa,
2-desoxiglucosa. La administracion de este compuesto junto con algun agente que

induzca estrés oxidativo ya ha sido planteado como una posible estrategia terapéutica

anticancerigena (175). Varios inhibidores de la glucolisis han demostrado una
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prometedora actividad anti cancer in vitro e in vivo y muchos han sido ya utilizados en
ensayos clinicos. Entre ellos, el 3-bromopiruvato y la lonidamida, que inhiben la
hexoquinasa; la 2-desoxiglucosa; la oxitiamina, que inhibe la via de las pentosas
fosfato, de gran importancia en la detoxificacion de ROS en células tumorales; y el
Imatinib, que disminuye la actividad hexoquinasa y glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa.
Sin embargo, algunos tejidos normales, como el cerebro, usan glucosa como principal
fuente de energia y la inhibicidén de la glucoélisis podria ser potencialmente toxica. Una
forma de minimizar estos problemas seria desarrollar inhibidores glucoliticos que no
atraviesen la barrera hemato-encefalica. También seria importante evaluar los efectos de
combinar inhibidores glucoliticos y otras modalidades terapéuticas para obtener un

tratamiento efectivo (161).

122



Conclusiones




Conclusiones

6. Conclusiones

En el Capitulo 1 del presente trabajo de tesis mostramos que la ausencia de
glucosa durante 6 horas en cultivo primario de hepatocitos induce la activacion de la via
mitocondrial de apoptosis, la cual es dependiente de la actividad de PKA y de la
interaccion de la misma con sus proteinas de anclaje. Nuestros resultados indicaron que
la incubacién en medio libre de glucosa lleva a un aumento en la sefializacién por PKA
en mitocondrias y en otros compartimentos subcelulares. La activacion de PKA provoca
un aumento precoz en los niveles de ROS durante la ausencia de glucosa mediante dos
mecanismos. En primer lugar, la sefializacion atribuida a la fracciéon de PKA localizada
en mitocondria conduce a una mayor produccion de ROS durante la respiracion
mitocondrial. Por otro lado, PKA es capaz de regular negativamente la expresion
transcripcional de las enzimas antioxidantes Catalasa y Superdxido dismutasa. El
aumento temprano en los niveles de ROS mediado por PKA es el desencadenante de la
activacion apoptotica luego de 6 horas de restriccion de glucosa, constituyendo una via,
aparentemente conservada desde las levaduras, capaz de modular la actividad

mitocondrial gatillando asi este suicidio celular en respuesta a la carencia de glucosa.

En el Capitulo 2 describimos que la restriccion de glucosa en células de
hepatocarcinoma humano, HepG2, no so6lo induce apoptosis a partir de las 12 horas,
sino que también induce un arresto en la progresion del ciclo celular. Nuestros
resultados indicaron un aumento en la sefalizacion de las quinasas PKA y AMPK
durante la ausencia de glucosa y que las mismas actiian aditivamente regulando la
muerte en células HepG2. PKA contribuye a la produccion de ROS en ausencia de
glucosa y a la consiguiente activacion apoptotica. Por su parte, la activacion de AMPK
induce apoptosis a la vez que un arresto en la progresion del ciclo celular en fase Go/G1
asociado a la induccion de p53-p21.

Demostramos, ademas, la existencia de una interaccién entre las vias de
senalizacion de AMPK y PKA en la regulacion de la progresion del ciclo celular.
Observamos que la activacion de PKA previene parcialmente el arresto de la
proliferacién inducido por la estimulacion de AMPK, y dicho efecto se liga a una

marcada disminucion en los niveles proteicos de p21. En apoyo de estos hallazgos,
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también demostramos que PKA fosforila a AMPK y de esta manera regula
negativamente la activacion de la misma en estas células. En suma, los resultados de
esta parte del trabajo indican que la falta de glucosa en células HepG2 involucra estas
dos vias de quinasas que regulan diferencialmente la muerte y la proliferacion y que
existe una interaccion entre AMPK y PKA en el control de la expresion de proteinas

claves para el arresto del ciclo celular.

Finalmente, a partir de lo expuesto en ambos capitulos, pudimos comprobar
nuestra hipotesis de que las quinasas PKA y AMPK son capaces de regular la
supervivencia de las células de origen hepatico durante la restriccion de glucosa
modulando vias de muerte celular y/o la progresion del ciclo celular. Ademas
demostramos la existencia de distintos contextos celulares (en la quiescencia 6 la
transformacion tumoral), en donde la restriccion de glucosa afecta diferencialmente la
supervivencia. En este sentido, es de interés remarcar que, si bien los niveles de
apoptosis detectados en hepatocitos normales son comparables a los observados en
células HepG2, en estas ultimas también se observa muerte por necrosis. Por otro lado,
el impacto de la restriccion de glucosa es mayor atn en las células tumorales debido a
que la disminucién en el numero de células viables es secundaria tanto al aumento de la

muerte celular, como al arresto de la proliferacion.
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