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RESUMEN

El higado tiene una capacidad regenerativa regulada por mecanismos complejos. En la
regeneracion hepdtica participan diversos factores de crecimiento como el factor de
crecimiento de hepatocitos y neurotransmisores como la norepinefrina, los cuales se unen
a receptores membranales con actividad de cinasas de tirosina o acoplados a proteinas G,
respectivamente. La unién de estos ligandos a los receptores activa cascadas de
fosforilacion como las de ERK1/2 y PI3K. Estas vias de sefializacion regulan respuestas
como la expresion de genes importantes para la proliferacion y sobrevivencia del tipo

celular més abundante en el higado: los hepatocitos.

Sin embargo, se ha observado que la exposicion a etanol puede interferir con la capacidad
regenerativa del higado. El mecanismo de inhibicion puede deberse al etanol mismo o a
los productos de su oxidacion, como las especies reactivas de oxigeno y el acetaldehido,
el cual es un compuesto aiin mas toxico que el etanol. Por lo tanto, es necesario estudiar a
nivel molecular el efecto de cada uno de estos factores sobre los mecanismos de

regeneracion.

En un modelo de cultivo primario de hepatocitos de raton se estudio el efecto del
acetaldehido sobre las siguientes respuestas reguladas por la norepinefrina: 1) vias de
proliferacion y sobrevivencia ERK1/2 y PI3K, 2) activacion del factor de transcripcion
NF-«kB y 3) migracion celular en un modelo de reparacion. También se examind si el
acetaldehido afecta a la fosforilacion de ERK1/2 regulada por el factor de crecimiento de
hepatocitos, el cual es un factor crucial en la regeneracion hepatica. Finalmente, se
determind que tipo de receptores adrenérgicos median la respuesta a la norepinefrina en

el cultivo primario utilizado.

La exposicion a acetaldehido inhibi6 la fosforilacion de ERK1/2 y PI3K regulada por
norepinefrina, y se observo un efecto similar en la fosforilacion de ERK1/2 regulada por
el factor de crecimiento de hepatocitos. La migracion celular fue otro factor afectado por
la exposicion a acetaldehido. Finalmente, se observd una inhibicion temporal en la

activacion del factor de transcripcion NF-«xB.
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Dado que las cascadas de sefalizacion estan controladas por cinasas y fosfatasas de
proteinas, se analizo si el efecto observado por la exposicion a acetaldehido depende de la
activacion de fosfatasas. Se observo que el acetaldehido activa a las fosfatasas de tirosina

y a la fosfatasa de serina/treonina PP2A.

En cuanto al tipo de receptores adrenérgicos que median la respuesta a la norepinefrina

en el modelo, se encontrd que son tanto de tipo a; como p.

En conclusion, los resultados muestran que el acetaldehido inhibe las vias de sefializacion
que regulan la proliferacion y sobrevivencia celular de los hepatocitos. La informacion
obtenida es relevante para la comprension de los efectos negativos del consumo de etanol

sobre la regeneracion hepatica.
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1. INTRODUCCION

El higado es el 6rgano solido mas grande del cuerpo, constituye entre 2 y 5% del peso
corporal en los adultos. Lleva a cabo diversas funciones como la sintesis de proteinas
plasmaticas, participa en las reacciones inmunitarias, asi como en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas. Ademads, lleva a cabo la transformacion de

xenobidticos provenientes del aparato digestivo.

La sangre entra en el higado por la arteria hepatica y la vena porta. La arteria hepatica
provee de sangre oxigenada al higado, mientras que la vena porta lleva sustancias
absorbidas en el intestino, como nutrientes provenientes de la alimentacion, farmacos, asi

como sustancias toxicas como el etanol.

El higado es el principal 6rgano donde se lleva a cabo la biotransformacion de etanol, la
cual puede tener efectos nocivos para la viabilidad de las células hepaticas. La asociacion
entre el abuso en el consumo del alcohol y las enfermedades hepaticas se ha reconocido
desde hace mucho tiempo. Aunque se ha adquirido conocimiento sobre sus efectos en el
higado a nivel molecular, todavia se desconocen muchos mecanismos por los que su
consumo causa dafio e interfiere con los mecanismos que normalmente favorecen la

capacidad regenerativa del higado.

1.1 HIGADO

El higado se localiza en el cuadrante superior derecho de la cavidad abdominal y se
divide en cuatro 16bulos anatomicos. Lo recubre una cépsula de tejido conjuntivo llamada
capsula de Glisson. En la porcion media de la cara posteroinferior hay una hendidura
transversal profunda llamada hilio hepatico, que es el punto de acceso de la vena porta y
la arteria hepatica. Por esta razon, la irrigacion del higado es doble pues recibe sangre
oxigenada de la arteria hepdtica y sangre escasamente oxigenada procedente del tracto
digestivo. A su vez, la sangre sale del higado a través de las venas hepdticas que

desembocan en la vena cava inferior [1, 2].



A nivel microscdpico, es posible observar un patrén repetido de estructuras mas o menos
hexagonales de aproximadamente 0.7 mm, llamadas lobulillos hepaticos, en las que las
células parenquimatosas se disponen radialmente alrededor de una vena central. En los
vértices de lobulillos hepaticos existe una pequefia area triangular llamada espacio porta,
formada por tejido conjuntivo ademds de una ramificacion del conducto biliar, una rama
de la arteria hepatica y una rama de la vena porta. Las ramas laterales de estos vasos
confluyen en los sinusoides hepaticos, que ocupan el espacio entre las placas de células

dispuestas radialmente y que drenan en la vena central [2, 3].

1.2 HEPATOCITOS

El 80% de la poblacion celular hepatica estd conformada por los hepatocitos. Estas
células tienen forma poliédrica, con un tamafio aproximado de 30 pm de largo y 20 pm
de ancho. La mayor parte presenta un nucleo Unico, aunque aproximadamente el 25% es

binucleado.

Los hepatocitos llevan a cabo la mayoria de las funciones hepaticas. Contribuyen al
proceso digestivo por medio de la secrecion de bilis, llevan a cabo la eliminacion de
bilirrubina que se origina por la degradacion de la hemoglobina contenida en los
eritrocitos viejos, tienen un papel fundamental en mantener una concentracion normal de
glucosa en sangre, llevan a cabo el metabolismo de lipidos y sintetizan proteinas
plasmaticas como la albimina, fibrindgeno, trombina y factor III. También presentan una
funcion accesoria en el sistema inmune, pues sintetizan las proteinas del sistema del
complemento y fase aguda. Ademas, la biotransformacion de xenobidticos se lleva a cabo

principalmente en dichas células [2, 4, 5].

1.3 OTROS TIPOS CELULARES EN EL HIGADO

El 20% de los tipos celulares en el higado estd compuesto por células no

parenquimatosas, que incluyen a las células endotelilales, las células de Kupffer,



linfocitos y células estelares. Las células endoteliales se encuentran en los sinusoides
hepaticos, lo cual provee un area grande para la absorcion de nutrientes. Las células de
Kupffer también residen en los sinusoides y son esenciales para la fagocitosis de
particulas extrafias y organismos infecciosos, asi como la produccion de citocinas. Los
linfocitos son parte del sistema inmune que residen dentro del higado y ayudan a prevenir
infecciones. Las células estelares hepaticas tienen varias funciones, incluyendo el

almacenamiento de vitamina A y la produccion de matriz extracelular [6].

1.4 INTERACCION HiIGADO-SISTEMA NERVIOSO

Al igual que otros organos, el higado se comunica con el resto del cuerpo por medio de
sefales humorales y neurales como un mecanismo para regular sus funciones. La
comunicacion entre el higado y el sistema nervioso central es bidireccional, con fibras

aferentes y eferentes tanto de origen simpatico como parasimpatico [7, 8].

La inervacion simpatica del higado estd dada por neuronas que se originan de los
ganglios celiaco y superior mesentérico; generalmente estas neuronas son
noradrenérgicas. Por otro lado, la inervacion de origen parasimpatico se origina a partir
de neuronas del nervio vago. Aunque la mayor parte de estas neuronas son colinérgicas,

hasta un 10% tienen un fenotipo catecolaminérgico [8].
p 2

Los nervios de origen simpatico entran al higado junto con los vasos sanguineos grandes
por medio del hilio hepatico. Muestran una ramificacion vascular hasta que alcanzan los
espacios porta, de ahi penetran a diferentes niveles en los espacios de Disse cerca de los
hepatocitos y cé€lulas estelares hepaticas [8, 9]. Por microscopia electronica y métodos
histoquimicos se ha mostrado que la inervacion de los hepatocitos varia entre las
especies. Es rara o se encuentra ausente en anfibios y peces, en los ratones y ratas se
encuentra restringida a la vasculatura del espacio porta; mientras que en primates, los

nervios penetran el acino hepatico hasta la vecindad de la vena central.



La densidad de la inervacion parece estar inversamente relacionada con el nimero de
uniones comunicantes en los hepatocitos, lo que sugiere que la estimulacion nerviosa del
higado afecta la funcion hepética por una combinacion entre inervacion directa y
propagacion de sefiales a través de las uniones comunicantes, que son permeables a los
segundos mensajeros generados por la activacion de los receptores adrenérgicos [9, 10].
La inervacion aferente del higado participa en la regulacion de procesos como la
osmorregulacion, ionorrecepcion, barorrecepcion; mientras que los nervios eferentes
participan en la regulacion hemodindmica, la regulacion del flujo biliar, y el control del

metabolismo de carbohidratos y lipidos [11].

1.4.1 RECEPTORES ADRENERGICOS

Los receptores adrenérgicos o adrenoceptores median las acciones del principal
neurotransmisor del sistema nervioso simpdatico, la norepinefrina (NE). Los
adrenoceptores pertenecen al grupo de receptores acoplados a proteinas G (GPCR). Este
tipo de proteinas atraviesan la membrana plasmatica en siete dominios formados por o

hélices unidas por tres bucles intracelulares y tres extracelulares.

Mientras que los adrenoceptores se han clasificado histéricamente en dos subtipos
principales, los a- y B-adrenoceptores, recientemente se ha hecho claro que es mas ttil
clasificar a los receptores adrenérgicos en tres tipos principales, como se presenta en la

figura 1.1.

La razén de esta clasificacion estd basada en tres tipos de evidencias. Primero, la afinidad
por farmacos difiere entre 3 y 4 6rdenes de magnitud entre los principales tipos, mientras
que dicha diferencia es de entre 1 y 2 6rdenes de magnitud dentro los subtipos. Segundo,
los segundos mensajeros generados son diferentes para cada uno de los tres tipos
principales. Finalmente, la estructura primaria de los adrenoceptores concuerda con la

existencia de tres tipos, y no Unicamente dos [12].
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Figura 1.1. Clasificacion de los receptores adrenérgicos.

La senalizacion por medio de los receptores adrenérgicos depende de la interaccion con
las proteinas G heterotriméricas que unen nucledtidos de guanina y transducen las sefiales
de los receptores adrenérgicos hacia efectores intracelulares. Estas proteinas constan de

tres subunidades: a, By 7.

La subunidad o es una proteina que contiene una hendidura en donde se unen los
nucleodtidos de guanina y posee actividad intrinseca de GTPasa. Las subunidades B y y

estan asociadas fuertemente entre si y frecuentemente se les denomina subunidad Py.

En las vias de sefalizacion mediadas por los GPCR, la union del ligando al receptor
cataliza el intercambio de GDP a GTP en la subunidad a, y posteriormente la subunidad o
unida a GTP se disocia del receptor asi como de la subunidad By. La subunidad o unida a
GTP y la subunidad By estimulan diversos efectores incluyendo enzimas, canales 16nicos
y GTPasas pequefias, por lo que pueden regular multiples vias de senalizacion. Las
subunidades a se usan para clasificar a las proteinas G en Gg (activadora de la adenilato
cilasa), G; (inhibidora de la adenilato ciclasa), G (activadora de la fosfolipasa C) y Gi».
[13].

Cada tipo de receptor adrenérgico esta asociado a una clase de proteina G y una via de
sefializacion en particular. Los a;-adrenoceptores estan acoplados con la proteina Gg, y se
asocia con el incremento de las concentraciones de calcio intracelular, activacion de la

fosfolipasa C y la proteina cinasa dependiente de Ca>" (PKC). Los ay-adrenoceptores



estdn asociados a la proteina Gj, por lo que inhiben a la adenilato ciclasa. Los B-
adrenoceptores estan vinculados con la activacion de la adenilato ciclasa por medio de la
proteina Gg, por lo que dan lugar a la formacion de AMPc y a la activacion de la proteina

cinasa dependiente de AMPc (PKA) [12, 14].

En la siguiente tabla se resumen las caracteristicas principales de los tres tipos de

receptores adrenérgicos:

ai-adrenoceptores | ay-adrenoceptores | B-adrenoceptores
Via de sefializacion | Activacion de la Inhibicion de la Activacion de la
principal PLC,PKCy adenilato ciclasa. adenilato ciclasa y
elevacion de Ca®" activacion de PKA.
intracelular.
Agonista Fenilefrina Xilacina Isoproterenol
Antagonista Prazosina Yohimbina Propranolol

Tabla 1. Propiedades de los receptores adrenérgicos.

1.4.2 RECEPTORES ADRENERGICOS EN LOS HEPATOCITOS

La mayoria de los estudios sobre receptores adrenérgicos en hepatocitos se han realizado
utilizando higado de rata; hay evidencias de que los a; [1, 15, 16] y B [17, 18] son los que
se encuentran principalmente en hepatocitos; mientras que la respuesta a,-adrenérgica es

muy baja [19].

Uno de los factores que influyen en el tipo de receptores adrenérgicos presentes en los
hepatocitos es la edad. Por ejemplo, en el higado de ratas neonatas el control de la
glucogendlisis estd mediado principalmente por los receptores B-adrenérgicos, mientras
que en hepatocitos de ratas adultas las funciones metabdlicas reguladas por NE estan
mediadas principalmente por los receptores adrenérgicos a;. Los receptores adrenérgicos

B parecen tener un papel menor en estas células [20, 21].




1.5 DANO HEPATICO PRODUCIDO POR EL ETANOL Y SUS METABOLITOS

Mas del 90% del etanol ingerido se metaboliza en los hepatocitos. Existen 3 vias
principales del metabolismo del etanol, cada una localizada en diferentes compartimentos
celulares. La via catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa se encuentra en el
citosol, el sistema oxidativo microsomal se localiza en el reticulo endolasmico y la via de
la catalasa se localiza en los peroxisomas. Las tres vias dan lugar a la produccion de
acetaldehido (AC), el cual es un compuesto altamente toxico que a su vez es oxidado a

acetato por la enzima mitocondrial aldehido deshidrogenasa [22].

El metabolismo de etanol tiene varias consecuencias. Se provocan cambios en la
homeostasis del estado rédox cuando la alcohol deshidrogenasa transfiere un atomo de
hidrogeno al cofactor dinucle6tido de nicotinamida adenina (NAD), que se convierte en
su forma reducida (NADH), favoreciéndose la sintesis y acumulacion de acidos grasos,

ademas de inhibir la gluconeogénesis y el ciclo de Krebs [23].

Asimismo, el metabolismo de etanol incrementa la produccion de especies reactivas de
oxigeno por medio del sistema oxidativo microsomal, que depende de una forma
especifica del citocromo P450 (CYP2EI). Una de las caracteristicas principales del
sistema CYP2EI es que es altamente inducible como resultado del consumo cronico de
etanol, y se caracteriza por formar especies reactivas de oxigeno, las cuales que pueden
causar lipoperoxidacion. Cuando los sistemas de defensa antioxidantes se saturan, la
viabilidad de los hepatocitos disminuye, resultando en dafio hepatico. Ademas, el etanol
por si mismo puede causar efectos directos en las funciones celulares al interactuar con

los microdominios lipidicos e influir en la actividad de proteinas membranales [23, 24].

El consumo cronico de etanol puede causar dafio hepatico. La esteatosis es la etapa mas
temprana de dafio hepatico y se caracteriza por la deposicion de lipidos en los
hepatocitos, hay alteraciones en el estado de oxidacion-reduccion, estrés metabolico y
desregulacion de citocinas. La esteatosis puede progresar a hepatitis, caracterizada por

inflamacion hepdtica, asociada con hepatomegalia e infiltracion de granulocitos,



monocitos y linfocitos. Posterior a los cambios inflamatorios en el higado debido a la
exposicion a alcohol, los hepatocitos mueren por necrosis y apoptosis. Conforme la
respuesta inflamatoria del higado progresa, las células estelares hepaticas, que
normalmente son quiescentes, se activan y producen coldgena, dando lugar a fibrosis, que

puede avanzar a cirrosis [25, 26].

Aproximadamente el 80% de los alcohdlicos desarrollan esteatosis, entre el 10 y 35%

desarrollan hepatitis alcohdlica y aproximadamente el 10% desarrollan cirrosis [26].

1.5.1 DANO EN HEPATOCITOS PROVOCADO POR EL ACETALDEHIDO

El AC es un producto altamente reactivo y mas toxico que el etanol. De hecho, al AC se
deben muchos de los efectos nocivos del consumo de etanol. E1 AC puede formar enlaces
covalentes con las proteinas, dando lugar a la generacion de antigenos, inactivacion de
enzimas y disminucién en la capacidad de reparacion del ADN. También se asocia con
una disminucién en la capacidad del higado para utilizar oxigeno. Ademads, favorece la
disminucion de glutation reducido en la mitocondria y aumenta la sensibilidad de los
hepatocitos a la apoptosis inducida por TNF-a [27], aumenta la toxicidad mediada por
radicales libres y peroxidacion [22]. Por otro lado, se ha encontrado que el AC es un

mediador clave en la apoptosis inducida por etanol [28].

A nivel experimental, se ha encontrado que el AC activa factores de transcripcion que
regulan la expresion de citocinas proinflamatorias en la linea de carcinoma hepatocelular
HepG2 [29]. En la misma linea celular se encontré que el AC produce un incremento en
la induccién de la citocina proinflamatoria interleucina-8, la cual es un mediador

importante en el dafio hepatico [30].

1.6 REGENERACION HEPATICA

Tanto en animales como en humanos, el higado tiene una capacidad tnica de regular su

crecimiento y masa. Esta propiedad es particularmente notable porque los hepatocitos



raramente se dividen. En el higado adulto, los hepatocitos tienen un indice mitotico muy

bajo, que se estima entre 2/1000 y 1/10000 [2, 5, 31].

Varios factores pueden provocar disminucion en la masa hepatica; por ejemplo, remocion
quirdrgica para eliminar tumores o para realizar un transplante, pérdida celular causada
por daio quimico o muerte celular ocasionada por virus. Para estudiar los mecanismos
moleculares de la regeneracion hepdtica, se utilizan tres estrategias generales: 1)
hepatectomia parcial, que es la remocion del 70% de la masa hepatica, 2) exposicion a
hepatotoxinas como el tetracloruro de carbono (CCly) y 3) exposicion a hepatotoxinas

menos fuertes como el acetilaminofluoreno o la retrorsina [31].

Ademas de los estudios in vivo, continuamente se reportan trabajos realizados utilizando
lineas celulares de origen hepético o cultivos primarios de diferentes especies para
estudiar las vias de sefializacion que regulan a la reparacion hepatica. De esta manera se
ha comprobado in vitro que factores de crecimiento como HGF y EGF [32, 33],
hormonas como la insulina [34], o el neurotransmisor NE [35-38] activan vias de

sefializacion que regulan la proliferacion de hepatocitos.

La regeneracion hepatica depende tanto de hepatocitos diferenciados como de células
progenitoras, dependiendo del tipo de dafio. Cuando la capacidad de proliferacion de los
hepatocitos estd comprometida debido a un dafio masivo, la regeneracion depende de las
células progenitoras [39]. Experimentalmente, esta respuesta se observa después de un

dafio causado por toxinas como galactosamina o retrorsina [40].

Utilizando el modelo de la hepatectomia parcial, se ha observado que varios genes se
expresan diferencialmente en las primeras horas después de la operacion. Hay
incrementos en los niveles de ARNm del factor TNF-a y la IL-6, asi como de los factores
de transcripcion AP-1, NF-xB y STAT3, ya que son fundamentales para la reparacion
hepatica. La activacion de estos factores no requiere su sintesis de novo, sino depende de

mecanismos post-traduccionales.



El factor de transcripcion NF-kB se encuentra practicamente en todos los tipos celulares,
incluyendo hepatocitos. Después de la hepatectomia parcial, el NF-xB se activa

rapidamente de manera transitoria, y deja de estar activo 4 6 5 horas después.

El TNF-a y la IL-6 son importantes para que los hepatocitos pasen de la fase Gy a la fase
G;. Posteriormente la progresion en el ciclo celular estd dirigida por factores de
crecimiento que favorecen el paso de la fase G; a la fase S. Dicho paso estd asociado con
la fosforilacion de la proteina retinoblastoma, aumento en la expresion de las ciclinas D,

E, y A, y la formacion de los complejos cdk4/ciclina D y cdk2/ciclina E.

Los factores de crecimiento como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) son muy importantes en la progresion del ciclo
celular durante la regeneracion hepatica. El HGF es producido por las células
mesenquimales y actiia sobre los hepatocitos de manera paracrina o endocrina. Tiene
efectos de migracion, morfogénicos y mitogénicos. Se ha demostrado que la sefializacion
generada por HGF es esencial para la entrada en el ciclo celular después de la
hepatectomia parcial [41]. El receptor de HGF, conocido como c-met, es una proteina
transmembranal de 190 kDa con actividad de cinasa de tirosina y activa varias vias de

sefalizacion, entre ellas la via de ERK1/2 [42].
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En el siguiente esquema se resume la cronologia de los eventos que ocurren después de la

hepatectomia parcial:

Aumento en los niveles plasmaticos
de HGF, IL-6, TNF, TGFp1. La
norepinefrina, acidos biliares,
serotonina y acido hialurénico tienen
su maximo nivel a las 1-3 h.

Activacioén de los A las 3 h comienza la sintesis de

receptores de HGF y novo de HGF en las células estelares

EGF, con un maximo de hepaticas, células endoteliales y

activacion a los 60 min. células mesenquimatosas del
pulmén y bazo.

0 1 ] 2 3 4 5 6 Horas después de laHP 12 24

|
Activacion de STAT3 y NF-«kB

Aumento en la expresion de TGFa, Angiopoietina1y 2,
VEGF, SCF y PDGF en los hepatocitos. Aumento de la
expresion de TGFB1 y HB-EGF en las células estelares.

1
Sintesis de ADN
en los
hepatocitos.

Figura 1.2. Cronologia de principales eventos que ocurren en etapas tempranas de la
regeneracion hepatica después de la hepatectomia parcial (HP). Las lineas horizontales

indican el inicio y duracidn de cada sefial [43].

1.6.1 LA NOREPINEFRINA EN LA REPARACION HEPATICA

El papel del sistema nervioso en la reparacion hepatica se ha investigado tanto en
modelos in vivo como in vitro. En experimentos en los que se elimina la inervacion
hepatica (como vagotomia, cortes espinales o eliminacion quimica) se ha observado una

marcada inhibicion en el proceso de la reparacion [44-46].

Después de un transplante de higado, éste pierde su inervacion simpatica y parasimpatica,

con lo que se produce una disminucion en la concentracion de NE; una consecuencia de
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esto es la disminucién en la capacidad de reparacion hepatica [47]. Ademads, se ha
observado que los niveles de NE se elevan en el plasma después de la hepatectomia

parcial [48].

En cuanto al tipo de receptores adrenérgicos que media el papel de la NE en la
regeneracion hepatica, tanto a los receptores adrenérgicos a; [16, 49] como a los B [17,
46] se les ha atribuido relevancia en la regeneracion hepatica. En experimentos in vitro
con cultivo primario de hepatocitos se ha demostrado que la NE potencia el efecto

mitogénico de los factores de crecimiento HGF y EGF [16, 38, 50].

1.6.2 VIA DE LAS MAPK

Las células responden a estimulos extracelulares por medio de vias de sefializacion como
las cinasas de proteina activadas por mitégeno (MAPK). Todas las células eucariotas
poseen multiples vias MAPK, que coordinadamente regulan diversas actividades
celulares como la expresion génica, mitosis, metabolismo, motilidad, diferenciacion,
sobrevivencia y apoptosis. Los grupos de MAPK mas estudiados son las cinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERK1/2), cinasas de c-Jun amino terminal (JNK) y

p38 [51].

Cada familia de MAPK estd compuesta por cinasas conservadas evolutivamente y que
actiian de manera secuencial: Una cinasa de MAPKK (MAPKKK), una cinasa de MAPK
(MAPKK) y una MAPK. Las MAPKKK son cinasas que fosforilan residuos de serina o
treonina, y se activan por medio de fosforilacion y/o como resultado de su interaccion con
una proteina pequefia que une GTP, como las proteinas Ras y Rho. La activacion de
MAPKKK lleva a la fosforilacion y activacion de MAPKK, que a su vez activan a las
MAPK por medio de fosforilacion dual en residuos de treonina y tirosina. Una vez
activadas, las MAPK fosforilan proteinas diana en residuos de serina o treonina seguidos
de prolina. Entre las proteinas blanco tipicas de las MAPK se encuentran los factores de
transcripcion, factores citoplasmicos de inicio de la traduccion y proteinas que modulan

la apoptosis (Figura 1.3) [52].
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Figura 1.3. Diagrama simplificado en donde se muestra la cascada de las MAPK ERK,
INK, y p38 [53].

La via de ERK1/2 consta de las MAPKKK A-Raf, B-Raf'y Raf-1, las MAPKK MEK1/2,
y las MAPK ERK1 y ERK2. ERK1 y ERK2, de 43 y 41 kDa, son similares en un 83% de
su secuencia de aminoacidos, con la mayor parte de sus diferencias fuera del sitio con
actividad cinasa, se expresan en varios grados en todos los tejidos, incluyendo células

terminalmente diferenciadas [53].

La selectividad de las MAPK depende de interacciones con motivos especificos en los
sustratos, ademas de la interaccion de MAPK con proteinas de andamiaje que organizan
las vias de sefializacion en moédulos especificos por medio de la unién simultinea con
diferentes componentes de la ruta [51]. Las MAPK pueden activarse por una amplia
variedad de estimulos, pero en general ERK1/2 se activa cuando los factores de

crecimiento activan receptores con actividad de cinasas de tirosina; por la activacion de
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receptores adrenérgicos y receptor de insulina; mientras que JNK y p38 se activan en
respuesta a estimulos estresantes como choques osmoticos, radiaciones ionizantes y

estimulacion con citocinas [54].

Los receptores adrenérgicos también activan la via de ERK1/2. El mecanismo de
activacion depende de la clase de proteina G asociada a los adrenoceptores, las

subunidades By, el tipo celular y la presencia de proteinas efectoras adicionales [13, 53].

1.6.3 REGULACION DE LA VIiA MAPK POR FOSFATASAS

Todos los niveles de la via de las MAPK pueden regularse por fosfatasas. Las fosfatasas
de la via de ERK1/2 se clasifican de acuerdo con su especificidad en fosfatasas de
tirosina o PTP (protein tyrosine phosphatases), fosfatasas de serina y treonina PSP
(protein serine/threonine phosphatases) y fostatasas de MAPK con doble especificidad
(dual specificity phosphatases) o fosfatasas de MAPK (MAPK phosphatases), las cuales

desfosforilan residuos de treonina y tirosina.

Las PTP pueden desfosforilar a ERK1/2 directamente o a proteinas ubicadas arriba en la
via de sefializaciéon. Se conocen dos mecanismos de regulacion de las PTP: su
localizacion intracelular y fosforilacion en serina, treonina o tirosina. En estas fosfatasas,

no se han identificado subunidades regulatorias [55].

Una de las PSP predominantes es la proteina fosfatasa 2A (PP2A). Esta fosfatasa es un
heterodimero formado por una subunidad catalitica o subunidad C de 36 kDa, una
subunidad de andamiaje de 65 kDa o subunidad A, y una subunidad reguladora variable o
subunidad B. Muchos aspectos esenciales en la regulacion de PP2A no se entienden, pero
se sabe que para su activacion es necesaria la metilacion de la subunidad C [56, 57],
mientras que la fosforilacion en un residuo de tirosina tiene un efecto inhibitorio sobre su
actividad [58]. Ambas modificaciones participan en la asociacién con la subunidad

reguladora [59].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El higado tiene una capacidad Unica de regular su masa. Después de la pérdida de
hepatocitos causado por diferentes dafios, hay una serie de procesos moleculares que
permiten la proliferacion de los hepatocitos adultos. En estos eventos, estan involucrados
varios factores de crecimiento como el factor de crecimiento de hepatocitos y

neurotransmisores como la norepinefrina.

Sin embargo, hay estudios clinicos y basicos que muestran que la exposicion a etanol
inhibe la capacidad regenerativa del higado. Estos efectos pueden deberse al etanol
mismo, al desbalance en el estado rédox provocado por su biotransformacion o a la

formacion de AC, el cual es un producto aun mas toxico que el etanol.

Dado que la norepinefrina tiene un papel fundamental en el proceso regenerativo, es
necesario examinar el efecto que tiene el acetaldehido sobre 1) la fosforilacion de
proteinas de transduccion de sefiales relacionadas con la reparaciéon y regeneracion

hepatica, 2) la activacion de factores de transcripcion y 3) la migracion celular.

3. JUSTIFICACION

Los mecanismos por los que la ingesta de alcohol inhibe la regeneracion hepatica no
estan completamente caracterizados. Por lo tanto, es necesario identificar los mecanismos

moleculares por los que el acetaldehido, metabolito del alcohol, puede afectar las vias de

sobrevivencia y/o proliferacion activadas por la norepinefrina en los hepatocitos.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

1. Determinar el efecto del acetaldehido sobre la activacion de las vias de

sefializacion de ERK1/2 y PI3K activadas por norepinefrina en cultivo primario

de hepatocitos.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

En un modelo de cultivo primario de hepatocitos:

1. Determinar el efecto del acetaldehido sobre la fosforilacion de ERK1/2 y PI3K

inducida por la norepinefrina y por el factor de crecimiento de hepatocitos.

2. Determinar el efecto del acetaldehido sobre la activacion del factor de

transcripcion NF-«kB inducida por la norepinefrina.

3. Determinar el efecto del acetaldehido sobre la migracion celular inducida por la

norepinefrina.

4. Examinar la activacion de fosfatasas por el acetaldehido.

5. Determinar el perfil de expresion de receptores adrenérgicos y su papel en la

respuesta inducida por la norepinefrina.

5. HIPOTESIS

El acetaldehido disminuye la activacion de las vias de sefalizacion de ERK1/2 y PI3K

activadas por norepinefrina en hepatocitos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS DE RATON

Para la obtencion de hepatocitos de raton se utilizo la técnica de perfusion con colagenasa
en dos pasos [60]. Se utilizaron ratones macho de la cepa CD-1, de 8 a 12 semanas de
edad. Se anestesiaron intraperitonealmente utilizando 0.7 ml de avertina. La superficie
abdominal se limpid con etanol al 70% y posteriormente se realizd una incision en el
abdomen y torax. Se hizo una incision en la auricula derecha del corazon y se introdujo
un catéter Abbocath 22G acoplado a un equipo de perfusion. La vena cava inferior se
anudo con hilo de sutura para evitar el paso de las soluciones utilizadas hacia los rifiones,
y se secciono la vena porta para abrir la circulacion. En la primera parte del proceso, el
higado se perfundié con aproximadamente 30 ml de amortiguador HBSS (Solucion salina
balanceada de Hanks) libre de Ca* y Mg2+, con HEPES 10 mM, pH 7.4, EGTA 75 mM,
a una temperatura de 37 °C. La velocidad de la perfusion se controldé con una bomba
peristaltica a 3.8 ml/min. En el segundo paso de la perfusion se utilizaron 50 ml de
colagenasa tipo I al 0.1% en medio Williams con NaHCO;3; 25 mM y amortiguado con
HEPES 10 mM, pH 7.4 a una temperatura de 37 °C. El higado se removid y se coloco en
una caja de Petri de 10 cm de didmetro con 50 ml de medio Williams frio con suero fetal
de bovino (SFB) al 10% y penicilina 100 unidades/ml, estreptomicina 100 pg/ml y
anfotericina B 0.25 pg/ml (medio de adhesion). La capsula de Glisson se rompiod
utilizando 2 pipetas graduadas estériles de 1 ml, con lo que se dispersaron las células
hepaticas y se obtuvo una suspension celular que se pasé por un filtro con un tamafio de
poro de 100 pum. El filtrado se centrifugd a 45 g durante 5 min a 4 °C. Después se elimino
el sobrenadante y el paquete celular se resuspendio en 25 ml de medio de adhesion frio.
Esta suspension celular se depositd sobre una solucion de Percoll con HBSS 1X, ambas
fases se homogenizaron suavemente invirtiendo 3 veces y posteriormente se centrifugd a
170 g durante 10 min a 4 °C, con lo que se obtuvo un paquete compuesto por hepatocitos
viables. El sobrenadante se elimind y las células se resuspendieron en 20 ml de medio de

adhesion frio. Una alicuota de 100 pl se utilizd6 para contar las células en un
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hemocitémetro usando tincion con azul tripano para determinar la viabilidad celular, que
en todos los experimentos siempre fue mayor al 95% y se obtuvieron entre 25 y 50
millones de hepatocitos por higado. Después de haber resuspendido las células en 20 ml
de medio, se centrifugd a 45 g durante 5 min a 4°C y se resuspendié en medio Williams a
una concentracion de 1.0x10° células/ml. Las células se sembraron en cajas de Petri de 6

cm de diametro a 37 °C en una atmosfera de CO, al 5%.

6.2 DISENO EXPERIMENTAL

En todos los experimentos los hepatocitos se sembraron en una densidad de 3.5x10*
células/cm’, que corresponde a aproximadamente 90% de confluencia. Después de que la
mayor parte de las células se adhirieron (2 a 4 h), se les cambi6 el medio de adhesion por
medio Williams con antibidtico y antimicético, sin SFB. Las células se cultivaron en este
medio toda la noche para permitir que se adhirieran completamente y al dia siguiente se

realizaron los experimentos.

Para los tratamientos se prepararon las siguientes soluciones patron. AC 80 mM en PBS
frio, NE 10 mM en agua desionizada, propranolol 10 mM en agua desionizada, HGF 10
pg/ml en agua desionizada y prazosina 10 mM en metanol. De estas soluciones se agrego
el volumen necesario al medio de cultivo para obtener concentraciones de AC 80 uM, NE
10 uM, propranolol 10 uM, prazosina 10 uM y HGF 50 ng/ml. Las cajas se sellaron con

papel parafilm para evitar la evaporacion del AC.

Los tiempos utilizados para el analisis de la fosforilacion de ERK1/2 y PI3K (0-1h) se
basaron en estudios previos realizados en el laboratorio y en condiciones reportadas, ya
que los eventos de fosforilacion ocurren en un lapso de minutos después de la exposicion
a ligandos como la norepinefrina o el factor de crecimiento de hepatocitos. Los tiempos
utilizados en el experimento con NF-kB (0-2h) y ensayo de herida-cicatrizacion (0-48h)

también estuvieron basados en reportes previos.
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6.3 ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

6.3.1 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINA TOTAL

Se retird el medio de cultivo de las células y se lavaron con 1 ml de PBS frio para
después despegar las células usando un gendarme de goma. La suspension celular
obtenida se coloco en un tubo Eppendorf y se centrifugd a 8900 g durante 1 min a 4 °C.
El sobrenadante se elimin6 y el botdn celular se resuspendié en 300 pl de amortiguador
de lisis M-PER (Pierce) con mezcla de inhibidores de fosfatasas y de proteasas (Roche).
Se incubo en hielo durante 15 min y después se centrifugd a 17000 g durante 10 min a 4
°C. El sobrenadante se recuperd y se guardo a -20 °C en alicuotas hasta ser cuantificadas.

La proteina se cuantificd colorimétricamente utilizando el paquete comercial BCA de la
marca Pierce, basado en la reaccion de Biuret o del acido bicinconico. Como curva patron

se utilizo albumina sérica de bovino.

6.3.2 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS Y WESTERN BLOT

Entre 50 y 100 pg de proteina se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al
10% en presencia de SDS 0.1 %, usando un voltaje de 120 V durante 90 min.
Posteriormente la proteina se transfirié6 a una membrana de PVDF durante 90 min a 120
V y posteriormente la membrana se bloqued con leche descremada al 5% en TBS-Tween.
Para la deteccion de proteinas de sefializacion se utilizaron anticuerpos de la marca Santa
Cruz Biotechnology. Se utilizaron anticuerpos contra ERK1/2 y PI3K fosforilados en
residuos de tirosina que en adelante se denominan p-ERK y p-PI3K. Estos anticuerpos se
utilizaron una concentracion de 0.4 pg/ml y para la deteccion de ERK1/2 y PI3K totales
se utilizaron 0.2 pg/ml. En todos los casos se utilizaron anticuerpos secundarios
conjugados a peroxidasa de rdbano. Las proteinas fosforiladas se detectaron utilizando el
sustrato de alta sensibilidad immobilon (Millipore), y la proteina total se detectd usando
el sustrato ECL (Pierce). La luminiscencia se detecto directamente de las membranas
PVDF usando el equipo Gel Logic 1500 imaging system, de Kodak. Para el analisis

densitométrico se utilizaron los valores obtenidos correspondientes a la proteina
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fosforilada y dichos valores se normalizaron con respecto a los correspondientes a la
proteina total. Como control de carga se utilizo ERK1/2 total y PI3K total, ya que sus

valores no cambian en los tiempos cortos (0-1h) utilizados.

Los experimentos de ERK1/2 se realizaron en al menos 3 experimentos independientes,

mientras que los de PI3K se realizaron una sola vez.
6.4 TRANSCRIPCION REVERSA-REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
6.4.1 AISLAMIENTO DE ARN TOTAL

El aislamiento de ARN total se realizd de acuerdo con el método de isotiocianato de
guanidina y fenol. Las células se cultivaron de la misma manera que en los experimentos
para Western blot. Un millén de células cultivadas a una densidad de 3.5x10* células/cm’
se lavaron con PBS frio y se les agregd 1 ml de TRIZOL, posteriormente se levantaron
con un gendarme de goma estéril. El homogenado se incubd 5 min a temperatura
ambiente. Se agregaron 0.2 ml de cloroformo, se agitdé la mezcla durante 15 seg y se
incub6 a temperatura ambiente durante 3 min. Posteriormente, se centrifugd a 12000 g
durante 15 min a 4 °C. Al final de la centrifugacion, se generaron dos fases: una fase
inferior roja (organica), una interfase blanca y una fase superior incolora (acuosa), en
donde se encuentra el ARN. Esta fase se transfirid a tubos limpios de 1.5 ml. Se
agregaron 0.5 ml de isopropanol, se mezcld y se dejo reposar a temperatura ambiente
durante 10 min. Después de este tiempo se centrifugd a 12000 g durante 10 min a 4 °C, se
elimino el sobrenadante y el ARN se lavo con 1 ml de etanol al 75%. Las muestras se
agitaron y se centrifugaron a 7500 g durante 5 min a 4°C. Se desecho el sobrenadante y el
ARN se dejo secar a temperatura ambiente y finalmente se resuspendio en 20-100 ul de
agua libre de RNasas. Las alicuotas se almacenaron a -80°C hasta la realizacion de la RT-

PCR.
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6.4.2 ANALISIS DE INTEGRIDAD Y CUANTIFICACION DE ARN

Se tomo6 una alicuota de ARN y se diluy6 en amortiguador TE (Tris-HCI 10 mM a pH7.5,
1 mM EDTA) en un volumen final de 1 ml. La cuantificacion de ARN se realiz6 leyendo
la absorbancia a 260 nm y 280 nm. El cociente de las absorbancias a 260 y 280 nm se
utiliz6 para monitorear la pureza del ARN, dicho cociente se encontr6 en el intervalo de

1.8 y 2.1. Para la cuantificacion de ARN, se utiliz6 la siguiente formula:

[ARN] pg/ml = (40 pg/ml) (Abs260) (Factor de dilucion)

Para analizar la integridad del ARN, se realizo una electroforesis en gel de agarosa en
condiciones no desnaturalizantes. De 3-5 ul de ARN se separaron en un gel de agarosa
1.5% en amortiguador TBE 0.5 X (Tris base 45 mM a pH 8, acido borico 45 mM, EDTA
1 mM) en presencia de bromuro de etidio. Las bandas se visualizaron utilizando un

transiluminador de luz ultravioleta.

6.4.3 DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS Y RT-PCR EN UN PASO

Para el disefio de oligonucleotidos se empled el programa Primer3 del Whitehead

Institute For Biomedical Research, MIT (http://frodo.wi.mit.edu/) utilizando las

secuencias de ARN de los receptores adrenérgicos aja, 0ip, 0ip, P1, B2 y B3 de ratoén

encontradas en la pagina http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Info/Index. Los

oligonucledtidos se muestran en la tabla 1. Para diferenciar entre la amplificacion de
ARN vy posible ADN gendémico contaminante, los oligonucleotidos se disefiaron de
manera que se alinearan en exones localizados en lados opuestos de un intron. De esta
manera, un producto derivado de ADN contaminante tiene un tamaiio mas grande que el
producto de la reaccion de RT-PCR. Para la Transcripcion Reversa-Reaccion en Cadena
de la Polimerasa en un paso se utilizaron 2 ug de ARN y se empleo el paquete comercial
Access RT-PCR System (Promega), el cual utiliza la Transcriptasa Reversa del Virus de

la Mieloblastosis Aviar (AMV) para la sintesis de la primera hebra de ADN y la ADN
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polimerasa termoestable 7fl de Thermus flavus para la sintesis de la segunda hebra de

ADN vy subsecuente amplificacion.

Tabla 1. Secuencia de los oligonucledtidos, temperatura de desnaturalizacion Tm, y

tamafio esperado del producto.

Oligonucledtido | Secuencia Tm pb del producto
a4 sentido GCCCTGAAGAAAATCACCAA |60 °C 302
aa antisentido | CAGACCCCCAACAGTCAAGT
o sentido AACCTTGGGCATTGTAGTCG |60 °C 347
a;g antisentido | TGCCACTGTCATCCAGAGAG
a;p sentido GCCTCTGAGGTGGTTCTGAG |60 °C 323
ajpantisentido |CTGGAGCAGGGGTAGATGAG
B sentido GATCTGGTCATGGGATTGCT |60 °C 398
B antisentido GGCACGTAGAAGGAGACGAC
B, sentido AAGAATAAGGCCCGAGTGGT |60 °C 383
B, antisentido GTCTTGAGGGCTTTGTGCTC
B3 sentido ACTCCTCGTAATGCCACCAG |60 °C 378
B3 antisentido AAGGAGACGGAGGAGGAGAG
El programa utilizado para la RT-PCR en un paso fue el siguiente:
Paso Temperatura, min # de ciclos
Transcripcion reversa 45 °C, 45 min 1
Inactivacion de AMV RT vy
desnaturalizacion ~ del  hibrido
ARN/ADNc 94 °C, 2 min 1
Desnaturalizacion 94 °C, 30 seg
Alineamiento 60 °C, 1 min 35
Extension 68 °C, 2 min
Extension final 68 °C, 7 min 1
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6.5 ENSAYO DE RETARDO EN MOVILIDAD ELECTROFORETICA

6.5.1 EXTRACCION DE PROTEINA NUCLEAR

Se sembraron hepatocitos en cajas de Petri de 10 cm de didmetro a una densidad de
3.5x10* células/cm’. Para extraer la proteina total, se lavaron las células con PBS frio y se
despegaron con un gendarme de goma. Se recuperd la suspension celular y se centrifugod
a 15000 g durante 10 seg. Las células se resuspendieron en 800 pl de solucion A (HEPES
10 mM apH 7.9, KCI 10 mM , EDTA 0.1 mM , EGTA 0.1 mM , DTT 1 mM y PMSF 0.5
mM) y se incubaron en hielo durante 15 min. Posteriormente, se agregaron 50 ul de una
solucion de detergente IGEPAL al 10% en solucion A. Se agitd vigorosamente durante
10 seg y se centrifugd a 15000 g a temperatura ambiente durante 30 seg. El precipitado
obtenido corresponde a los nucleos celulares, los cuales se incubaron durante 15 min en
30 pl de solucion C (HEPES 20 mM a pH 7.9, NaCl 0.4 mM , EDTA 1 mM , EGTA 1
mM , DTT 1 mM y PMSF 1 mM). Durante este tiempo se agitd vigorosamente al inicio,
a la mitad y al final de la incubacion. Finalmente, la suspension se centrifugo a 17000 g
durante 5 min a 4 °C. El sobrenadante se recuperd, y se tom6 una alicuota de 5 pl para la
determinacion de la concentracion de proteina nuclear y el resto se mantuvo a -80 °C para

su empleo posterior.

6.5.2 ENSAYO DE RETARDO EN MOVILIDAD ELECTROFORETICA

Se adicionaron en un tubo 5 pl de solucion de incubacion (Tris HCl 50 mM a pH 7.5,
NaCl 200 mM, EDTA 5 mM, B-mercaptoetanol 5 mM y glicerol al 20%). Posteriormente
se agregd 1 pg de poli dIdC y 20 pg de proteina nuclear. Se incub6 en hielo durante 15
min, y al término de la incubacion se agregaron 2 pl de sonda para NF-«kB marcada con
32p, La secuencia consenso para NF-xB utilizada fue 5-
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’. La mezcla se incubd a temperatura ambiente
por 15 min y después se agregaron 2 pl de azul de bromofenol al 0.1%. Las muestras se
corrieron en un gel de poliacrilamida-bisacrilamida al 6%, que se prepard de la siguiente

manera: se mezclaron 4 ml de acrilamida:bisacrilamida (29:1), 1 ml de solucién de TBE
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5X, 15 ml de agua desionizada, 200 pl de persulfato de amonio al 10% y 10 pl de
TEMED. El gel se corri6 durante 2h a 150 V. Finalmente, una pelicula Kodak se expuso
al gel durante 2 dias a -80°C.

6.6 INMUNOPRECIPITACION

Se sembraron hepatocitos en cajas de Petri de 10 cm de didmetro a una densidad de
3.5x10* células/cm®. Después de los tratamientos se extrajo y cuantifico la proteina total
como se describe en la seccion de andlisis de proteinas por Western blot. Dos mg de
proteina se incubaron con 20 ul de preclearing matrix A (Santa Cruz Biotechnology)
durante 1 h a 4°C en rotacion. Se centrifugé a 800 g durante 5 min. El sobrenadante se
recuperd y se incubd toda la noche con un anticuerpo dirigido contra la subunidad
catalitica de PP2A (Cell Signaling) en una dilucion 1:100, a 4 °C, en rotacion constante.
Posteriormente, se agregaron 20 ul de Protein A/G PLUS-Agarose (Santa Cruz
Biotechnology), y se agitd en rotacion a 4 °C durante 1 h. El inmunocomplejo se colecto
centrifugando a 800 g durante 5 min a 4°C. El sobrenadante se elimind con una pipeta y
la proteina se lavé 2 veces con 300 pl de amortiguador de lisis, repitiendo la
centrifugacion en cada lavado. Después del ultimo lavado, el sobrenadante se elimind y el
botdn se resuspendio en 30 ul de amortiguador muestras 2X, y se realizé un Western blot

para la determinacion de ERK1/2.

6.7 ENSAYO DE HERIDA-CICATRIZACION

En una caja de Petri de 6 cm de didmetro, se sembraron hepatocitos como se indico
anteriormente. Con una punta de pipeta de 200 pl se raspd la monocapa de cultivo celular
haciendo tres lineas paralelas y una perpendicular. Las células fueron lavadas 2 veces con
medio de cultivo para eliminar las células despegadas, y se agregé medio de Williams sin
SFB para después poner los tratamientos: control, NE y pretratamiento con AC 10 min
seguido de NE. Se tomaron fotografias en diferentes tiempos utilizando una cédmara

digital acoplada a un microscopio invertido Axiovert 25 (Carl Zeiss).

24



6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos con ERK1/2 se realizaron en al menos 3 experimentos independientes,

mientras que con PI3K se realizaron una sola vez.
Para la comparacion de medias de diferentes grupos se utilizé un andlisis de varianza

(ANOVA), seguido de comparaciones multiples por prueba de Tukey. Se empled el

programa SPSS 13.0. La diferencia entre medias se considerd significativa con p < 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 EFECTO DEL AC SOBRE LA FOSFORILACION DE ERKI1/2 Y PI3K
INDUCIDAS POR LA NE

Antes de evaluar el efecto del AC sobre la fosforilacion de ERK1/2 y PI3K por la NE, se
hicieron experimentos utilizando unicamente NE. Para determinar la fosforilacion de
ERK1/2 y PI3K en el cultivo primario de hepatocitos, las células se expusieron 0, 5, 10,
20, 30 y 60 min a NE 10 uM, se aislo la proteina total y la fosforilacion de dichas
proteinas se determind por Western blot. En la figura 7.1 se observa que la NE indujo la
fosforilacion de ERK1/2. El valor maximo se observo a los 10 min, con un valor
promedio 2 veces con respecto al valor basal. La fosforilacion disminuy6 durante los
minutos siguientes, y una hora después del tratamiento el promedio fue estadisticamente

igual a la fosforilacion basal.
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Figura 7.1. Activacion de ERK1/2 inducida por norepinefrina (NE) en cultivo
primario de hepatocitos de raton. Las células se trataron con NE 10 uM durante
diferentes tiempos. La fosforilacion se evaludé por Western blot. Los resultados se
presentan como promedio + E.E. de al menos 5 experimentos independientes. En la parte

inferior se muestra un gel representativo. *P < 0.05 respecto a tiempo 0.
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Otra proteina de sefializacion activada por NE fue PI3K. En la figura 7.2 se observa que
PI3K presentd un maximo de fosforilacion a los 5 min del tratamiento con NE, y 30 min

después del tratamiento el nivel de fosforilacion de PI3K fue igual al control.

p-PI3K/PI3K

p-PI3K

PI3K

tiempo (min)
Figura 7.2. Activacion de PI3K inducida por norepinefrina (NE) en cultivo

primario de hepatocitos de raton. Las células se trataron con NE 10 uM durante

diferentes tiempos. La fosforilacion se evalué por Western blot.
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Para conocer cudl es el efecto independiente de AC sobre la fosforilacion de ERK1/2, se
hicieron experimentos para determinar si AC puede inducir la fosforilacion de dicha
proteina. En la figura 7.3 se observa que el tratamiento con AC 80 pM no tuvo efectos
estadisticamente significativos sobre la fosforilacion de ERK1/2 en el lapso de 5 a 60

min.
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Figura 7.3. Efecto del acetaldehido (AC) sobre la fosforilacion de ERK1/2 en cultivo
primario de hepatocitos de ratén. Las células se trataron durante diferentes tiempos
con AC 80 uM vy la fosforilacion de ERK1/2 se determindé por Western blot. Los
resultados se presentan como promedio =+ E.E. de al menos 3 experimentos

independientes.
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Para determinar el efecto que tiene la exposicion a AC sobre la fosforilacion de ERK1/2 y
PI3K inducida por NE, los hepatocitos fueron tratados durante 10 min con AC 80 uM, y
posteriormente con NE 10 uM; se aislo la proteina total y la fosforilacion se determind
por Western blot. En la figura 7.4 se observa que el valor promedio de la fosforilacion de
ERK1/2 en respuesta a NE fue de 2 veces el valor del control, mientras que cuando las
células fueron pretratadas con AC, dicho valor disminuy6 a 1.2 veces el valor del control;
esta disminucion fue estadisticamente significativa. Por otro lado, en la figura 7.5 se
observa que también la fosforilacion de PI3K disminuy6 por el pretratamiento con AC,

en este caso el valor se redujo a un valor similar al control.
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Figura 7.4. Efecto del acetaldehido (AC) sobre la activacion de ERK1/2 por
norepinefrina (NE) en cultivo primario de hepatocitos de raton. Las células se
trataron con AC 80 uM y NE 10 uM de acuerdo con la siguiente simbologia: CTRL-
control, NE 10-tratamiento con NE 10 min, AC10-NE10 pretratamiento con AC 10
min, seguido de tratamiento con NE 10 minutos. La fosforilacion se determind por
Western blot. Los resultados se presentan como promedio = E.E. de al menos 6
experimentos independientes. En la parte inferior se muestra un gel representativo. *P <

0.05 respecto a CTRL. “P = 0.009 comparado con NE 10 min.
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Figura 7.5. Efecto del acetaldehido (AC) sobre la activacion de PI3K por
norepinefrina (NE) en cultivo primario de hepatocitos de ratéon. Las células se
trataron con AC 80 uM y NE 10 uM de acuerdo con la siguiente simbologia: CTRL-
control, NE 10—tratamiento con NE 10 min, AC10-NEI10 - pretratamiento con AC 10
min, seguido de tratamiento con NE 10 minutos. La fosforilacion se determind por

Western blot.
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Como se menciond, ERKI1/2 se activa en respuesta a varios ligandos, como
neurotransmisores, hormonas y factores de crecimiento como HGF, el cual tiene un papel
fundamental en la proliferacion de hepatocitos durante la regeneracion hepatica. Por lo
tanto, se analizo el efecto del AC sobre la fosforilacion de ERK1/2 inducida por HGF,
con la finalidad de determinar si, al igual que con NE, hay un efecto inhibitorio. Para
esto, las células fueron pretratadas con AC durante 10 min, y después se agregdé HGF al
medio de cultivo; se aisld la proteina total y se analizé la activacion de ERK1/2 por
Western blot. En la figura 7.6 se observa que el AC también inhibid la fosforilacion de
ERK1/2 inducida por HGF. Esto sugiere que el AC induce mecanismos de regulacion

negativa independientes del ligando que active a ERK1/2.
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Figura 7.6. Efecto del acetaldehido (AC) sobre la activacion de ERKI1/2 por el
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) en cultivo primario de hepatocitos de
raton. Las células se trataron con AC 80 uM y HGF 50 ng/ml de acuerdo con la
siguiente simbologia: CTRL-control, HGF—tratamiento con HGF 10 min, AC-HGF
pretratamiento con AC 10 min, seguido de tratamiento con HGF 10 minutos. La
fosforilacion se determind por Western blot. Los resultados se presentan como
promedio + E.E. de al menos 5 experimentos independientes. En la parte inferior se
muestra un gel representativo. *P < 0.05 respecto a CTRL. “P < 0.05 comparado con

HGF.
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7.2 EFECTO DEL AC SOBRE LA ACTIVACION DE NF-kB Y MIGRACION
CELULAR MEDIADA POR LA NE

Ademas de estudiar el efecto del AC a nivel de fosforilacion de proteinas, se hizo un
experimento para determinar el efecto del AC sobre la activacion de NF-kB, para lo cual
se realizd un ensayo de retardo en movimiento electroforético con el cual se analizo la
activacion de NF-kB por la NE y el efecto que tiene el pretratamiento con AC. En la
figura 7.7 se observa que el tratamiento con NE activo al factor de transcripcion NF-kB
en los tiempos estudiados de 0.5, 1, 1.5 y 2 h, mientras que el pretratamiento con AC
disminuy6 la activacion de dicho factor de transcripcion 0.5 y 1 h después de haber
agregado NE al medio. Este resultado sugiere que la NE activa vias de sefalizacion que

dan lugar a la activacion de NF-xB y que el AC inhibe esta respuesta.

AC-NE (h)
2

Sonda libre ———p

Figura 7.7. [Efecto del acetaldehido (AC) sobre la activacion de NF-kB por
norepinefrina (NE) en cultivo primario de hepatocitos de ratéon. Las células se
trataron durante diferentes tiempos con NE 10 uM con o sin pretratamiento con AC 80

puM durante 10 min. La activacion de NF-«kB se determin6 por medio de EMSA.
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Dado que en resultados anteriores se mostré que la NE activa la via de ERK1/2, la cual
forma parte de la regulacion de proliferacion, sobrevivencia y migracion celular; se
evalu6 el efecto que tiene la NE y el pretratamiento con AC sobre un modelo de
reparacion, para lo cual se llevo a cabo un ensayo de herida-cicatrizacion. En la figura 7.8
se observa que en las células control hubo poca migracion celular, y que la NE favorecio
dicha respuesta tanto a las 24 como 48 h. Sin embargo, el pretratamiento con AC

disminuy6 esta respuesta.

CTRL AC-NE

Figura 7.8. Efecto del acetaldehido (AC) sobre la migracion celular estimulada por

norepinefrina (NE) en cultivo primario de hepatocitos de ratén. Las células se
trataron durante diferentes tiempos con NE 10 uM con o sin pretratamiento con AC 80
UM durante 10 min. Las fotografias fueron tomadas con un microscopio invertido a las

24 y 48 h de los tratamientos. Aumento 200X.



7.3 EFECTO DEL AC SOBRE LA ACTIVACION DE FOSFATASAS

En las figuras anteriores se presentaron resultados en los que se muestra que la NE activa
las vias de sefializacion ERK1/2 y PI3K, mientras que la exposicion previa a AC inhibe
dicha activacion. Ademas, se mostré que dicho efecto inhibitorio también se observa
cuando posterior al AC se expone a las células a HGF. Dado que el mecanismo
inhibitorio activado por el AC parece ser independiente del ligando que activa a ERK1/2,
se analiz6 la participacion de fosfatasas de proteinas como parte del mecanismo
inhibitorio activado por el AC, pues el estrés provocado por toxicos puede activar

fosfatasas [61].

En la figura 7.9 se presenta el efecto del ortovanadato de sodio (Na;VOy), el cual es un
inhibidor general de las PTP, sobre la fosforilacion de ERK1/2. Se observa que Na3VO4
por si solo indujo la fosforilacion de ERK1/2 en una manera dependiente de la
concentracion. Los niveles de fosforilacion inducidos por Na;VO, fueron mayores a los
inducidos por NE o por HGF pues cuando las células se expusieron durante 50 min, el
cociente p-ERK/ERK fue de entre 3 y 12, mientras que cuando las células se expusieron a
NE 10 uM o HGF 50 ng/ml durante 10 min, el cociente fue de 2 y 2.3 respectivamente.
Ademas, en las células en las que después de 30 min de tratamiento con NazVOs se
expusieron a AC y posteriormente a NE, la fosforilacion de ERK1/2 fue mayor a la
observada cuando solo se traté con Na3;VO,. Este contraste se observa particularmente
cuando la concentraciéon de NazVO, fue de 10 uM. Este resultado sugiere que el AC
activa PTP, porque atn cuando las células fueron expuestas a AC, el pretratamiento con
Na3VO, previno la inhibicion observada anteriormente, permitiendo la fosforilacion

adicional mediada por NE.
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Figura 7.9. Efecto de la inhibicion de las fosfatasas de tirosina (PTP) con
ortovanadato de sodio sobre los niveles de fosforilacion de ERK1/2 en presencia de
acetaldehido (AC) y norepinefrina (NE). OR-AC-NE: las células fueron tratadas
durante 30 min con ortovanadato de sodio en concentraciones de 10, 100 y 1000 puM,
posteriormente con AC 80 uM por 10 min, seguido de NE 10 uM durante 10 min. OR:
las células se trataron durante 50 min con ortovanadato de sodio en concentraciones de
10, 100 y 1000 uM. Se aislo la proteina total y la fosforilacion de ERK1/2 se determind
por Western blot.
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Ademds de analizar la activacion de PTP por AC, se hizo un ensayo de
inmunoprecipitacion para determinar si PP2A es activada por AC. En la figura 7.10 se
observa que después de 20 min el AC indujo una asociacioén entre PP2A y ERK1/2, y
después de 1 h de exposicion a AC, la asociacion fue comparable a la asociacion basal
observada en el experimento control. En las figuras 7.9 y 7.10 se tiene entonces que el
AC induce la activacion de proteinas fosfatasas, y este puede ser el mecanismo por el que

el AC inhibe la fosforilacion de ERK1/2 y PI3K.

IP: PP2A

ERK1/2 |

PP2A | = -

CTRL AC 20min  AC 1h
1 1.5 1

Figura 7.10. Efecto del AC sobre la asociacion de ERK1/2 con PP2A. Las células se
expusieron a AC 80 uM por 20 min y lh, se aisl6 la proteina total y se inmunoprecipitd
PP2A. Posteriormente se analizO ERKI1/2 y PP2A por Western blot. IP:
Inmunoprecipitacion. Debajo de los nombres de los tratamientos se muestran los valores

densitométricos de la asociacion de ERK1/2-PP2A.
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7.4 RECEPTORES ADRENERGICOS EN EL MODELO

Para determinar el tipo de receptor adrenérgico presente en el modelo, se utilizaron
antagonistas de los receptores adrenérgicos o; y [ (prazosina y propranolol,
respectivamente). Las células se expusieron durante 30 min a los antagonistas y después
se agregd NE al medio, posteriormente se analizo el efecto de los antagonistas sobre la
fosforilacion de ERK1/2. En la figura 7.11 se muestra que tanto la prazosina, como el
propranolol inhibieron la fosforilaciéon de ERK1/2 mediada por NE. Esto sugiere que bajo
las condiciones en las que se llevo a cabo el cultivo de hepatocitos, tanto los receptores o,

como f estuvieron presentes en las células.

Para corroborar los resultados obtenidos con los antagonistas de los receptores a; y B, se
realizaron experimentos de RT-PCR para determinar si los ARNm de los receptores
adrenérgicos aa, 0B, ip, Pi, P2 ¥ P3 se encuentran en el cultivo primario de hepatocitos
utilizado. En la figura 7.12 se muestra que bajo las condiciones de cultivo, los hepatocitos
expresan los ARNm de los receptores adrenérgicos aa, o, B2 y B3, lo cual concuerda

con los resultados obtenidos utilizando antagonistas.
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Figura 7.11. Efecto de antagonistas de los adrenoceptores a; y p sobre la activacion
de ERK1/2 inducida por norepinefrina (NE) en cultivo primario de hepatocitos de
raton. Las células se expusieron 30 min a antagonistas de los adrenoceptores o
(Prazosina 10uM) y B (Propranolol 10uM), posteriormente se expusieron a NE 10uM
durante 10 min para evaluar la fosforilacion de ERK1/2 por Western blot. Los datos se
muestran como promedio = E.E. de al menos 3 experimentos independientes. En la parte

inferior se muestra un gel representativo *P < 0.05 respecto a CTRL.
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Figura 7.12. ARNm de los adrenoceptores a; y  presentes en el cultivo primario de
hepatocitos. Las células se cultivaron como se indico en la seccion de materiales y
métodos, se extrajo el ARN total y los ARNm se amplificaron por RT-PCR. El
experimento se repitid con hepatocitos de dos ratones diferentes, y se obtuvieron los

mismos resultados.
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8. DISCUSION

8.1 EFECTO DEL AC SOBRE RESPUESTAS MEDIADAS POR NE

La NE tiene un papel fundamental en la regeneracion hepatica, con gran capacidad para
potenciar el papel mitogénico de factores de crecimiento como HGF y EGF [62, 63].
Aunque los hepatocitos en el higado normal se dividen a tasas muy bajas, su capacidad
proliferativa aumenta notablemente después de un dafio como el producido por métodos
quirurgicos como la hepatectomia parcial, la remocion de tejido canceroso o la remocion
de tejido para donacion. Otro mecanismo de dano al higado es el causado por

xenobidticos, como el etanol, que es biotransformado principalmente en el higado.

El etanol causa dafio hepatico y puede alterar la capacidad regenerativa del higado [64,
65]. Este efecto negativo del etanol puede deberse al etanol mismo, a los productos de su
biotransformacion como el AC, o bien a otros productos generados como las especies
reactivas de oxigeno o desbalance en el estado redox. Dado el papel hepatotoxico del AC
[66], en este trabajo se estudi6 el efecto del AC sobre las respuestas mediadas por NE a
nivel de 1) fosforilacion de proteinas de transduccion de sefiales relacionadas con la
reparacion y regeneracion hepdtica, 2) activacion de factores de transcripcion y 3)

migracion celular.

En las figuras 7.1 y 7.2 se muestra que la NE indujo la activacion de las proteinas
ERK1/2 y PI3K. La activacion de estas proteinas en respuesta a la NE se ha reportado en
hepatocitos [37, 67], aunque en otro reporte indican que los agonistas de los receptores
adrenérgicos a; y B (fenilefrina y metaproterenol) no activaron ERK1/2 en un cultivo
primario de hepatocitos de rata, sin embargo esos mismos autores mencionan que al
exponer a las células a HGF junto con los agonistas mencionados, hubo una potenciacion
en la actividad de ERK1/2 [68]. El maximo de fosforilacion observado en el caso de
PI3K ocurri6 a los 5 min de exposicion a la NE, mientras que la fosforilacion maxima de

ERK1/2 se observo a los 10 min. Es posible que la fosforilacion temprana de PI3K esté
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relacionada con la fosforilacion de ERK1/2, pues se la inhibiciéon de PI3K previene la

activacion de ERK1/2 mediada por un receptor adrenérgico en otros tipos celulares [69].

Antes de evaluar el efecto del AC sobre la fosforilacion de ERK1/2 y PI3K mediada por
la NE, se hizo un experimento para determinar si el AC por si solo es capaz de inducir la
fosforilacion de ERK1/2. En la figura 7.3 se muestra que aunque a los 10 min de
tratamiento con AC el valor promedio de la fosforilacion de ERK1/2 fue de 1.3, esta
diferencia no es estadisticamente significativa con respecto a las células sin tratamiento.
En contraste con estos resultados, la exposicion a AC induce la activacion de ERK1/2 y
JNK. Sin embargo, en dicho reporte se utilizaron concentraciones de AC entre 0.2 y 5
mM, mientras que en el presente trabajo se utilizd una concentracion de 80 puM, esa
diferencia en la concentracion de AC podria explicar el contraste en los resultados [70].
Ademas, la concentracion de AC a la que estan expuestos los hepatocitos in vivo debido a

la ingesta de etanol es del orden micromolar, no milimolar [71, 72].

En las figuras 7.4 y 7.5 se observa que la exposicion previa a AC disminuye la
fosforilacion de ERK1/2 y PI3K mediada por NE. Estos resultados son similares a los
obtenidos en un modelo de cultivo primario de hepatocitos de rata, donde la exposicion
aguda etanol inhibid la activacion de la proteina AKT inducida por insulina [61]; ademas,
en un modelo de exposicion cronica a etanol en ratas se inhibio la activacion de ERK1/2

en el higado [73].

Asimismo, en la figura 7.6 se muestra que el AC también afecta la fosforilacion de
ERK1/2 inducida por HGF, lo que sugiere que el mecanismo de inhibicion es
independiente del ligando que activa la via de ERK1/2. Los resultados en las figuras 7.4,
7.5 y 7.6 muestran que el AC inhibe vias de sefalizacion fundamentales para la
proliferacion de hepatocitos, y explican mecanismos de toxicidad debida a la exposicion
al etanol, y proveen evidencia para explicar la reduccion en la capacidad regenerativa del

higado observada en modelos in vivo [74, 75].
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El efecto del AC sobre el crecimiento celular se ha descrito en una linea celular con
capacidad para oxidar etanol. Se mostré que la produccion de AC, més que el desbalance
en el estado redox o la presencia del mismo etanol, tiene un efecto inhibitorio sobre la
proliferacion celular [76]. Ademas, existen reportes que indican que el AC puede inhibir
la proliferacion de otros tipos celulares como células ovéaricas [77] y astrocitos [78]. En
estos reportes, se mostrd que el efecto sobre el crecimiento celular se debio a la
formacion de AC, pues al inhibir la oxidacion de etanol a AC, el efecto negativo
disminuy6 significativamente. Por lo que los resultados presentados aqui ayudan a

explicar la inhibicion del crecimiento celular provocada por el AC.

El NF-xB es uno de los factores de transcripcion que regulan la regeneracion hepatica
[41], asi la prevencion de la apoptosis [79]. El NF-kB es un factor de transcripcion
formado por la homo- o heterodimerzacion de proteinas de la familia rel. En su forma
inactiva se encuentra en el citoplasma, donde estd unido a proteinas inhibitorias,
denominadas IkB, que evitan su translocacion al nucleo y su unidn a secuencias consenso
de ADN para activar genes blanco. La activacion de NF-kB necesita de la fosforilacion
de IkB y su subsecuente ubiquitinacion, lo que da lugar a la digestion proteolitica de kB
[41].

La activacion de este factor de transcripcion por NE ya se ha encontrado en las células
estelares hepaticas [80] y en general se sabe que los GPCR pueden activar a dicho factor
como mecanismo para favorecer la proliferacion celular [81]. En la figura 7.7 se observa
que la NE activdo a NF-xB en todos los tiempos estudiados. Sin embargo, en las células
pretratadas con AC, hubo una disminucion en la union del factor a su secuencia
especifica de ADN, particularmente a 0.5 y 1 h de exposicion a la NE. Esta disminucion
en la actividad de NF-kB podria estar relacionada con la activacion de PP2A por AC,
pues la inhibicién de PP2A utilizando inhibidores quimicos como el 4cido ocadaico dan
lugar a la fosforilacion de IxB y la activacion de NF-kB [82]. La inhibicion parece ser
reversible, pues en las células pretratadas con AC y expuestas luego a NE 2 h, se puede
observar la union del factor de transcripcion a la sonda. Es necesario estudiar este

mecanismo para comprender el efecto observado
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Ademas de estudiar los efectos del AC sobre las vias de sefializacion mediadas por la NE
y el HGF a nivel de fosforilacion y nivel transcripcional, se hizo un ensayo de herida-
cicatrizacion para estudiar el papel de la NE y el AC en esta respuesta. Este ensayo se
utiliza para estudiar la migracion celular in vitro en una monocapa de células y sirve para

simular la reparacion que se lleva a cabo in vivo.

La migracion celular depende del reacomodo del citoesqueleto y la participacion de vias
de sefializacion como ERK1/2. La activacion de esta via es uno de los mecanismos que
controlan la capacidad migratoria de los hepatocitos in vitro [83]. Ademas, la activacion
de ERK1/2 por los receptores adrenérgicos a; [84] y B [85] media la respuesta de
migracion celular en modelos de herida-cicatrizacion que utilizan otros tipos celulares.
En concordancia con estos reportes, en la figura 7.8 se muestra que el tratamiento con NE
favorecio la migracion celular de los hepatocitos a las 24 y 48 h de tratamiento. De
manera similar a lo que se muestra en las figuras anteriores, la respuesta mediada por NE
fue inhibida cuando las células se pretrataron con AC. Este efecto puede deberse a la
inhibicion de la via ERK1/2 que se observd anteriormente, ademas es posible que la
exposicion a AC haya alterado el citoesqueleto de los hepatocitos, pues la exposicion de
los hepatocitos a etanol da lugar a la acetilacion, mediada por el AC, de a-tubulina y

genera microtiubulos estables que inhiben la migracion celular [86, 87].

8.2 EFECTO DEL AC SOBRE LA ACTIVACION DE FOSFATASAS

En los resultados descritos se mostr6 que el AC inhibe respuestas mediadas por NE a
nivel de proteinas de sefializacion, actividad transcripcional y migracion celular. Ademas,
en la figura 7.6 se mostr6 que el efecto inhibitorio del AC no esta limitado a la
fosforilacion de ERK1/2 mediada por NE, sino que también afecta la respuesta mediada
por HGF, por lo que el mecanismo inhibitorio activado por AC es independiente del
ligando que activa las respuestas. Entre los posibles mecanismos que pueden mediar el
efecto inhibitorio del AC se encuentran la internalizacién de receptores de membrana,
inactivacion de proteinas por formacion de enlaces covalentes con AC y la activacion de

fosfatasas de proteinas por AC. Debido a que se sabe que la exposicion a etanol induce la

46



activacion de la fosfatasa PTEN [61], en este trabajo se estudio la activacion de fosfatasas

por AC.

Para evaluar la activacion de fosfatasas de tirosina o PTP, se utilizé el inhibidor de PTP
ortovanadato de sodio. Si el AC activa PTP, entonces se esperaba que al tratar a las
células con ortovanadato y luego con AC y NE, la fosforilacion de ERK1/2 seria mayor a
la observada con ortovanadato solo, pues al estar inhibidas las PTP ya no se observaria el

efecto inhibitorio del AC sobre la fosforilacion de ERK1/2.

Para analizar ERK1/2 fosforilado se utilizd un anticuerpo dirigido contra ERK1/2
fosforilado unicamente en tirosina. En la figura 7.9 se observa que utilizando 3 diferentes
concentraciones de ortovanadato, el cociente p-ERK/ERK fue mayor cuando las células
tratadas con ortovanadato se expusieron ademas a AC y NE. De manera interesante, se
observa que el ortovanadato por si solo dio lugar a la fosforilacion de ERK1/2 en forma
dependiente de la dosis, y que la magnitud de esta fosforilacion fue mayor a la observada
cuando las células se expusieron a NE o HGF. Resultados similares se obtuvieron en una
linea de fibroblastos estimulados con EGF, en los que la exposicion previa a ortovanadato
dio lugar a una mayor fosforilaciéon de ERK1/2 [88]. Otro efecto de la inhibicion de PTP
es que el ortovanadato revierte la inhibicion por contacto observada en cultivo primario
de hepatocitos de rata, y en este caso el efecto estd mediado por el aumento en la

fosforilacion de ERK1/2 [89].

También se analiz6 la activacion de la fosfatasa de serina-treonina PP2A. En la figura
7.10 se observa que el AC indujo la asociacion de PP2A con ERK1/2 a los 20 min de
exposicion; mientras que 1 h después, la asociacion fue igual a la observada en el control.
Es necesario realizar experimentos adicionales para dilucidar el mecanismo de activacion
de PTP y PP2A por AC. Finalmente, cabe la posibilidad de que la activacion de
fosfatasas sea un mecanismo de prevencion para evitar la division de células dafadas a

pesar de la estimulacion con factores de crecimiento.
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8.3 RECEPTORES ADRENERGICOS EN EL MODELO

Las funciones de la NE estdn mediadas por diversos subtipos de adrenoceptores. En el
higado, estos receptores regulan diferentes funciones como el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y aminoacidos. Ademas, los receptores adrenérgicos contribuyen a
la regulacion de la division de hepatocitos y regeneracion hepatica [36, 48, 63]. El
subtipo de receptores adrenérgicos expresados en el higado varia entre las especies. En el
higado de conejos, perros, gatos y humanos se expresan principalmente los receptores
oA, mientras que el subtipo a;p se ha detectado en el higado del pez Ichtalurus punctatus
y roedores como rata, raton y hamster. En el higado del mono se ha detectado la

coexpresion de los receptores a4 y a5 [90-96].

Para determinar qué receptores adrenérgicos median las respuestas a NE en el modelo
utilizado, se utilizaron antagonistas de los receptores adrenérgicos a; y B, ademas de que

se realiz6 RT-PCR para identificar los ARNm de los adrenoceptores a; y .

Dado que tanto los adrenoceptores a; [97] como B [85] son capaces de activar vias de
sefializacion que implican la fosforilacion de ERK1/2, se utilizaron antagonistas de
dichos adrenoceptores, para evaluar su efecto sobre la fosforilacion de ERK1/2 inducida
por NE. Utilizando los antagonistas prazosina y propranolol, en la figura 7.11 se mostrd
que ambos inhibieron la fosforilacion de ERK1/2 mediada por NE, lo cual sugiere que
ambos adrenoceptores se encuentran en los hepatocitos bajo las condiciones de cultivo
utilizadas. Por lo tanto, se realizaron ensayos de RT-PCR para determinar qué mensajeros
de los receptores adrenérgicos se encuentran en los hepatocitos, esperando encontrar al
menos un subtipo de a; y uno de B. En la figura 7.12 se muestra que se encontraron los
ARNm de los adrenoceptores aja, ois, B2 y P3. Este resultado concuerda con lo
encontrado en la figura 7.11. Sin embargo, la presencia de un ARNm no garantiza que se
exprese la proteina correspondiente, por ejemplo, en la linea HepG2 se detectaron los
ARNmMm de los receptores a4 y a1, pero no se encontrd su expresion a nivel proteico [62].

Por otro lado, los experimentos utilizando antagonistas muestran que al menos un subtipo
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de receptor a; y al menos un subtipo P se encuentran presentes, y es necesario determinar

a nivel proteico qué subtipos se encuentran presentes.

La coexistencia de respuestas a; y B adrenérgicas ya se ha mostrado en cultivo primario
de hepatocitos previamente [68, 98, 99]. Sin embargo, hay que tener presente que factores
como el aislamiento de hepatocitos y la densidad celular en que son cultivados puede
influir en el tipo de adrenoceptores que expresan. Por ejemplo, hepatocitos recién
aislados de rata muestran actividad o, y no muestran respuesta 3 adrenérgica; pero 2 h
después de aislados, las células comienzan a mostrar respuesta de tipo B, la cual se
incrementa con el tiempo de cultivo [100]. En nuestro modelo las células fueron
cultivadas toda la noche antes de realizar los experimentos descritos, porque aun después
de 4 h de cultivo, muchas células no se habian adherido completamente a la caja de

cultivo.

La transicion de la respuesta a; a f depende de la densidad de cultivo celular, y se puede
inhibir cultivando las células a alta densidad [101]. Sin embargo, la densidad que segun
los autores citados inhibe la transicion de o, a B es de al menos 1.5x10° células/cm?, que
equivale a 4 veces la densidad de 3.5x10* células/cm? utilizada en nuestro modelo, y que
como se menciono, corresponde a aproximadamente 90% de confluencia. En nuestro
modelo, cuando se cultivan las células a una densidad mayor, éstas no se adhieren
apropiadamente a la caja de cultivo, y frecuentemente muchas se despegan
espontaneamente después de haberse adherido. En resumen, los resultados muestran que

bajo las condiciones de cultivo utilizadas, se encuentran tanto los receptores a; como f.
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9. CONCLUSIONES

La regeneracion hepatica depende de mecanismos moleculares complejos. En este
proceso participan factores de crecimiento como el HGF y neurotransmisores como la
NE. Al unirse a su receptor, se activan diversas cascadas de sefializacion que dan lugar a
la activacion de factores de transcripcion que regulan respuestas celulares como la
sobrevivencia y proliferacion celular. Sin embargo, en personas con consumo cronico de
etanol dicha capacidad regenerativa se encuentra disminuida. En este trabajo se estudi6 el

efecto del AC sobre las vias de sobrevivencia y proliferacion reguladas por la NE.

Se demostr6 que tanto ERK1/2 como PI3K se activan en respuesta a la NE, por medio de
mecanismos en los que participan tanto los receptores adrenérgicos de tipo a; como .
Sin embargo, después de la exposicion a acetaldehido, la fosforilacion de dichas proteinas
por se ve disminuida. Ademas, se encontr6 que este efecto inhibidor también afecta la

fosforilacion mediada por el HGF.

También se examind el efecto del AC sobre la respuesta a la respuesta a la NE en 1) la
activacion del factor de transcripcion NF-kB, que tiene un papel fundamental en la
sobrevivencia y proliferacion, y 2) la migracion celular. La exposicion a AC disminuy6
temporalmente la activacion de NF-xB y hubo una disminucion notable en la capacidad

migratoria de las células.

Por lo tanto, se examind si el AC activa a fosfatasas de proteinas. Se obtuvieron
resultados que muestran la activacion de fosfatasas de tirosina y la fosfatasa PP2A, que

desfosforila residuos de serina y treonina.

En conclusion, los resultados muestran que el acetaldehido inhibe las vias de sefializacion
que regulan la proliferacion y sobrevivencia celular de los hepatocitos. La informacion
obtenida es relevante para la comprension de los efectos negativos del consumo de etanol

sobre la regeneracion hepatica.
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