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ABREVIATURAS FRECUENTES

AB: Acido biliar

ABC: “ATP-Binding cassette”

ADNc: ADN complementario

ALT: Alanina aminotransferasa

ARNmM: ARN mensajero

ARNr: ARN ribosémico

ASBT: “Apical sodium-dependent bile acid transporter”
AST: Aspartato aminotransferasa

BCRP: “Breast cancer resistance protein”
BSEP: “Bile salt export pump”

Ct: Ciclo umbral

CYP: Enzimas citocromo P450

DBD: “DNA binding domain”

DC: Acido desoxicolico

DMSO: Dimetilsulfoxido

ECso: Concentracion efectiva 50

ECL: “Enhanced chemioluminiscence”

EDTA: Acido etilendiamino tetraacético

EEM: Error estdndar de la media

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

ERR: “Estrogen related receptor”

FD: FITC dextrano

FGF: “Fibroblast grow factor”

FITC: Isotiocianato de fluoresceina

FITC-GC: Colilglicilamido fluoresceina
FITC-GQDC: Quenodesoxicolilglicilamido fluoresceina
FITC-GUDC: Desoxicolilglicilamido fluoresceina
FSC: “Forward light scatter”

FXR: “Farnesoid X receptor”

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
GC: Acido glicocolico

GR: Receptor de glucocorticoides

GUDC: Acido glicoursodesoxicolico



GW4064: acido  3-(2,6-diclorofenil)-4-(3’-carboxi-2-cloro-estilbeno-4-il)-
oximetil-5-isopropil-isoxazol

HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazintansulfénico

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién

IPTG: Isopropil B-D-tiogalactopirandsido

LB: Medio Luria-Bertani

LBD: “Ligand binding domail”

LC: Acido litocélico

LC-MS-MS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
LM: “Loading medium”

LRH-1: “Liver receptor homologue-1”

LXR: “Liver X receptor”

MCS: “Multiple clonning site”

MDR: “Multidrug resistance"

MEM: “Minimum essential medium eagle"
MOPS: Acido morfolino propansulfonico

MR: Receptor de mineralocorticoides

MRP: “Multidrug resistence associated protein”

MSD: “Membrane spanning domain”

MTT: Sal de tetrazolio

NBD: “Nucleotide binding domain”

NES: “Nuclear export signal”

NLS: “Nuclear localization signal”

NPC: “Nuclear pore complex”

NR: “Nuclear receptor”

NTCP: “Sodium taurocholate cotransporting polypeptide”
OATP: “Organic anion transporting polypeptide”
ORF: “Open reading frame”

OST: “Organic solute transporters”

PBS: Tampon fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PFA: Paraformaldehido

PNC: “Perinuclear compartments”

PPAR: “Peroxisome proliferator-activated receptor”
PXR: “Pregnane X receptor”



QDC: Acido quenodesoxicolico

RAR: “Retinoic acid receptor”

RIPA: “Radioimmunoprecipitation assay”
RMN: Resonancia magnética nuclear
ROR: “Retinoid-related orphan receptor”
RT: Transcripcion reversa

RXR: “Retinoid X receptor”

SDS: Dodecil sulfato sédico

SHP: “Small heterodimer partner”

SLC: “Solute carriers”

SSC: “Side light scatter”

TC: Acido taurocélico

TDC: Acido taurodesoxicolico

TEMED: N,N,N",N"-tetra-metiletilendiamina
TGN38: “Trans golgi network”

TLC: Cromatografia en capa fina

Tm: Temperatura de desnaturalizacion
TQDC: Acido tauroquenodesoxicdlico
TR: Receptor de hormonas tiroideas
TUDC: Acido tauroursodesoxicdlico
UDC: Acido ursodesoxicélico

UGT: Uridin difosfato (UDP)-glucuronosil transferasas
VDR: Receptor de vitamina D

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosido
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En la ultima década el descubrimiento de la regulacion de la funcién hepética
por parte de receptores nucleares ha permitido realizar grandes avances en el
conocimiento de la fisiologia y patologia hepaticas. Particularmente en el caso del
receptor nuclear de acidos biliares, FXR (del inglés “Farnesoid X Receptor”), que
desempefia un papel central en dicha regulacion. Ademas de controlar la sintesis, el
transporte hepatico y la absorcion intestinal de &cidos biliares, FXR ejerce un efecto
protector en los tejidos que lo expresan, y no sélo frente a la acumulacion de estas
moléculas detergentes en situaciones como la colestasis, sino también frente al dafio

inflamatorio y la carcinogénesis.

La presencia de este receptor en el nucleo de los hepatocitos y otras células
implica que los acidos biliares deben penetrar en el nlcleo para interaccionar con él.
Estudios previos de nuestro grupo y otros grupos de investigacion han demostrado la
existencia de un conjunto de especies moleculares o “pool” de acidos biliares en el
ndcleo de los hepatocitos de rata, cuya composicién no se corresponde exactamente
con la del “pool” intracelular global. Esto puede ser relevante, ya que se sabe que
diferentes especies moleculares de acidos biliares presentan diferente capacidad para
unirse y activar a FXR, siendo el &cido quenodesoxicolico (QDC) el ligando natural
mas potente, mientras que otros, como el acido ursodesoxicolico (UDC) se unen
débilmente a FXR. La existencia de mecanismos selectivos implicados en el
transporte de acidos biliares entre el citoplasma y el nucleo, mas alla de la simple
difusion a través de los poros de la envuelta nuclear, podria, por tanto, desempefiar

un papel en la sefializacion a través de este receptor nuclear.

Por otra parte, el higado, al ser un o6rgano clave en los procesos de
destoxificacion, estd continuamente expuesto a compuestos toxicos que deben ser
neutralizados. Muchos de estos agentes son moléculas organicas de pequefio
tamafio, que podrian alcanzar facilmente el nucleo del hepatocito y dafiar el ADN.
Aungue aun no se han investigado en profundidad, existen evidencias de la presencia
de bombas exportadoras de la superfamilia ABC (“ATP-Binding Cassette”) en
membranas de organulos intracelulares, entre ellas, en la envuelta nuclear de células
nerviosas y reproductoras, aunque su papel en esta localizacion ain no esta bien
establecido. La presencia en la envuelta nuclear del hepatocito de éste u otros
mecanismos que limiten la entrada, o bien potencien el eflujo de moléculas de
pequeiio tamafio, como ligandos de receptores nucleares o0 compuestos

potencialmente téxicos para el ADN, podria ser importante tanto en la renovacion de



sefiales activadas de los receptores nucleares, como en la proteccion del material

genético contra el efecto de agentes genotdxicos.

Es importante considerar que entre las dianas de FXR cuya expresion hepética
aumenta cuando se activa este receptor estan varias proteinas ABC de localizacion
canalicular, como la bomba exportadora de acidos biliares, BSEP (del inglés “Bile Salt
Export Pump”), la MRP2 (de “Multidrug Resistance-associated Protein 2”) y la MDR3

(de “Multidrug Resistance protein 3”).

Por dltimo, recientemente se ha establecido la implicacion de FXR en la
regulacién de la homeostasis de la glucosa y, como ya se ha mencionado, en
procesos inflamatorios. Es bien sabido que las hormonas glucocorticoides, a través de
su receptor, desempefian un importante papel en el control de ambos procesos. Estos
esteroides modifican también la expresion de proteinas ABC, probablemente
actuando en parte a través del receptor nuclear de xenobiéticos PXR (“Pregnane X
Receptor”). A pesar de la cada vez mas evidente relacion entre las funciones
reguladas por los glucocorticoides y las controladas por los acidos biliares a través de
FXR, aun se desconoce la posible interconexion entre la via de sefalizacion de FXR y
la de glucocorticoides.

Atendiendo a estos antecedentes, en esta Tesis Doctoral nos hemos planteado
los siguientes objetivos:

Objetivo 1: Investigar el intercambio entre el citosol y el nicleo de los &cidos biliares

en hepatocitos de rata, asi como definir su localizacion intranuclear.

Objetivo 2: Investigar la presencia de proteinas transportadoras de la familia ABC en
el compartimento nudcleo/reticulo endoplasmico, que pudieran estar implicadas en el
transporte nulcleo-citoplasmatico de pequefias moléculas, como ligandos de

receptores nucleares y/o agentes genotoxicos.

Objetivo 3: Estudiar la interaccién de los glucocorticoides con la via de sefalizacién

de FXR en la regulacion de la expresion de proteinas ABC.

Objetivo 4: Estudiar la interaccién de los glucocorticoides con la via de sefalizacion

de FXR en la regulacion de la circulacién enterohepética.
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2.1. EL HIGADO
2.1.1. Anatomia e Histologia

Después de la piel y otros tegumentos, el higado es el érgano de mayor
tamafio del organismo, constituye aproximadamente el 2,5% del peso corporal en
adultos sanos y un 5% en el recién nacido. Dentro de las funciones del higado se
distinguen: funciones vasculares, de almacenaje y filtrado de la sangre; funciones
metabdlicas, ya que participa en el metabolismo de glucidos, lipidos y proteinas; y
funciones secretoras y excretoras, puesto que es responsable de la formacién de bilis

y de la excrecién de farmacos, hormonas y otras sustancias.

El higado recibe aporte sanguineo a través de la arteria hepética, procedente
del tronco celiaco, que aporta sangre rica en oxigeno y constituye entre el 20-35% del
flujo hepético, y a través de la vena porta procedente del bazo, pancreas, estbmago e
intestino, que aporta entre el 65-80% de la sangre que llega al higado, aunque su
concentracion en oxigeno es menor que la de la sangre procedente de la arteria

hepéatica.

La unidad estructural y funcional del parénquima hepatico es el acino hepético
formado por la porcién de tejido hepatico asociada a las ramas terminales de la vena
porta y la arteria hepética y a un conducto biliar, siendo asi el espacio porta el
organizador central del funcionamiento hepatico. En el acino, la sangre procedente de
la arteria hepatica y de la vena porta se mezcla en los sinusoides hepaticos, espacios
vasculares libres entre las laminas de células epiteliales o hepatocitos, y es drenada
por las venas centrolobulillares, que convergen para formar la vena suprahepética.
MicroscOpicamente, se puede observar que los hepatocitos se disponen formando
cordones desde la entrada portal hacia la salida venosa. Esta estructura se repite por

todo el parénquima.

Se pueden distinguir tres zonas acinares (Esquema 1), denominadas zona 1, 2
y 3 de Rappaport (Rappaport, 1973), de tal manera que los hepatocitos situados cerca
de los espacios porta (zona 1) son los primeros expuestos a la sangre aferente y
reciben las concentraciones méas elevadas de solutos de procedencia arterial o portal,
mientras que los hepatocitos centrolobulillares (zona 3) reciben menores
concentraciones de oxigeno, de nutrientes y toxinas provenientes de la circulacion

portal, y también de sefales hormonales (Gumucio, 1983).



A nivel subtisular, en el higado se distinguen varios tipos celulares: células
epiteliales, como los hepatocitos, que son la fraccibn més abundante y se agrupan en
hileras de una o dos células de espesor, y las células ductulares biliares, ubicadas en
los ductulos biliares; células endoteliales, ubicadas en los sinusoides a ambos lados
de las hileras de hepatocitos; células de Kupffer o macréfagos del higado, y células
estrelladas.

Los hepatocitos representan alrededor del 60% de las células del higado y
ocupan casi el 80% del volumen parenquimal. Las células sinusoidales ocupan
aproximadamente el 6,5% del volumen hepatico, y los espacios extracelulares ocupan
el 16-20%, del cual dos tercios los ocupa el lumen sinusoidal y el tercio restante el

espacio perisinusoidal o espacio de Disse.

Duactulo

biliar Sinusoides

Vena
Centrolobulillar

Vena
porta

Hepatocitos

Arteria hepatica

Esquema 1. Esquema de un acino hepatico. Las flechas blancas indican el sentido de la
circulacién de la sangre a través del acino, desde las ramas de la vena porta y arteria hepatica

hacia la vena centrolobulillar, a través de los sinusoides.

El Hepatocito

Los hepatocitos son las células mayoritarias del higado. El higado humano
adulto contiene unos 250 billones de hepatocitos, todos ellos capaces en potencia de

realizar todas las funciones del conjunto.

El hepatocito es una célula poliédrica con ocho 0 mas caras y con un diametro

de entre 13 y 30 um, siendo la media de 25 um. Presenta una polaridad muy
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marcada, que determina su orientacion respecto al sinusoide. Su membrana celular

posee tres regiones de distinta especificidad morfolégica y funcional (Evans, 1980;

Meier, 1988). Estas regiones son:

Membrana sinusoidal: orientada hacia el polo sanguineo (espacio de Disse).
Esta membrana esta formada por microvellosidades que crean una elevada
superficie de intercambio. Aunque discutida durante cierto tiempo (Erlinger,
1982; Nathanson y Boyer, 1991), hoy es evidente que la actividad Na'/K*
ATPasa se localiza fundamentalmente en esta regiébn de la membrana
plasmética de los hepatocitos (Sellinger et al., 1990; Sztul et al., 1987).

Membrana lateral: es la membrana situada entre hepatocitos colindantes;
presenta un numero menor de microvellosidades y ademas éstas son mas
cortas que en la membrana sinusoidal. Contiene estructuras celulares cuya
funcién es mantener la adhesién mecéanica y la conexién funcional entre los

hepatocitos adyacentes (Meier, 1988), entre ellas:

o “Tight junctions” o “zonulae ocludens”: uniones fuertes entre células que

controlan en parte el paso de fluidos entre los hepatocitos.

o Desmosomas o “maculae adherens”. estructuras de unidn
interhepatocitaria cuya funcién es dar resistencia mecéanica a las

uniones intercelulares.

o “Gap junctions”: estructuras hexaméricas de naturaleza proteica que se
repiten de forma casi regular. Presentan caracteristicas de poro de
membrana, por lo que se piensa que constituyen verdaderas vias de
intercambio, permitiendo el paso de moléculas con un peso molecular
inferior a 1600 Da, como el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) o el

inositol trifosfato y el calcio, entre células adyacentes en contacto.

Membrana canalicular: es una invaginaciéon de la superficie de la membrana
celular del hepatocito, que al unirse a la del hepatocito adyacente, forma el
canaliculo biliar. Esta membrana también presenta numerosas
microvellosidades hacia la luz canalicular. Alrededor de los canaliculos biliares
hay una zona de citoplasma pobre en organulos, que posee filamentos y
microtubulos que mantienen la forma del canaliculo y la secrecion biliar (Meier,
1988; Watanabe et al., 1991).
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2.1.2. Los Acidos Biliares

Los &cidos biliares (ABs) son &cidos carboxilicos que se forman en el higado
como resultado del metabolismo del colesterol, obteniéndose compuestos
hidrosolubles, facilmente excretables y con utilidad en los procesos digestivos.
Presentan una estructura anfipatica con una region hidrofila y otra hidrofoba, que les
confiere propiedades detergentes (Monte et al., 2009). Esta estructura peculiar les
permite asociarse entre si y formar micelas a partir de una concentracion

determinada, la concentracién micelar critica.

Respecto a su estructura quimica, los ABs son esteroides con 24 atomos de
carbono, saturados, mono o polihidroxilados y con un grupo carboxilo en la cadena
lateral, que puede estar conjugado con glicina o taurina (Lester, 1983). Los ABs
primarios son el acido célico (3a, 7a, 12a-trihidroxi-5p3-colanoico) (Esquema 2) y el
acido quenodesoxicélico (QDC: 3a, 7a-dihidroxi-5B-colanoico). Se sintetizan
directamente en el higado y a su paso por el intestino las bacterias de la flora
intestinal los degradan dando lugar a los denominados ABs secundarios (Ridlon et al.,
2006). Estos carecen del grupo hidroxilo en posicién 7a y son el 4cido desoxicélico
(DC), procedente del &cido célico, y el acido litocolico (LC), procedente del QDC.
Ademés de ésta existen otras transformaciones minoritarias que producen una gran
variedad de derivados de los ABs primarios. En los fluidos biolégicos la mayoria de los
ABs se encuentra en forma de sales, formas ionizadas solubles de estos compuestos.

H
R\
HO 3 5 7 OH

Esquema 2. Estructura quimica del acido 3a, 7a, 12a-trihidroxi- 53-colanoico: &cido cdlico.
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Biosintesis de los acidos biliares

Los ABs primarios se sintetizan a partir del colesterol a través, principalmente,
de dos vias (Monte et al., 2009):

a) la via clasica o via neutra, asi denominada porque los compuestos intermediarios

son esteroles neutros. Sus productos principales son el acido célico y el QDC, y el
paso limitante es la hidroxilacién en el C7 del ndcleo esteroideo, llevada a cabo por la

enzima microsomal colesterol 7a-hidroxilasa (gen CYP7AL).

b) la via alternativa o via &cida, donde los compuestos intermediarios tienen caracter

acido. El producto mayoritario de esta via es el QDC (Bjorkhem, 1992), y el paso
limitante es la hidroxilacion en el C27 de la cadena lateral, llevada a cabo por la

enzima mitocondrial esterol 27-hidroxilasa (gen CYP27A1).

La contribucion relativa de ambas vias a la biosintesis global de ABs no esta
muy clara. Parece ser que la via clasica desempenfa el papel principal en la biosintesis
de ABs en humanos en condiciones fisiologicas, y que, en estas condiciones, la via
alternativa apenas contribuye a la sintesis. Sin embargo, esta via puede adquirir un
papel fundamental en pacientes con enfermedades hepéticas, y parece ser la via
predominante durante la vida fetal (Deleze et al., 1978).

Conjugacion de los acidos biliares

Las principales biotransformaciones que experimentan los ABs son
conjugaciones con aminoacidos (glicina o taurina), sulfato o acido glucurénico. A
diferencia de la amidacién con glicina o taurina, la glucuronidacion o la sulfatacién son
vias minoritarias en individuos sanos. Sin embargo, cobran importancia en situaciones
como la colestasis, en la cual los ABs se acumulan en el hepatocito donde se sulfatan
y glucuronidan para posteriormente ser regurgitados al plasma, desde donde se

eliminan por via renal (Hofmann, 1994).
Transporte hepatico e intestinal de los acidos biliares

Estos compuestos enddégenos permanecen en su mayoria recluidos en la
circulacion enterohepatica gracias a la existencia de proteinas transportadoras
especificas localizadas en las membranas apical y basal de ileocitos y basolateral y
canalicular de los hepatocitos. Los ABs son secretados a la bilis y concentrados en la
vesicula biliar. Tras la ingesta, alcanzan el duodeno donde llevan a cabo sus

funciones en la digestion y absorcion de las grasas y vitaminas liposolubles.
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Tras realizar sus funciones digestivas, la mayor parte de los ABs intestinales
(95%) se recuperan por transporte activo en el intestino, principalmente en el ileon. El
transporte activo de los ABs en la membrana apical de las células del epitelio
intestinal lo lleva a cabo el transportador ASBT (del inglés “Apical Sodium Bile acid
Transporter”, gen SLC10A2). ASBT es un cotransportador que transporta hacia el
interior celular dos iones sodio junto a una molécula de AB (Craddock et al., 1998).
Durante mucho tiempo, ha existido controversia acerca del mecanismo de exportacion
de ABs desde las células intestinales a travées de la membrana basolateral.
Actualmente se cree que este transporte lo lleva a cabo el heterodimero OSTa/OSTR

(de “Organic Solute Transporter”) (Dawson et al., 2005).

Los ABs, en parte unidos a la albumina, alcanzan el higado principalmente a
través de la sangre portal, aunque también en menor medida por la arteria hepatica, y
son captados de forma muy eficiente gracias a transportadores situados en la
membrana sinusoidal del hepatocito. La captacion de ABs conjugados se realiza de
forma mayoritaria por un proceso dependiente de sodio que desempefia el
transportador NTCP (del inglés “Na-Taurocholate Co-transport Polypeptide”, gen
SLC10A1) (Hagenbuch y Meier, 1994). También tiene lugar una captaciéon de ABs
independiente de sodio a través de la membrana sinusoidal. Este proceso lo llevan a
cabo miembros de la familia OATP (de “Organic Anion Transporting Polypeptides”)
principalmente las isoformas OATP1B1 (gen SLCO1B1) y OATP1B3 (gen SLCO1B3)
(Kullak-Ublick et al., 2001). En el proceso general de transporte de ABs desde la
sangre a la bilis, la secrecion canalicular es el paso limitante. Para los ABs
monoanibnicos, que son la mayoria de los ABs secretados, este transporte es ATP
dependiente y es desempefado principalmente por la BSEP (del inglés “Bile Salt
Export Pump”, gen ABCB11) (Gerloff et al., 1998). Los ABs conjugados con sulfato o
con acido glucurénico son dianidnicos y son otras bombas, como la MRP2 (gen
ABCC2) (Akita et al., 2001) o la BCRP (gen ABCG2) (Blazquez et al., 2011), las que

llevan a cabo su transporte hacia la luz canalicular.

La gran especificidad de estos transportadores hepaticos e intestinales permite
explicar los bajos niveles de los ABs en sangre, generalmente por debajo de 10 uM en
individuos sanos (EI-Mir et al., 2001).

Papel fisiolégico de los acidos biliares

Los efectos fisiologicos de los ABs son muy diversos (Monte et al., 2009). En el

higado, su secrecion genera el flujo biliar dependiente de los ABs por su efecto
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osmotico en la luz canalicular. Inducen la secrecion de lipidos biliares, principalmente
fosfolipidos y colesterol, y modulan la biosintesis de colesterol. En la bilis forman
micelas que transportan sustancias hidrofébicas (colesterol, protoporfirinas, etc.) y
actan como agentes con cierta capacidad de quelar Ca*".

Las micelas de ABs, a nivel intestinal, permiten emulsionar las grasas y
vitaminas liposolubles (A, D, E y K) de la dieta, facilitando asi su absorcion. También
inducen la secrecién de agua y electrolitos, activan lipasas intestinales, modulan la
actividad de proteasas, la motilidad intestinal y participan en el control de la secrecion
de hormonas gastrointestinales como la colecistoquinina (Combettes et al.,, 1992;
Izukura et al., 1991).

Recientemente se ha descrito que los ABs intervienen en la regulacion del
metabolismo de lipidos y de la glucosa (Houten et al., 2006). También se ha
confirmado, en modelos animales, que los ABs inhiben la obesidad inducida por la
dieta y previenen el desarrollo de resistencia a la insulina (Ikemoto et al., 1997), lo que

sugiere un papel de estos compuestos en la homeostasis energética.

En los Ultimos afios se ha descrito que los ABs son moléculas sefializadoras,
con funciones sistémicas endocrinas. Son capaces de activar cascadas de protein
kinasas activadoras de mitdgenos (MAPK, de “Mitogen-Activated Protein Kinases”)
(Qiao et al., 2003), son ligandos del receptor de membrana acoplado a proteinas G
TGR5 (Kawamata et al.,, 2003) y activan receptores nucleares como FXR (de
“Farnesoid X Receptor”) (Houten et al., 2006). También se ha demostrado que los
ABs estan involucrados en el origen de la respuesta adaptativa en colestasis y en
otros dafios hepaticos (Chiang, 2002; Eloranta et al., 2005; Geier et al., 2007).

Ademads, se ha demostrado su participacion en el control de la proliferacion y
apoptosis en los tejidos donde los ABs se encuentran en concentraciones elevadas
(Benz et al., 1998; Marin et al., 1993). Algunas especies moleculares de ABs modulan
la sintesis del ADN durante la regeneracion hepatica tras una hepatectomia parcial en
roedores (Marin et al.,, 1993; Monte et al.,, 1996), y el proceso regenerativo es
dependiente de sefales de ABs a través de su receptor nuclear FXR (Huang et al.,
2006). También se ha sugerido la participacion de los ABs en la etiologia del cancer
en diferentes tejidos como colon, eséfago o incluso tejidos no digestivos como la
glandula mamaria (Costarelli y Sanders, 2002; Raju et al., 1990). Recientemente se
ha demostrado que ratones carentes de FXR desarrollan tumores hepaticos

espontaneamente (Kim et al., 2007; Yang et al., 2007).

15



2.2. RECEPTORES NUCLEARES
2.2.1. Concepto y tipos

Los receptores nucleares (NRs, del inglés “Nuclear Receptors”) son factores
de trascripcion, que por medio de su union a un ligando, adquieren la capacidad de
activar o inhibir la transcripcion de genes. Constituyen una superfamilia formada por
mas de 150 miembros (Blumberg y Evans, 1998; Kliewer et al., 1999; Mangelsdorf y
Evans, 1995). En general, estas proteinas contienen un dominio N-terminal de
transactivacion independiente de ligando (AF1, del inglés “Activation Function-17), un
dominio central de unién al ADN (DBD, del inglés “DNA Binding Domain”), una region
intermedia flexible, regién bisagra, que permite que el receptor forme un dimero y se
una simultaneamente al ADN, y finalmente, una amplia regién C-terminal que contiene
el dominio de uniéon a ligando (LBD, del inglés “Ligand Binding Domain”), la region de
dimerizacién y la regiébn de activacion dependiente de ligando (Aranda y Pascual,
2001; Chawla et al., 2001).

Los NRs llevan a cabo su accién por unién a zonas reguladoras especificas del
gen diana, que reciben el nombre de elementos respuesta. En general estos
elementos respuesta son 2 secuencias de 6 pares de bases separadas por entre 0y 8
nucleotidos. Estan organizados como repeticiones (directas, invertidas o evertidas),
cuya especificidad se basa tanto en la secuencia, como en la orientacion y en el
espacio entre dichas repeticiones. Los NRs se unen a sus elementos de respuesta en
el ADN en forma de mondémeros, homodimeros o heterodimeros (Aranda y Pascual,
2001).

En ausencia de un ligando, los NRs pueden localizarse en el citoplasma o en
el nudcleo, donde estan constitutivamente unidos a elementos de respuesta a
hormonas en el ADN, pero permanecen reprimidos por un complejo correpresor.
Muchos NRs se unen a sus elementos de respuesta como heterodimeros con el
receptor RXR (del inglés “Retinoid X Receptor”’) (Mangelsdorf y Evans, 1995). La
unién del ligando al LBD provoca un cambio conformacional que facilita la liberacion
de correpresores y de enzimas histona desacetilasas y el reclutamiento de
coactivadores y de histona aciltransferasas, provocando un cambio conformacional de
la cromatina y posibilitando el acceso al promotor de la maquinaria transcripcional
(Gronemeyer et al., 2004; Sonoda et al., 2008). Esta regulacion transcripcional en

eucariotas se lleva a cabo en dos pasos generales:
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= Primer paso: El NR se une al agonista y se libera del complejo correpresor, de
este  modo interacciona con complejos activadores multiproteicos que
modifican la estructura de la cromatina, permitiendo el acceso de factores de
transcripcién generales (GTFs, del inglés “General Transcription Factors”) y la

ARN polimerasa Il al promotor de ADN.

= Segundo paso: los activadores estimulan la unién al ADN de la polimerasa Il y
de los GTFs para favorecer la formacién del complejo preiniciador (PIC, del

inglés “Preinitiation Complex”).
Tipos de NRs

Los NRs pueden clasificarse en tres grupos, en base a sus ligandos

fisiol6gicos y sus funciones potenciales:

= Receptores endocrinos: Este grupo de receptores incluye el receptor de
glucocorticoides (GR, del inglés “Glucocorticoid Receptor’) y el receptor de
mineralocorticoides (MR, de “Mineralocorticoid Receptor”), asi como los de
andrégenos, de estrogenos, de progesterona, de hormonas tiroideas (TR, del
inglés “Thyroid hormone Receptor”) y los receptores de vitaminas A (RAR, de
“Retinoic Acid Receptor’) y D (VDR, de “Vitamin D Receptor’), que son
esenciales para el control homeostatico del sistema endocrino. Los receptores
de hormonas esteroides funcionan como homodimeros, mientras que TR, VDR
y RAR forman heterodimeros con RXR.

= Receptores huérfanos adoptados: en un principio, este segundo tipo de
receptores fue incluido entre los receptores endocrinos por la homologia de su
secuencia, y se les denomind huérfanos. Pero la identificacion de sus ligandos
provoco su “adopcidn”. La identificacion de un derivado de la vitamina A, el
acido 9-cis retinoico, como un ligando endégeno de alta afinidad por RXR

provoco la primera adopcion de un NR huérfano (Szanto et al., 2004).

A este grupo pertenecen receptores intensamente investigados como es el
caso del receptor de ABs FXR, el PXR (de “Pregnane X Receptor”), el LXR (de
“Liver X Receptor”) activable por oxisteroles, el PPAR (de “Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor”) y el RXR. Es previsible que los receptores de
este tipo sean dianas farmacoldgicas en desordenes metabdlicos, ya que
regulan la homeostasis de lipidos y/o glucosa controlando su captacion,

sintesis, almacenamiento y eliminacion. PPARy y PPARa son dianas
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farmacologicas para la mejora de la resistencia a insulina y la dislipemia,

respectivamente (Lefebvre et al., 2006; Semple et al., 2006).

Incluidos dentro de este grupo estan los denominados “huérfanos adoptados
enigmaticos”, cuyo ligando ha sido identificado pero aun no se ha establecido
la naturaleza de su regulacion. Este grupo incluye receptores cuya actividad e
interaccion con cofactores puede ser modulada, a través de la unién al LBD,
en condiciones no fisioldgicas por estrégenos sintéticos (receptor relacionado
con estrégenos, ERRPB vy vy, del inglés “Estrogen Related Receptors”) y/o por
moléculas enddgenas como el colesterol (receptor huérfano asociado a
retinoide, RORa, del inglés “Retinoid-Related Orphan Receptor”), retinoides
(RORPB), androstano (receptor constitutivo de androstano, CAR, de
“Constitutive Androstane Receptor”), o fosfolipidos (factor esteroidogénico-1,
SF-1, de “Steroidgenic Factor-1” y el homdlogo del receptor de higado
humano-1, LRH-1, de “Liver Receptor Homologue-1") (Forman, 2005; Giguere,
2002; Kallen et al., 2004; Li et al., 2003; Nagy y Schwabe, 2004; Timsit y
Negishi, 2007).

= Auténticos receptores huérfanos: esta tercera clase incluye a aquellos
receptores cuyos ligandos son desconocidos. Sin embargo se sabe que son
regulados por la disponibilidad de coactivadores, por su propia expresion, por

modificaciones covalentes o por una combinacién de estos factores.

La expresion de un receptor nuclear esta condicionada por el tipo celular, por
el periodo de vida del individuo y de la célula, por el promotor, por el elemento
respuesta al que se una y por la posible existencia de otras sefales (Smirlis et al.,
2001).

En el higado, la unién de constituyentes de la bilis (como ABs o bilirrubina), de
productos del metabolismo lipidico (como los oxisteroles) o de xenobidticos (como
farmacos) a NRs modula la expresion de los transportadores y el metabolismo de
estos compuestos Yy, en ocasiones, potencia o reduce la respuesta a otro factor de

transcripcion, en condiciones fisiol6gicas y fisiopatolégicas (Karpen, 2002).
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2.2.2. FXR

El FXR o NR1H4 (de sus siglas en inglés "Nuclear Receptor subfamily 1, group
H, member 4") es un receptor nuclear perteneciente al grupo de los huérfanos
adoptados (Sonoda et al., 2008) codificado por el gen NR1H4. FXR fue “adoptado” en
1999 con el descubrimiento de su activacion por ABs (Makishima et al., 1999; Parks et
al., 1999; Wang et al., 1999).

FXR puede unirse al ADN como monémero o como heterodimero con RXR.
Esta dltima configuracion es la mas comdn y esta generalmente asociada a la
activacion de genes, mientras que la forma monomérica puede estar asociada a la

represion génica (Lefebvre et al., 2009).
Estructura génica

Tanto en humanos como en ratones, el gen NR1H4 codifica cuatro isoformas
gue inicialmente se denominaron al, a2, 1y p2 (Zhang et al., 2003). Sin embargo, la
identificacion de FXRB (gen NR1H5), un pseudogen en primates (Otte et al., 2003)
pero un receptor de lanosterol en otros mamiferos, ha provocado la adopcion de una
nueva nomenclatura para denominar las cuatro isoformas de NR1H4, FXRa1 (el
anterior FXRa1), FXRao2 (el anterior FXRa2), FXRa3 (el anterior FXRB1) y FXRa4 (el
anterior FXRB2).

El gen murino FXRa (al que se denominara simplemente FXR en este trabajo)
esta formado por 11 exones y 10 intrones. Dos promotores diferentes situados aguas
arriba del exén 1y del exén 3 provocan la expresion de FXRal y a2 o de FXRa3y a4,
respectivamente. Asimismo, un sitio de “splicing” alternativo localizado aguas abajo
del exén 5 conduce a la expresiéon de isoformas que contienen una insercion de 12
pares de bases que codifican para la secuencia aminoacidica MYTG (al y a3) o a
isoformas que carecen de ella (a2 y a4). Los exones 4-11 son comunes para todas las
isoformas, por lo que se cree que todas son activadas indistintamente por los ligandos
de FXR (Zhang et al., 2003).

Dado que la terminologia de las informas de FXR se presta a cierta confusion,
en este trabajo hemos optado por denominar a la isoforma que transfectaremos en
células Alexander, la FXRa2, como FXRa-, para indicar que carece del inserto de 12

pares de bases.
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Distribucion tisular

Se ha descrito que en higado y glandulas suprarrenales humanos, solo se
expresan las isoformas FXRal y a2, mientras que en colon y rifibn se expresan
exclusivamente las isoformas FXRa3 y a4. En intestino delgado se expresan todas las
isoformas en niveles muy similares, y no se detecta FXR en cerebro, corazén, pulmon
ni musculo esquelético (Huber et al., 2002). Sin embargo, por técnicas
inmunohistoquimicas, se ha detectado la presencia de FXR en biopsias humanas de

musculo cardiaco (Bishop-Bailey et al., 2004).

FXR también se detecta en el tejido adiposo blanco de ratones (Cariou et al.,
2006; Rizzo et al., 2006) y es uno de los numerosos NRs que se expresan en células
inmunes humanas. El ARNm de FXR también se detecta en células mononucleadas
humanas y en algunos linfocitos y monocitos (Schote et al., 2007), pero no en

macrofagos peritoneales de ratén (Guo et al., 2006).

Por otro lado, se ha detectado ARNm de FXR en trofoblastos humanos
(positivos para citoqueratina-7) y en lineas celulares de coriocarcinoma humano. Por
lo tanto, FXR podria jugar un papel en el control de la funcién excretora de la placenta
(Serrano et al., 2007).

Ligandos de FXR

Entre los ligandos naturales de FXR, el QDC parece ser el mas potente. En
ensayos de transfeccion transitoria se determin6 una ECs, (de “half maximal Effective
Concentration”) de ~50uM (Makishima et al., 1999). También se demostrdé que los
ABs secundarios DC y LC, presentan capacidad de activar FXR, aunque con baja
eficiencia. En los primeros ensayos transcripcionales clasicos, el acido
ursodesoxicolico (UDC) fue inactivo, pero resultd ser un agonista parcial, capaz de
inhibir la actividad del QDC (Campana et al., 2005; Howard et al., 2000).

En cuanto a ligandos sintéticos, inicialmente se observé que el retinoide
sintético TTNPB (&cido [E] - 4 - [2 - (5,6,7,8 - tetrahidro - 5,5,8,8 - tetrametil - 2 -
naftalenil) propen — 1 - il] benzoico) activa FXR, aunque con baja afinidad (Zavacki et
al., 1997), lo que desembocé en la sintesis de derivados de este compuesto (Maloney
et al., 2000). Asi, mediante ensayos transcripcionales se demostré que el derivado del
TTNPB, denominado GW9047, era un activador débil de FXR. Modulaciones
farmacologicas en torno a esta molécula llevaron a la identificacién del compuesto
GW4064 (acido  3-(2,6-diclorofenil)-4-(3’-carboxi-2-cloro-estilbeno-4-il)-oximetil-5-
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isopropil-isoxazol) como un agonista de FXR potente y sensible (ECs, = 90 nM) tanto

in vivo como in vitro (Goodwin et al., 2000; Maloney et al., 2000; Sinal et al., 2000).

GW4064 ha adquirido una gran popularidad entre los investigadores de FXR y ha sido

de uso generalizado como ligando potente y selectivo de FXR. A pesar de su limitada

biodisponibilidad, se considera el ligando de referencia para este receptor.

Papel fisiolégico de FXR

Regulacion transcripcional de la sintesis de &cidos biliares

Estudios con ratones genéticamente deficientes en FXR (FXR™) demostraron
el papel de este NR en el control del metabolismo de ABs (Sinal et al., 2000).
En estos animales se han observado elevados niveles de ARNm de CYP7A1,
la enzima llave de la sintesis de ABs, pero, sorprendentemente, también
presentan una reduccion del conjunto o “pool” total de ABs y mayor pérdida
fecal de los mismos. Estos datos podrian sugerir que la ausencia de un FXR
funcional puede deprimir la sintesis de ABs. Sin embargo, en otro modelo de
ratones deficientes con elevada expresiéon de CYP7AL, se observd, como era
de esperar, un incremento en la sintesis de ABs y un aumento en el tamafio
del “pool” de ABs. Esto puede implicar que la deficiencia de FXR tiene un
impacto en el mantenimiento del “pool” a otros niveles, por ejemplo en el
intestino. Para comprobarlo, Kok y colaboradores (Kok et al., 2003) evaluaron
pardmetros de la circulacion enterohepética del acido colico, el AB mas
abundante en raton, en relacion con la formacion de bilis y la expresion de
proteinas transportadoras en otro modelo de ratones deficientes en FXR.
Observaron un incremento de la sintesis de &cido cdlico sin efecto sobre el
indice de recirculacion. También aumentd la reabsorcion intestinal de acido
célico, lo que condujo a un incremento en el tamafio del “pool” de ABs. La
aparente discrepancia entre los hallazgos de Sinal (Sinal et al., 2000) y Kok
(Kok et al., 2003) parece estar causada por los diferentes procedimientos

utilizados para la generacion de estos ratones.

La represion de CYP7Al mediada por FXR tiene lugar a través de la
regulacion directa de SHP (del inglés “Small Heterodimer Partner”) por FXR.
SHP es un NR desprovisto de dominio de unién a ADN que ejerce un efecto
represivo sobre la dimerizacion con muchos factores de transcripcion
(Goodwin et al., 2000; Lu et al., 2000). La interaccion SHP-LRH-1 provoca la

reduccion de la expresion de CYP7A1 y en ultimo término de la sintesis de
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ABs. Sin embargo, otras vias reguladoras independientes de SHP pueden
explicar el hecho de que la carencia de SHP en ratones incrementa sélo dos
veces, los niveles hepaticos de CYP7Al y CYP8B1, que es mucho menos de
lo observado en ratones con una deplecién del “pool” de ABs (Kerr et al., 2002;
Wang et al., 2002).

En el ileon los ABs activan FXR, que a su vez induce la expresion del factor de
crecimiento Fgf15 (del inglés “Fibroblast Grow Factor 15”) en ratén y FGF19 en
humanos (Inagaki et al., 2005; Li et al., 2005). Fgfl5 es secretado por el
enterocito y llega al higado a través de la circulacion portal. En el higado Fgfl5
se une a su receptor de membrana FGFR4, con actividad tirosina kinasa
endogena. La activacibn de FGFR4 desencadena una cascada de
sefalizacién que involucra cJun y ERK, que inhiben la transcripcién del gen
CYP7A1 (Inagaki et al., 2005; Song et al., 2009; Yu et al., 2005), y por tanto

reduce la sintesis de ABs.
Regulacion transcripcional de transportadores de ABs

La expresion de transportadores hepéaticos de ABs esta regulada, en gran
medida, por FXR (Trauner y Boyer, 2003). Por ejemplo, la secrecion de ABs al
canaliculo hepéatico es dependiente de BSEP, cuya expresion esta
directamente estimulada por FXR (Ananthanarayanan et al., 2001).

La expresion de otros transportadores de la superfamilia ABC, MDR3 (ABCB4)
y MRP2 (ABCC2), también se estimulan por la activacion de FXR (Huang et
al., 2003; Kast et al., 2002). Por otro lado, FXR reprime la expresion de NTCP.
Esta regulacion es especifica de cada especie y puede involucrar a SHP
(Denson et al., 2001). Es sorprendente el caso de OATP1B3, un transportador
basolateral de captacion de ABs, que en lugar de ser reprimido, aumenta su
expresion en respuesta a FXR. Esta comportamiento se ha interpretado como
un recurso de los hepatocitos para mantener su potencial para eliminar

xenobidticos, incluso en colestasis (Jung et al., 2002).
Colestasis

En situaciones de colestasis, la acumulacién de ABs, que en condiciones
normales son secretados a bilis, puede provocar dafios en la célula hepatica,
inflamacion, y ocasionalmente fallo organico. Durante la colestasis tiene lugar

una serie de reacciones adaptativas que contribuyen a disminuir la toxicidad
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de los ABs: inhibicién de la sintesis enddgena, induccién de las reacciones de
destoxificacion de fase | y Il para hacer mas hidrofilicos a los ABs, e induccion
de rutas de transporte alternativas para eliminar estos compuestos. FXR y
otros NRs como PXR, VDR y CAR, estan involucrados en la regulacion de
estas reacciones compensatorias (Zollner et al., 2006a). FXR juega un papel
en la supresion de la sintesis de ABs induciendo SHP. Como se ha
mencionado anteriormente, SHP se une a LRH-1 e inhibe la transcripcion del
gen Cyp7Al (Goodwin et al., 2000; Lu et al., 2000).

En ratones deficientes en FXR se ha hallado un descenso en la sensibilidad al
dafio hepatico inducido por ligadura del conducto biliar (Stedman et al., 2006;
Wagner et al., 2003), debido, probablemente, a que en estos ratones, al
contrario de los ratones silvestres, la expresion de BSEP no es activada, via
FXR, por los ABs acumulados en el higado. También se ha descrito que estos
ratones deficientes se adaptan a la obstruccién biliar incrementando la
hidroxilacién de ABs mediante la induccién de la enzima Cyp3all, provocando

asi una mayor excrecion urinaria (Marschall et al., 2006).

En estudios realizados en diferentes modelos de colestasis en rata se ha
observado que la activacion de FXR con GW4064 provoca la reduccion de los
niveles séricos de ALT, AST y otros marcadores de dafio hepatico (Liu et al.,
2003). Se ha propuesto la modulacion de la actividad de FXR como una diana
alternativa para el tratamiento de las enfermedades hepéticas que cursan con

colestasis.

En modelos de rata con colestasis intra y extrahepatica, se ha atribuido a la
activacion de FXR la ya mencionada represion de genes implicados en la
sintesis de ABs, como Cyp7al, y la induccién de genes relacionados con el
transporte biliar, como el transportador de fosfolipidos Mdr2 (Abcb4) (Liu et al.,
2003). La activacion de FXR también presenta un efecto inductor sobre la
expresion de bombas basolaterales de ABs, como Mrp3 (Abcc3) y Mrp4d
(Abcc4), y sobre el transportador bidireccional de ABs Osta/Ostf (Zollner et al.,
2006Db).

Parte de los efectos beneficiosos de la estimulacion de FXR pueden ser
debidos a la activacion de la transcripcion del receptor nuclear de xenobiéticos
PXR por parte de FXR (Jung et al., 2006). Se sabe que PXR induce diversas
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vias de destoxificacion de ABs, incluyendo la del citocromo P-450, y reprime la
expresion de CYP7A1 (Meyer et al., 2005).

2.2.3. Receptor de glucocorticoides

Los glucocorticoides son hormonas producidas en la zona fascicular media de
la corteza suprarrenal durante situaciones de estrés, como puede ser el ayuno, y
ejercen una gran variedad de funciones metabdlicas a través de su receptor, el
receptor de glucocorticoides (GR, del inglés “Glucocorticoid Receptor’, gen NR3C1).
Durante el ayuno, los glucocorticoides promueven la gluconeogénesis hepdatica. En
tejidos periféricos, promueven el catabolismo de aminoacidos, la lipdlisis y suprimen el
sistema inmunitario, principalmente. Asi pues, en el sindrome de Cushing, el exceso
de secrecion de glucocorticoides produce obesidad e hiperglucemia, ademéas de un

deficiente funcionamiento del sistema inmunitario.

Los glucocorticoides estan entre los farmacos antiinflamatorios mas efectivos y
se emplean en el tratamiento de muchas enfermedades inflamatorias y autoinmunes.
También se emplean en la terapéutica clinica del cancer y de trasplantes de tejidos u
organos. Sin embargo, la dosis efectiva es limitada, debido a la variedad de efectos
secundarios que originan, como dislipemia, pérdida de masa muscular, osteoporosis,
problemas conductuales, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa e incluso
diabetes (Schacke et al., 2002; van Raalte et al., 2009).

Como ya hemos mencionado, los glucocorticoides actian activando el GR. El
GR pertenece al grupo de los receptores endocrinos (ver apartado 2.2.1.) (Sonoda et
al., 2008) y fue el primer NR clonado (Chrousos y Kino, 2005).

Existen dos isoformas de GR, GRa y GR[, que son el producto de un mismo
gen. Este gen consta de 8 exones comunes a las dos isoformas, y dos exones 9

diferentes (9a y 98, respectivamente) (Hollenberg et al., 1985).

GRa es el GR clasico que se une a glucocorticoides, mientras que GRf, que
no se une a estas hormonas, presenta una actividad transcripcional intrinseca que es
independiente de GRa y ejerce un efecto inhibidor sobre la transcripcién mediada por
GRa (Kino et al., 2009; Oakley et al., 1999).

En ausencia de glucocorticoides, GRa se encuentra inactivo en el citoplasma.

En dicho estado permanece unido a las proteinas HSPs 90, 70 y 50 (del inglés “Heat-
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Shock Proteins”) y a las inmunofilinas FKBP51 y FKBP52 (Davies et al., 2002; Grad y
Picard, 2007; Pratt et al., 2004). Tras su unién a glucocorticoides, el GR sufre un
cambio conformacional, se disocia de las HSPs, homodimeriza y se dirige al nucleo,
donde se une a los elementos de respuesta a GR en el promotor de sus genes diana.

En general, se pueden distinguir seis modos de accion del GR a nivel celular
(Beck et al., 2009):

= EI GR entra en el ndcleo, se unen al elemento de respuesta a glucocorticoides
en el promotor de algunos genes, e induce la expresion de los mismos. A este

mecanismo se le denomina “transactivacion”.

= El GR se transloca al nucleo y facilita la accion de otro u otros factores de

transcripcion.

= EIGR entra en el nlcleo, se une al elemento de respuesta a glucocorticoides y

reprime la expresion de ciertos genes.

= ElI GR entra en el ndcleo y dificulta la union de otro u otros factores de

transcripcion.

= EI GR no entra en el nlcleo, pero incrementa la actividad de una proteina en el

citoplasma.
= EI GR reduce la actividad de una proteina en el citoplasma.

Estructuralmente, el GR consta, como ya se ha descrito para los NR en
general, de un dominio de transactivacion (AF-1) situado en el extremo N-terminal, un
dominio central de unién al ADN (DBD), y un dominio de unién a ligando (LBD) que es
el responsable de la unién al ligando y contiene un dominio de transactivacion (AF-2).
La region bisagra, situada entre los dominios DBD y LBD, estd implicada en la
dimerizacion del GR, mientras que el dominio N-terminal contiene humerosos residuos
que pueden ser fosforilados y que estan implicados en diversas funciones reguladoras
(Beck et al.,, 2009). Ademas, la regién bisagra posee dos sitios de acetilacion
posiblemente implicados en la regulacion circadiana de este receptor (Nader et al.,
2009).
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2.3. COMPARTIMENTO NUCLEO-RETICULO ENDOPLASMATICO

La caracteristica que define a las células eucariotas es la segregacion de la
sintesis de &cidos nucleicos y su procesamiento en un compartimento rodeado por

una membrana, el nlcleo.

El nicleo del hepatocito es redondeado, ocupa un poco mas del 7% del
volumen celular y presenta una posicion central con un gran nucleolo en su interior.
Existen hepatocitos binucleados, importantes a la hora de caracterizar el crecimiento
hepatocelular: en momentos de proliferacién normal, los hepatocitos binucleados son
frecuentes, mientras que en situaciones de regeneracion o crecimiento neoplasico, su

namero disminuye (Gerlyng et al., 1992).

El nucleo de las células del parénquima hepatico aumenta de tamafio en
situaciones tumorales, generalmente por un incremento en el contenido de ADN y en
la ploidia (paso de diploide a poliploide) (Clawson et al., 1992). El significado biol6gico
de la ploidia no esta claro, pero se cree que un genoma poliploide proporciona una
proteccién frente a la expresion dominante de oncogenes mutados, especialmente en
un organo muy relacionado con la inactivacién/eliminacion de agentes genotoxicos

como es el higado (Gerlyng et al., 1992).

2.3.1. Envuelta Nuclear

Dentro del nlcleo existe una matriz interna rodeada por una envuelta de doble
capa de elevada porosidad, la envuelta nuclear formada por un sistema de
membranas denominado nucleolema. Esta formada por dos membranas concéntricas
gque encierran un espacio perinuclear estrecho, de unos 15 nm de ancho. La superficie
de la cara citoplasmatica de la membrana nuclear externa est4 densamente cubierta
por ribosomas y a menudo dicha membrana se continla con el reticulo
endoplasmatico. A determinados intervalos las dos membranas del nucleolema se
fusionan y dan lugar a la formacion de poros nucleares, con la conformacién de los
denominados complejos de poro nuclear (NPCs, del inglés “Nuclear Pore Complex”),
gue representan alrededor del 15% de la superficie de la membrana nuclear y
permiten el paso de particulas desde el nucleo al citoplasma y viceversa (Arias et al.,
1982).
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Los NPCs son grandes complejos de proteinas ensambladas, de
aproximadamente 125 MDa en células de mamiferos, y de 60 MDa en células de
levadura. Se han obtenido modelos de la arquitectura en 3 dimensiones de los NPCs
(Esquema 3) gracias a la tomografia electrénica realizada en levaduras y eucariotas
(Hinshaw et al., 1992; Stoffler et al., 2003). Estos modelos indican que los NPCs estan
formados por un armazén central plegado en ocho partes simétricas, también llamado
“spoke complex”, que representa la parte del NPC embebida en la envuelta nuclear. El
armazon central tiene forma de anillo, construido alrededor de un poro central (Davis,
1995; Rout y Blobel, 1993; Wente, 2000). Emparedando este armazoén central hay
otros dos anillos. Unidos al anillo citoplasmético hay ocho pequefios filamentos,
mientras que el anillo nuclear esta “taponado” por una cesta nuclear: un ensamblaje
de ocho filamentos unidos a un anillo distal. El anillo de esta cesta parece ser capaz
de abrirse y cerrarse en respuesta a la concentracion de iones calcio, pero la funcién

de este cambio conformacional se desconoce (Stoffler et al., 1999).

Las proteinas que componen los NPCs se llaman nucleoporinas. Pueden
dividirse en 3 grupos: las proteinas que atraviesan la membrana nuclear, las que no
atraviesan la membrana y poseen mudltiples repeticiones de motivos Phe-Gly, y las
proteinas que no atraviesan la membrana nuclear y tampoco presentan estas
repeticiones. Asociadas al NPC aparecen ademas otras proteinas, que quiza actien
mas como cofactores del transporte a través del mismo, o como factores de
ensamblaje, que como componentes estructurales propiamente dichos del NPC
(Fahrenkrog et al., 2000; Rout et al., 2000; Strambio-de-Castillia et al., 1999; Yang et
al., 1998).

El numero de NPCs por nucleo varia ligeramente segun el organismo, el tipo
celular y las condiciones de crecimiento, pero las células tipicas de mamifero
contienen de 3000 a 5000 NPCs (Maul, 1977; Rout y Blobel, 1993).
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Esquema 3. Vision esquematica del complejo de poro nuclear (NPC).

Actualmente se considera que el NPC permite la difusion libre de iones y
pequefias moléculas a través de la envuelta nuclear, y facilita el transporte
nucleocitoplasmético, mediado por receptores, de proteinas, ARN vy
ribonucleoproteinas. El poro o canal central tiene un didmetro de 45-50 nm, y permite
la translocacion mediada por receptor y dependiente de sefial, de moléculas con un
didmetro de hasta 35-40 nm, lo que indica que su diametro funcional coincide con su

diametro fisico.

Ademas del transporte nucleoplasmatico, los NPCs parecen estar implicados,
tanto directa como indirectamente, en muchos otros procesos, como son la

segregacion de los cromosomas, la expresion de genes y la apoptosis.

Dentro de la envuelta nuclear e inmediatamente adyacente a la membrana
interna esté la lamina nuclear, formada por unas proteinas denominadas laminas. Los
filamentos de laminas son esenciales para el ensamblaje, estructura, forma y
estabilidad mecanica del nucleo. Existen evidencias que implican a las laminas en la
regulacion de la organizacion de la cromatina y la expresion génica, e influyen en la

sefializacion (Dechat et al., 2008; Gruenbaum et al., 2005).
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En mamiferos, la envuelta nuclear interna contiene mas de 50 proteinas de
membrana diferentes, muchas de ellas aun sin caracterizar. Entre las proteinas ya

caracterizadas, la mayoria se unen directamente a las laminas A, B 0 a ambas.

Las proteinas de unién a laminas involucradas en la arquitectura nuclear y en
la organizacion de la cromatina comparten el denominado dominio LEM, un motivo de
45 residuos que se pliega en dos a-hélices (Laguri et al., 2001). El dominio LEM se
une a la proteina BAF, una proteina asociada a la cromatina que hace de puente entre
el ADN vy las histonas (Margalit et al., 2007).

2.3.2. Cuerpos Nucleares

El ndcleo eucariota estd compuesto por numerosos subdominios y
compartimentos denominados comunmente “cuerpos nucleares”. Estas estructuras,
carentes de membranas que los delimiten, incluyen nucleolos, cuerpos de Cajal,
cuerpos de locus de histonas (HLBs, del inglés “Histone Locus Bodies”),
compartimentos de factores de “splicing” (como los speckles o los grupos de granulos
intercromatinicos), “paraspeckles”, cuerpos Gemini (‘gems”), compartimentos
perinucleolares (PNCs, del inglés “Perinucleolar Compartments”) y muchos otros.
Importantes procesos nucleares como la replicacién y reparacion del ADN (Hozak et
al., 1993; Jackson et al., 1994; Lisby et al., 2003; Nakamura et al., 1986; Nakayasu y
Berezney, 1989) o la transcripcion y procesado del ARN (Carmo-Fonseca et al., 1992;
Fu y Maniatis, 1990; Jackson et al., 1993; Matera y Ward, 1993; Wansink et al., 1993),
se organizan en estos subdominios discretos. En los ultimos afios han surgido
hipdtesis que sugieren la asociacion de dominios subnucleares con loci genéticos

especificos, y que esta asociacién puede cambiar en respuesta a sefiales celulares.

= El nucleolo es el compartimento nuclear més evidente. En él tiene lugar la
sintesis y el procesamiento del ARNr, asi como el ensamblaje de las unidades
de los ribosomas (Spector, 1993). La mayoria de las células de mamifero
contienen de 1 a 5 nucleolos de entre 0,5 y 5 um de diametro. En el nucleolo
se diferencian tres regiones: los “centros fibrilares” rodeados por los
denominados “componentes fibrilares densos” (DFCs, siglas del inglés “Dense
Fibrillar Components”), y los “componentes granulares” que irradian desde los
DFCs. Se cree que los centros fibrilares son el equivalente en interfase a las
regiones organizadoras nucleolares (NORs, siglas de “Nucleolar-Organizing

Regions”). Los centros fibrilares contienen cientos de genes de ARNr. En los

29



DFCs se produce la transcripcion y el procesado de ARNr, mientras que los
componentes granulares estdn compuestos por particulas de pre-ribosomas
en diferentes estados de maduracién, asi como subunidades grandes y
pequefias de los ribosomas.

= Los “splicing speckles” o SFCs (siglas del inglés “Splicing-Factor
Compartment”) son otros de los cuerpos nucleares mejor estudiados. Mediante
microscopia electrénica se ha observado que los SFCs son fibrillas de
pericromatina (transcritos nacientes) (Fakan, 1994) vy granulos de
intercromatina (Monneron y Bernhard, 1969). La funcién de los SFCs parece
ser la de almacenar y ensamblar componentes del espliceosoma (Misteli,
2000).

= Los cuerpos de Cajal (CBs, siglas del inglés “Cajal Bodies”) fueron descritos
por primera vez por Santiago Ramén y Cajal a principios del siglo pasado. Los
CBs son pequefias estructuras esféricas de un tamafio que oscilaentre 0,1y 1
Um y en una cantidad que va de 1 a 5 copias por nicleo. La funcién de los CBs
se desconoce. Se localizan principalmente en el nucleoplasma, aunque
también se han observado en el nucleolo de células de carcinoma de mama
humanas, de adipocitos marrones y de hepatocitos de lirones en hibernacion
(Malatesta et al., 1994; Ochs et al., 1994).

Aunque se desconoce por qué se forman estos cuerpos nucleares, existen
hipétesis acerca de como se forman. Se han considerado dos modelos diferentes.
Ambos incluyen el reclutamiento de subunidades individuales que proceden de un
“pool” nucleoplasmico soluble (Cook, 2002; Misteli, 2001; Misteli, 2007). La principal
diferencia radica en que mientras un modelo sostiene que las subunidades se
ensamblan de un modo ordenado alrededor de un factor estructural, el otro asevera

que esas estructuras se construyen principalmente de forma aleatoria.

La estructura descrita para el nucleo celular corresponde a las células que se

encuentran en interfase, es decir, que no estan en proceso de division.
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2.3.3. Transporte Nucleo-Citoplasmatico

La separacion espacial de la transcripcion y la traduccion provee a las células
eucariotas de mecanismos muy potentes para regular la expresién génica. Sin
embargo también genera la necesidad de un transporte selectivo entre el nlcleo y el
citoplasma para que ambos mantengan su composicion caracteristica. De este modo,
la envuelta nuclear se convierte en una barrera a través de la cual proteinas y ARN

deben ser transportados de forma regulada.

Las macromoléculas de un tamafio superior a 40 kDa se transportan de forma
activa a través de la envuelta nuclear gracias a los NPCs y a factores transportadores
0 moléculas portadoras que recirculan entre en nucleo y el citoplasma (Conti y
Izaurralde, 2001; Conti et al., 2006; Chook y Blobel, 2001; Fahrenkrog y Aebi, 2003;
Gorlich y Kutay, 1999; Macara, 2001; Madrid y Weis, 2006; Mosammaparast y
Pemberton, 2004; Pemberton y Paschal, 2005; Stewart et al., 2001; Weis, 2003).

Importacion Nuclear

El ciclo de importacion nuclear de proteinas se basa en una coreografia de

interacciones que es controlada espacial y temporalmente de forma muy precisa.

Existen diferentes vias de importaciébn de proteinas al nidcleo que usan
distintos transportadores, pero comparten muchas caracteristicas y se basan en una
serie de proteinas de interaccion por las que las moléculas a transportar son
reconocidas en el citoplasma, traslocadas a través de los NPCs y liberadas en el
interior del nicleo (Conti y Izaurralde, 2001; Chook y Blobel, 2001; Fahrenkrog y Aebi,
2003; Gorlich y Kutay, 1999; Macara, 2001; Mosammaparast y Pemberton, 2004;
Pemberton y Paschal, 2005).

En cada via, las proteinas a transportar son dirigidas al nicleo gracias a que
en su estructura se incluyen pequefias secuencias denominadas sefiales de
localizacién nuclear (NLS, del inglés “Nuclear Localization Signal’). Se han
identificado diferentes clases de NLS, cada una de las cuales es reconocida por

componentes de una via diferente.

El ciclo clasico de importacion nuclear de proteinas (Esquema 4) genera una
tasa de transporte de 100-1000 cargas por minuto y por NPC. Las proteinas con una
NLS clasica son transportadas por la molécula importina-3, que se une a ellas a través

de la proteina adaptadora importina-a (Conti y lzaurralde, 2001; Conti et al., 2006;
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Chook y Blobel, 2001; Fahrenkrog y Aebi, 2003; Gorlich y Kutay, 1999; Macara, 2001;
Madrid y Weis, 2006; Mosammaparast y Pemberton, 2004; Pemberton y Paschal,
2005; Stewart et al., 2001; Weis, 2003). Ambas importinas son moléculas
citoplasmaticas constituidas por motivos de aminoacidos repetidos en tdndem. En el
citoplasma, las proteinas con una NLS clasica, forman un complejo de importacion
con el heterodimero importina-a- que facilita el movimiento a través de los NPCs. En
el interior del ndcleo, la proteina RanGTP se une a la importina-p, disociando el

complejo de importacion y liberando la molécula a transportar.

El complejo importina-B-RanGTP es reciclado al citoplasma, mientras que la
importina-a se une a la B-karioferina CAS. Finalmente, en el citoplasma, la RanGAP
(“Ran GTPasa Activating Protein”) estimula la RanGTPasa, generando RanGDP, que

se disocia de las importinas y las libera para nuevos ciclos de importacion.

~—E
-y

RanGAP

Citoplasma

Esquema 4: Resumen del proceso de importacién nuclear de proteinas.
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Exportacion Nuclear

Los avances en la comprension de los mecanismos implicados en la
exportacion han estado mas rezagados que los relativos a la importacion nuclear. Se
tardaron muchos afios en comprender que la exportacion nuclear en esencia es un

proceso reciproco a la importacion nuclear.

Ademas de la ya mencionada (-karioferina CAS que media la exportacion
nuclear de la importina-a mediante un complejo con Ran-GTP, la salida de proteinas
del nicleo eucariota estd mediada por la proteina Crml. Esta exporta una serie de
proteinas nucleares que contienen una pequefia secuencia con un patron de residuos
de leucina caracteristico denominado NES (del inglés “Nuclear Export Signal”)
(Fornerod et al., 1997; Fukuda et al., 1997; Stade et al., 1997).

2.3.4. Reticulo Endoplasmatico

El reticulo endoplasmico es un organulo intracelular responsable de la sintesis,
procesamiento y trafico de una gran variedad de proteinas, incluyendo hormonas,
enzimas, receptores, canales i6nicos y transportadores. El reticulo endoplasmico
desempefia numerosas funciones generales, incluyendo sintesis de proteinas, control
de calidad de su plegamiento o exportacion de las mismas desde el reticulo al Golgi.
Ademas, esta implicado en el metabolismo de esteroides y xenobidticos, en la

homeostasis del calcio y en la sefializacion intracelular (Lavoie y Paiement, 2008).

Morfolégicamente, el reticulo endoplasmico esta compuesto por una red de
saculos aplanados o cisternas y tlubulos que se extiende por toda la célula y que se
contindia con la envuelta nuclear externa, con la que comparte el espacio luminal (Lee
et al., 2004, Sitia y Braakman, 2003). El reticulo endoplasmico posee subdominios
especializados con diferentes morfologias y funciones. Las vesiculas recubiertas por
el complejo de proteinas denominado COPII (del inglés “Coat Protein Complex II”)
median la exportacién de proteinas desde el reticulo y su transporte anterégrado
hacia el Golgi, mientras que las vesiculas recubiertas de COPI, median el transporte
retrégrado de reciclaje de proteinas al reticulo (Lee et al., 2004). Las interacciones
entre las membranas derivadas del reticulo y el Golgi incluyen la formacion de sitios
de salida del reticulo para permitir que las proteinas recién sintetizadas sean
transportadas hasta el Golgi (Palade, 1975) y la formacion de compartimentos

intermedios reticulo-Golgi para permitir el reciclaje de membrana entre estos
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organulos (Lee et al., 2004). El reticulo endopldsmico de transicion desempefia un

papel clave en estos sitios de salida y compartimentos intermedios reticulo-Golgi.

Ademas de proteinas ribosomales y proteinas implicadas en el metabolismo
del ARN, en el reticulo estan presentes proteinas implicadas en el proceso de
glicosilacion de proteinas. Los residuos de asparagina, en los motivos Asn-x-Ser/Thr
de la cadena polipeptidica naciente, son glicosilados en el lumen del reticulo gracias
al complejo proteico denominado oligosacariltransferasa. Este complejo consta de
siete proteinas, STT3-A, riboforina |, riboforina Il, OST48, DAD1, DC2 y KCP2
(Shibatani et al., 2005) y transfiere oligosacaridos de (glucosa)3-(manosa)9-(N-
acetilglucosamina)2 desde el donador lipidico, dolicol pirofosfato, hasta la cadena

polipeptidica naciente.

La glicosilacion facilita el plegamiento de la proteina y permite a la cadena
naciente ser reclutada por las chaperonas calnexina y calreticulina (Ellgaard et al.,
1999). Para acceder al sistema calnexina/calreticulina es necesaria la modificacion de
los N-glicanos por los enzimas glucosidasa | (Gl), glucosidasa Il (Gll), UDP
glucuroniltransferasa 1 (UGT1), ER-manosidasa 1 y EDEMs (del inglés “ER
Degradation Enhancing-Mannosidase-like protein”) (Ruddock y Molinari, 2006). Los
polipéptidos que cumplen los requisitos de calidad pueden salir del reticulo y dirigirse
a su destino final. Sin embargo, los polipéptidos mal plegados o no ensamblados son
reconocidos y retenidos en el reticulo y posteriormente excretados, poliubiquitinados y
finalmente degradados en el citoplasma por el complejo del proteasoma 26S (Meusser
et al., 2005; Romisch, 2005). Andlisis proteémicos han demostrado que, tanto las
subunidades del proteasoma, como enzimas del metabolismo de la ubiquitina estan

presentes soélo en el reticulo endoplasmico liso (Gilchrist et al., 2006).
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2.4. BOMBAS EXPORTADORAS DE LA SUPERFAMILIA ABC

La superfamilia de proteinas ABC ("ATP-Binding Cassette") incluye 48 genes
gue codifican para bombas exportadoras de membrana y reguladores de canales
ibnicos. Estan formados por una o dos partes; cada una de ellas contiene un dominio
de unién a nucleétido (NBD) y un numero variable de dominios transmembrana.
Aunque los mecanismos que determinan el fallo de la terapia farmacolégica en el
tratamiento del cancer son muy variados y frecuentemente es un proceso
multifactorial (Marin et al., 2010), la sobreexpresién de algunos miembros de esta
superfamilia en células tumorales constituye uno de los principales obstaculos de la
terapia antitumoral al conferirles mayor resistencia a muchos farmacos antitumorales,

puesto que contribuyen a reducir los niveles intracelulares del farmaco activo.

2.4.1. Familia ABCA

Hasta la fecha se han identificado 12 miembros de esta subfamilia de
proteinas ABC en humanos, pero sélo 6 de ellas, ABCAL, 5, 6, 8, 9 y 10, se expresan
en el higado (Zarubica et al., 2007); (Albrecht y Viturro, 2007). Su papel principal
parece ser el transporte de lipidos a través de la membrana plasméatica y la membrana
de organulos intracelulares. Por otro lado, los transportadores ABCA podrian
participar en el desarrollo de resistencia a la quimioterapia antitumoral, probablemente
mediando el almacenamiento de los farmacos en lisosomas y promoviendo su

expulsion de la célula (Albrecht y Viturro, 2007).

2.4.2. Familia ABCB

La excreciéon biliar de muchos compuestos enddgenos, xenobidticos y sus
metabolitos tiene lugar predominantemente mediante un mecanismo dependiente de
ATP, mediado por transportadores pertenecientes a la familia de proteinas ABC
localizadas en la membrana plasmatica canalicular de los hepatocitos. Entre ellos, la
glicoproteina P o proteina de resistencia a multiples farmacos (“Multidrug Resistance
Protein 1” o MDR1,; gen ABCB1) es el que primero se caracterizo y es uno de los mas
estudiados (Kartner et al., 1983). La MDR1 se expresa, ademas de en los hepatocitos,
en células ductulares biliares, pulmén, placenta, rifion, intestino y en muchos tumores

de origen epitelial (Chan et al., 2004). La sobreexpresion de esta proteina es uno de
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los mecanismos mas frecuentes por el cual las células tumorales desarrollan
resistencia a un amplio rango de agentes antineoplasicos que presentan una gran
variedad de estructuras y mecanismos de accién (Pastan et al.,, 1988). Se han
descrito varios polimorfismos en el gen ABCB1 que afectan a la biodisponibilidad de
estos farmacos (Hoffmeyer et al., 2000). La actividad transportadora de la MDR1 y la
actividad de las enzimas de fase | y Il, como las de la familia del citocromo P450
(CYP) y las glutation-S-transferasas, esta coordinada (Gatmaitan y Arias, 1993). En
particular, la isoforma CYP3A4, una de las mas abundantes en el higado, junto con la
MDR1, se consideran piezas clave en el efecto de primer paso que sufren muchos
farmacos (Schuetz et al., 1996), reduciendo su biodisponibilidad a menos de un 50%
(Wacher et al., 1998).

Otro miembro de la familia ABCB es la MDR3 (gen ABCB4), denominada Mdr2
en roedores, que estd implicada en la translocacion de fosfatidilcolina desde la cara
interna a la cara externa de la bicapa lipidica de la membrana canalicular (Ruetz y
Gros, 1994), un papel fundamental para neutralizar el efecto detergente de los ABs,

presentes en la bilis a una concentracion elevada.

La bomba exportadora de sales biliares (“Bile Salt Export Pump” o BSEP; gen
ABCB11), como ya se ha mencionado, es el principal mecanismo de secrecion de
ABs a bilis (Gerloff et al., 1998). La BSEP utiliza la energia de la hidrélisis del ATP
para transportar ABs monoanionicos a través de la membrana canalicular de los

hepatocitos con alta afinidad (Byrne et al., 2002); (Noe et al., 2002).

2.4.3. Familia ABCC

La familia ABCC incluye varios transportadores conocidos como proteinas de
resistencia a mdltiples farmacos (“Multidrug Resistance Proteins” o MRPSs). La
proteina MRP2 (gen ABCC2) es la que presenta una mayor expresién en higado sano
y la mejor estudiada, a ella dedicaremos mas adelante una consideracién especial por
ser objeto de investigacion en esta Tesis. La MPR1 (ABCC1) se expresa a nivel de la
membrana basolateral de muchos tejidos, incluyendo cerebro, intestino, rifidn,
pulmén, testiculo y, aunque en menor medida, en el higado (Cherrington et al., 2002);
(Flens et al., 1996); (Zaman et al., 1993); (Zhang et al., 2000).

MRP3 (gen ABCC3) es también una proteina basolateral (Kool et al., 1999)

con una marcada homologia con MRP1, con quien comparte un 58% de la secuencia
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aminoacidica (Belinsky y Kruh, 1999). MRP3 se expresa en higado, intestino v,
aunque en menor proporcién, en el rifién (Kiuchi et al., 1998; Kool et al., 1997;
Scheffer et al., 2002). Los niveles de expresion de MRP3 en higado sano son bajos
pero, como en el caso de MRP1 y MRP4 (gen ABCC4), estos niveles aumentan bajo
determinadas circunstancias fisiopatologicas, como en colestasis y en el sindrome de
Dubin-Johnson (Kartenbeck et al., 1996). MRP3 comparte muchos sustratos con
MRP2 y, en menor grado, con BSEP (Hirohashi et al., 2000; Zeng et al., 2000).

MRP4 se expresa a niveles bajos en la membrana basolateral de los
hepatocitos en condiciones normales (Kartenbeck et al., 1996), aunque también se
encuentra presente en otros tejidos como yeyuno, rifién, cerebro, pulmoén y vesicula
biliar (Kool et al., 1997; Taipalensuu et al., 2001; van Aubel et al., 2002; Zhang et al.,
2000). En cuanto a la estructura de la proteina, MRP4 presenta mas similitudes con
MDR1 que con otros miembros de la familia MRP (Belinsky et al., 1998). Es capaz de
transportar oxazafosforinas, analogos de nucleésidos aciclicos, derivados de purinas,
metotrexato y camptotecinas (Adachi et al., 2002; Chen et al., 2001; Tian et al., 2005;
Zhang et al., 2005).

MRP5 (gen ABCC5) es una tipica bomba transportadora de aniones organicos
que transporta colorantes organicos acidos (McAleer et al., 1999) (pero no calceina),
glutation reducido (GSH) y conjugados de glutation como DNP-GS (Wijnholds et al.,
2000) y se inhibe por la sulfinpirazona y la benzbromarona (Wijnholds et al., 2000).
MRP5, al igual que MRP4 y MRP8, destaca por su capacidad para transportar
analogos de nucleésido monofosfato (Wijnholds et al., 2000). La expresiéon de este
transportador es muy ubicua aunque sus hiveles son muy bajos (Wijnholds et al.,
2000).

La MRP6 (gen ABCC6) se ha caracterizado como un transportador basolateral
y canalicular en hepatocitos de rata (Madon et al., 2000). Aunque se han encontrado
niveles elevados del ARNm de MRP6 en higado humano, su papel en el transporte de
farmacos no esta claro (Bergen et al., 2007). Parece que no esta implicada en el
transporte de productos de biotransformacion de fase Il como conjugados con &cido
glucurodnico, sulfato o glutation, aunque tiene capacidad de transportar cisplatino,

doxorrubicina o etoposido (Belinsky et al., 2002).

Otros miembros menos conocidos de esta familia son MRP7 y MRP8 (genes
ABCC10 y ABCC11). El ARNm de MRP7 se ha encontrado en numerosos tejidos,

incluyendo el higado (Hopper-Borge et al., 2004), y en células transfectadas con el
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ADNc del transportador se ha puesto de manifiesto su capacidad de transportar
algunos farmacos antitumorales, como paclitaxel y vincristina (Hopper-Borge et al.,
2004). EI ARNm de MRP8 esta presente en el higado a niveles bajos. Esta proteina
transporta metotrexato (Chen et al., 2005) y fluorouracilo (Guo et al., 2003).

La MRP2 es quizas el miembro més caracteristico y mejor estudiado de la
subfamilia ABCC. Se localiza en la membrana apical de células polarizadas, como los
hepatocitos, el epitelio del tdbulo proximal del riidn y el epitelio intestinal. Esta
localizacién implica a MRP2 en la excrecion y destoxificacion de aniones organicos
endogenos y xenobidticos, particularmente en el eflujo unidireccional de sustancias
conjugadas con glutation, glucuronato o sulfato. La MRP2 hepatica también contribuye

a la fuerza motriz del flujo biliar.

Estructuralmente, dentro de la subfamilia ABCC, MRP2 tiene el mayor grado
de identidad en su secuencia de aminoacidos con ABCC1 (50%) y el menor con
ABCC11 (Nies y Keppler, 2007). Funcional y estructuralmente, MRP2 es muy
diferente de MDR1 (ABCB1), con la que sélo comparte el 26% de identidad en la
secuencia aminoacidica. EI gen de la MRP2 humana se localiza en el locus
cromosomico 10g24 (Taniguchi et al., 1996), tiene una extension de 65 pares de kb y
consta de 32 exones (Toh et al., 1999).

La topologia de la subfamilia ABCC esta relacionada con la de muchos otros
transportadores ABC y comprende 2 regiones MSD (“Membrane Spanning Domain”)
con varios segmentos transmembrana seguidas cada una de un dominio de unién a
nucleotido (Haimeur et al., 2004; Kruh y Belinsky, 2003) (Esquema 5). Sin embargo,
MRP2, junto con MRP1, MRP3, MRP6 y MRP7, posee adicionalmente una tercera
region o dominio MSDO amino terminal con segmentos transmembrana (Esquema 5),
que se requieren para el correcto funcionamiento y localizacién de la proteina
(Fernandez et al., 2002; Gao et al., 1998; Westlake et al., 2005).
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Esquema 5: Esquema de la topologia de membrana de la MRP2 humana. Las estructuras en

forma de arbol indican la localizacion de los sitios de N-glicosilacion.

MRP2 fue identificada por primera vez en la membrana canalicular de
hepatocitos de rata (Buchler et al.,, 1996) y humanos (Keppler y Kartenbeck, 1996;
Paulusma et al., 1997). Su posterior localizacion en la membrana apical del epitelio
del tabulo proximal de rifibn de rata fue la primera demostracién de una localizacién
extrahepatica de esta bomba de eflujo (Schaub et al., 1997). Ademas de en rifidn
humano (Schaub et al., 1999), se ha localizado MRP2 en otros tejidos polarizados
humanos como son el intestino delgado (Fromm et al., 2000; Sandusky et al., 2002),
colon (Kdnig J, 2003), la vesicula biliar (Rost et al., 2001), bronquios (Kénig J, 2003;
Sandusky et al., 2002) y la placenta (St-Pierre et al.,, 2000). No obstante, MRP2 no
esta presente en la barrera hematotesticular (Bart et al., 2004; Sandusky et al., 2002)
ni en la barrera hematoencefalica (Nies et al., 2004; Sandusky et al., 2002; Zhang et
al., 2004). Sin embargo, se ha identificado MRP2 en capilares del hipocampo de
pacientes con epilepsia en el l6bulo temporal (Aronica et al., 2004), y en la barrera
hematoencefalica tras convulsiones epilépticas inducidas por pilocarpina (Hoffmann
et al., 2006). Por otra parte, algunos estudios localizan MRP2 en capilares cerebrales
de ratas sanas (Miller et al., 2000; van Vliet et al., 2005).

Diferentes tejidos humanos como son la piel, el pancreas exocrino, el tejido
conectivo y los sistemas reproductor femenino, linfatico y cardiovascular, no expresan
MRP2 en cantidades detectables (Sandusky et al., 2002).
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Ademés de en tejidos humanos sanos, MRP2 también est4 presente en gran
namero de tumores malignos, como se ha puesto en evidencia mediante
inmunomarcaje de muestras clinicas procedentes de carcinomas de células claras
renales (Sandusky et al., 2002; Schaub et al., 1999), hepatocelular (Nies et al., 2001;
Zollner et al., 2005), de ovario (Arts et al., 1999; Sandusky et al., 2002) y colorrectal
(Hinoshita et al., 2000; Sandusky et al., 2002).

Empleando microarrays de tejidos, se ha detectado MRP2 en carcinomas
gastrico, de pulmén y mama (Sandusky et al., 2002). Por el contrario, la expresién de
MRP2 es insignificante o bien esta ausente en tumores testiculares primarios (Bart et
al., 2004), adenocarcinomas pancreaticos (Konig et al., 2005) y gliomas (Bronger et
al., 2005). A causa de su capacidad para conferir resistencia a una gran variedad de
farmacos antitumorales (Cui et al., 1999; Chen et al., 1999; Hooijberg et al., 1999;
Kawabe et al., 1999), MRP2 contribuye al fenotipo de resistencia a multiples farmacos

de diversos tumores solidos malignos.

Con respecto a su localizacion subcelular, el mecanismo molecular por el que
MRP2 se vectoriza hacia la membrana apical no se conoce completamente. Se ha
descrito que algunas proteinas interactian con MRP2 in vitro. La radixina, un miembro
de la familia ezrina/radixina/moesina que interactia con muchas proteinas integrales
de membrana (Bretscher et al., 2000), parece ser necesaria para la correcta
localizacién apical de MRP2, ya que los ratones “knock-out” para radixina exhiben
hiperbilirrubinemia conjugada y una pérdida selectiva de MRP2 de la membrana
canalicular del hepatocito (Kikuchi et al., 2002). La localizacién canalicular de la MRP2
humana depende también de la interaccion con radixina (Kojima et al., 2003). Otras
proteinas que interactian con MRP2 in vitro, pertenecen a la familia PSD95/DIlg/Z0-1
(PD2) y se unen al extremo C terminal de MRP2 mediante una secuencia del tipo T/S-
X-® (donde X es cualquier aminoacido y ® un aminoacido hidrofébico) (Hegedus et
al., 2003; Kocher et al., 1999). Muchos de los ortélogos de MRP2 conocidos poseen
este motivo de uniéon a PDZ en su extremo C terminal. Curiosamente, los ratones
“knock-out” para PDZK1 presentan una localizaciéon apical correcta de MRP2 en el
epitelio del tibulo proximal renal, lo que indica que la interaccion de MRP2 con
PDZK1 no se requiere in vivo, 0 que otras proteinas PDZ son capaces de compensar
su defecto (Kocher et al., 2003).

Otros estudios especulan sobre la posibilidad de que el motivo de unién a PDZ
sea la sefial de vectorizacion de MRP2 hacia la membrana apical (Harris et al., 2001),

sin embargo esto no ha sido confirmado por otros autores (Fernandez et al., 2002;
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Konno et al., 2003; Nies et al., 2002; Westlake et al., 2005). Estos ultimos estudios
indican que el motivo de vectorizaciéon apical de MRP2 no esté definido por una Unica
secuencia aminoacidica, sino que parece estar formado por diversos motivos
localizados en distintas partes de MRP2, de modo que se unen sélo en la proteina
completa.

Bajo determinadas condiciones experimentales, MRP2 puede ser redistribuida
hacia la membrana basolateral, por ejemplo en hepatocitos recién aislados (Rius et
al., 2006) y en la linea celular humana de hepatoma HepG2, tras su activacién con
proteina kinasa C (Kubitz et al., 2001).

La especificidad de sustrato de MRP2 es muy amplia, y comprende muchos
aniones organicos, con gran afinidad por los conjugados de glucuronato y glutation
(Jedlitschky y Keppler, 2002). Ademas, se han identificado como sustratos muchas
sustancias aniénicas sin residuos conjugados aniénicos, como metotrexato vy
bromosulfoftaleina. Otro sustrato es el glutation reducido y oxidado (Nies y Keppler,
2007).

La mencionada localizacion de ABCC2 en la membrana apical de diversas
células polarizadas implicadas en la secrecion de sustratos enddégenos conjugados y
xenobidticos favorece la funcion de ésta bomba de eflujo en la fase terminal de
destoxificacion (Keppler y Konig, 1997; Konig et al., 1999).

Gracias a su especificidad de sustrato, MRP2, en lugar de ABCB1 o ABCG2,
es la bomba éptima para la eliminacién a bilis, orina o lumen intestinal, de diversas
toxinas y carcind6genos conjugados con glutation, glucuronato o sulfato.
Particularmente, en células no polarizadas, miembros adicionales de la subfamilia

ABCC, como ABCC1, pueden tener esta funcién en la destoxificaciéon terminal.

MRP2 juega un papel decisivo en la eliminaciébn de glucurondsidos de
bilirrubina desde el hepatocito a bilis. En consecuencia, la ausencia de MRP2
funcional en la membrana canalicular (Kartenbeck et al., 1996; Keppler y Kartenbeck,
1996) provoca un cuadro clinico de hiperbilirrubinemia conjugada, como se observa
en el sindrome hereditario de Dubin-Johnson (Dubin y Johnson, 1954). Se han
descrito muchas variantes en la secuencia del gen de MRP2, pero solo algunas de

ellas provocan ésta enfermedad.

Las ratas TR- (Jansen et al, 1985) y las EHBR (del inglés “Eisai

hiperbilirubinemic”) (Hosokawa et al., 1992; Takikawa et al., 1991) son dos cepas
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mutantes con hiperbilirrubinemia que tienen un defecto hereditario en la secrecion de
conjugados anibénicos a bilis. Ambas cepas son consideradas un modelo animal del
sindrome de Dubin-Johnson. Las dos variantes naturales de la secuencia del gen de
rata Abcc2, tanto en el codén 401 (TR-) (Paulusma et al., 1996) como en el 855
(EHBR) (Ito et al., 1997), provocan un coddén de parada prematuro y la ausencia de
proteina Mrp2 en la membrana canalicular del hepatocito (Buchler et al., 1996; Mayer
et al., 1995; Paulusma et al., 1996). Recientemente diferentes grupos de investigacion
han generado ratones “knock-out” para Abcc2 (Chu et al., 2006; Nezasa et al., 2006;
Vlaming et al., 2006). Aparentemente estos ratones son sanos Yy fértiles, al igual que

las ratas carentes de Mrp2.

La deficiencia hereditaria de MRP2 en humanos, en ratas y en ratones “knock-
out” para Abcc2 (Chu et al., 2006; Nezasa et al., 2006; Vlaming et al., 2006) ilustra la
funcién de esta bomba de eflujo en la eliminacion de conjugados aniénicos del
organismo. Cabe destacar que esta pérdida de funcion de ABCC2 suele ser bien
tolerada y compensada gracias a la sobre-expresion de otros transportadores de
membrana, como es el caso de ABCC3 en la membrana basolateral de los
hepatocitos (Donner y Keppler, 2001; Keppler y Kartenbeck, 1996; Kénig J, 2003). Asi
la deficiencia de MRP2 en humanos provoca un incremento en la concentracion de
glucurondsidos de bilirrubina en sangre, ya que son expulsados del hepatocito por la
MRP3 basolateral.

En lo que se refiere a su regulacion transcripcional y postranscripcional, MRP2
no se expresa constitutivamente con igual abundancia en todos los tejidos donde lo
hace, sino que su expresion esta regulada en respuesta a muchas sustancias
endégenas y xenobioticas, y a diversos estados patologicos. La regulaciéon
transcripcional se produce en respuesta a cambios en la concentracién intracelular de
ABs y de una serie de compuestos lipofilicos que son ligandos de ciertos receptores
nucleares. Los mecanismos postranscripcionales permiten la regulacion de MRP2 a
corto plazo. Frecuentemente, la regulacion de MRP2 viene acompafada de
regulaciones coordinadas de enzimas de conjugacion y de otros transportadores de
ABs.

La clonacion de MRP2 ha permitido identificar varios sitios de union a factores
de transcripcion ubicuos o también especificos de higado (Kauffmann y Schrenk,
1998; Stockel et al., 2000; Tanaka et al., 1999). La regidon comprendida entre los
nucleotidos 517 y 197, frente al codén de inicio de la transcripcion, es importante para

la expresién de la MRP2 humana (Stockel et al., 2000), con el sitio de inicio de
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transcripcion situado en el aminoacido 247. Ademas, se ha identificado un elemento
de respuesta a hormonas (ER-8) en el promotor de Mrp2 de rata que se une,
mediante heterodimeros con RXRa, a FXR, a PXR 0 a CAR (Kast et al., 2002). Estos
NRs son activados por ABs, como en el caso de FXR (Parks et al., 1999), por varios
xenobidticos cémo el antibidtico rifampicina, el glucocorticoide sintético
dexametasona, y la pregnenolona 16a-carbonitrilo como ocurre con PXR (Blumberg et
al., 1998; Goodwin et al., 1999; Kliewer et al., 1998), o por fenobarbital, en CAR
(Sueyoshi et al., 1999).

La presencia del ER-8 en el promotor de la Mrp2 de rata (Kast et al., 2002)
puede explicar los estudios que describen la induccién del ARNm y de la proteina
Mrp2 en cultivos primarios de hepatocitos de rata por ciertos xenobi6ticos, incluidos el
carcinégeno 2-acetilaminofluoreno, el farmaco antitumoral cisplatino, el agente
antifingico clotrimazol, el antibidtico cicloheximida, la dexametasona, los agentes
guimiopreventivos oltipraz y sulforafan, el fenobarbital y la pregnanolona 16a-
carbonitrilo (Courtois et al., 1999b; Kast et al., 2002; Kauffmann et al., 1997; Kubitz et
al.,, 1999a; Payen et al, 2001). Existen factores adicionales probablemente
involucrados en la regulacioén in vivo de ABCC2/Abcc2 ya que el tratamiento de ratas
con fenobarbital u oltipraz no incrementa la expresion de ARNm de Abcc2 (Courtois et
al., 1999b; Gerk y Vore, 2002; Hagenbuch et al., 2001; Johnson y Klaassen, 2002).
Por el contrario, en ratones alimentados con diversos compuestos, cémo los ABs
célico y ursodesoxicélico (Fickert et al., 2001), o el herbicida acido 2,4,5-
triclorofenoxiacético (Wielandt et al., 1999), se induce la expresion de ARNm vy
proteina de Mrp2, lo que puede prevenir la acumulacion de conjugados de ABs o

xenobidticos potencialmente téxicos.

Del mismo modo, se ha detectado la induccién de MRP2 en el higado de
primates no humanos (Kauffmann et al., 1998) y en el intestino de humanos (Fromm
et al., 2000) tras el tratamiento con el ligando de PXR, rifampicina. La regulacion de
MRP2/Mrp2 en patologias puede también, al menos en parte, ser el resultado de la

mediacion de factores de transcripcion.

La expresion de Mrp2, tanto a nivel de ARNm como de proteina, disminuye en
higado de rata tras la induccion experimental de colestasis, bien mediante ligadura del
conducto biliar, o bien mediante tratamiento con endotoxinas (Kubitz et al., 1999b;
Trauner et al., 1997; Vos et al., 1998). Esto puede deberse a la sobreexpresion de
citoquinas inflamatorias como la interleucina-1B, que a su vez reduce la expresion del

NR RXRa, necesario para formar heterodimeros con FXR, PXR o CAR, lo que
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conduciria a la disminucion de la actividad del promotor de MRP2 (Denson et al.,
2002). Curiosamente, los niveles de expresion de Mrp2 en rifidén durante la colestasis
se mantienen constantes o incluso se incrementan (Denson et al., 2002; Lee et al.,
2001).

En humanos, los niveles de ARNm estan reducidos en higado de pacientes
con colangitis esclerosante primaria (Oswald et al., 2001) o con colestasis obstructiva
(Shoda et al., 2001). La colestasis obstructiva reduce los niveles de proteina MRP2 en

intestino pero sin afectar a los niveles de su ARNm (Dietrich et al., 2004).

Ademdas de esta regulacion transcripcional, numerosos estudios describen una
regulacién postranscripcional de MRP2/Mrp2. Uno de los mecanismos es la
modulacion de la cantidad de esta bomba de eflujo en la membrana apical, mediante
reclutamiento de moléculas del transportador desde compartimentos multivesiculares
perinucleares o su retirada y secuestro en estas microvesiculas intracelulares. La
insercion de Mrp2 en la membrana apical de hepatocitos de rata podria depender de
la fosfoinositol 3-quinasa (Misra et al., 1998), de la proteina quinasa C (Beuers et al.,
2001), o del AMPc (Roelofsen et al., 1998). La retirada de Mrp2 de rata desde la
membrana canalicular al interior del hepatocito, se ha detectado bajo diferentes
condiciones de colestasis (Mottino et al., 2002; Paulusma et al., 2000; Trauner et al.,
1997), tras tratamiento con faloidina (Rost et al., 1999), tras estimulacion con
citoquinas (Dombrowski et al.,, 2000; Kubitz et al., 1999b), y bajo condiciones
hiperosmolares (Dombrowski et al., 2000; Kubitz et al., 1997). En estas condiciones, el
inmunomarcaje de Mrp2 no se limita a la membrana canalicular, sino que se muestra
difuso, lo que sugiere una acumulacion de moléculas de transportador dentro del
hepatocito. Un inmunomarcaje difuso comparable, indicador de la retirada endocitica
de moléculas de transportador, se ha descrito en enfermedades hepaticas como la
colestasis ictérica inducida por inflamacién (Zollner et al.,, 2001), la colestasis
obstructiva (Shoda et al., 2001; Yamada et al., 2005), y la cirrosis biliar primaria en
estado avanzado (Kojima et al., 2003; Kullak-Ublick et al., 2002).

La cantidad de moléculas de transportador en la membrana canalicular del
hepatocito puede ser regulada también por un cambio en su sintesis y/o tasa de
degradacion. La vida media de la Mrp2 de rata en la membrana canalicular del
hepatocito es de aproximadamente 27 horas (Jones et al., 2005). En un higado de
rata normal, la tasa de sintesis y degradacion de proteina Mrp2 es muy similar dentro
de un mismo lébulo (Paulusma et al., 2000). Sin embargo, durante la colestasis, Mrp2

en los hepatocitos periportales es degradada mas rapidamente que en condiciones
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normales, lo que lleva a observar una mayor concentracion de Mrp2 cerca del area
central (perivenosa) del I6bulo hepatico (Paulusma et al., 2000). En ratas tratadas con
etinilestradiol (Trauner et al., 1997) y en ratas prefiadas (Cao et al.,, 2002), se ha
detectado una disminucién de los niveles de la proteina Mrp2 mientras que los de su
ARNmM permanecen inalterados, en comparacion a los niveles observados para ratas

control.

El clofibrato, un ligando de PPARa (del inglés “Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor o”, gen NR1C1 (Issemann et al., 1993)), también disminuye los
niveles de la proteina Mrp2 mediante mecanismos postranscripcionales (Johnson y
Klaassen, 2002).

2.4.4. Familia ABCD

La familia ABCD consta de 4 miembros en los mamiferos, todos ellos son
semi-transportadores (“half-transporters”) asociados a los peroxisomas, aunque aun

se desconoce si forman homodimeros o heterodimeros.

El primer transportador ABC peroxisomal identificado fue PMP70, codificado
por el gen ABCD3, que es la principal proteina integral de membrana de los
peroxisomas (Kamijo et al., 1990). Los mayores niveles del ARNm de ABCD3 se
detectan en higado y rifibn, tanto humano como murino (Berger et al., 1999;
Langmann et al., 2003). Con respecto a la funciéon de PMP70, se cree gue transporta

acidos grasos de cadena larga unidos a acil-CoA (Imanaka et al., 1999).

El segundo miembro de la familia identificado fue la proteina ALDP (del inglés
“Adrenoleukodystrophy Protein”) codificada por el gen ABCD1 y descrita por primera
vez por Mosser en 1993 (Mosser et al., 1993). Los mayores niveles de ARNm en
tejidos humanos y murinos se han detectado en corazén, testiculo, pulmén e intestino
(Berger et al., 1999; Langmann et al., 2003). Respecto a su funcion, se cree que la
ALDP esta implicada en el transporte de ésteres de coenzima A y de acidos grasos de
cadena muy larga al interior del peroxisoma. La adrenoleucodistrofia ligada al
cromosoma X (X-ALD) es una patologia humana causada por mutaciones en el gen
ABCD1, de la que se han descrito al menos 6 variantes fenotipicas de la enfermedad.
Bioguimicamente, esta enfermedad se caracteriza por los elevados niveles en plasma

y tejidos de acidos grasos de cadena larga saturada (principalmente de 24 o 26
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atomos de carbono), aunque también se han detectado niveles elevados de é&cidos

grasos monoinsaturados de 26 carbonos.

El tercer transportador ABC peroxisomal identificado fue ALDRP (del inglés
“Adrenoleukodystrophy-Related Protein), codificado por el gen ABCD2. ALDRP posee
una homologia del 63% con la secuencia de aminoacidos de ALDP, con el que
también comparte la especificidad de sustrato, aunque con menor eficiencia. Su
expresion es elevada en cerebro y musculo esquelético (Berger et al., 1999;

Langmann et al., 2003).

El altimo miembro de la familia en ser identificado y también el peor conocido
es PMP69, codificado por el gen ABCD4. Los mayores niveles de su ARNm se han
detectado en pulmoén, testiculo y riidn (Langmann et al., 2003), sin embargo auln se

desconoce el papel fisiolégico que desempefia.

2.4.5. Familia ABCG

La mayoria de los miembros de esta familia de transportadores ABC, como
ABCG1, ABCG4, ABCG5 y ABCGS8, son bombas exportadoras de colesterol
(Kusuhara y Sugiyama, 2007). Los que presentan una mayor expresion en los
hepatocitos son los transportadores ABCG5 y ABCG8, que forman un heterodimero
localizado en la membrana canalicular (Berge et al., 2000), que promueve la excrecion

biliar de esteroles neutros (Wittenburg y Carey, 2002).

La proteina de resistencia del cancer de mama (“Breast Cancer Resistance
Protein” o BCRP; gen ABCG2) es otro miembro de esta familia de transportadores,
que presenta una especificidad de sustrato mucho mas amplia que el resto,
incluyendo una gran variedad de farmacos antitumorales. Desempefia un papel
importante en la biodisponibilidad y eliminacion hepatica de farmacos y en el
desarrollo de resistencia a la quimioterapia antitumoral (Kusuhara y Sugiyama, 2007).
La BCRP consta de un solo dominio de unién de ATP y 6 segmentos transmembrana,
por lo que se le clasifica como un semi-transportador ("half-transporter") (Litman et al.,
2000). Aunque puede formar homodimeros unidos por puentes disulfuro, parece que
los niveles de mondmeros y homodimeros de ABCG2 son bajos en la membrana
plasmatica de los hepatocitos (Xu et al., 2004). La principal unidad oligomérica de
ABCG2 es un homotetrdmero, aunque se han encontrado oligbmeros mayores, de
hasta 12 unidades (Xu et al., 2004).
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A nivel de ARNm la ABCG2 estd altamente expresada en la placenta
(Allikmets et al., 1998; Serrano et al., 2007) y, en menor grado, en cerebro, higado,
prostata, intestino delgado y colon (Doyle et al., 1998). Por inmunohistoquimica se ha
puesto de manifiesto su localizacion en la membrana plasmética apical de los
hepatocitos, trofocitos y células epiteliales del colon e intestino delgado (Maliepaard et
al., 2001).

Entre los compuestos enddégenos que son sustratos de BCRP se encuentran
varios esteroides, incluyendo ABs (Blazquez et al., 2011), con mayor eficacia para los
derivados sulfatados, sobre todo estrona 3-sulfato y dehidroepiandrosterona sulfato
(Imai et al., 2003; Janvilisri et al., 2005), y porfirinas (Krishnamurthy et al., 2004).
Ademds, tiene capacidad para transportar farmacos antitumorales como
oxazafosforinas (Zhang et al., 2005), metotrexato (Volk et al., 2000) y sus metabolitos
glutamilados (Volk y Schneider, 2003), flavopiridol (Robey et al., 2001), tamoxifeno
(Sugimoto et al., 2003), bisantreno (Litman et al., 2000), doxorrubicina y mitoxantrona
(Doyle et al., 1998; Allen et al., 1999), irinotecan y topotecan (Schellens et al., 2000;
Maliepaard et al., 1999), etopésido (Allen et al., 2003) e imatinib (Burger et al., 2004).

Se han descrito varias mutaciones de ABCG2, la mayoria en lineas celulares
tumorales, que afectan a la expresion, localizacion y actividad transportadora de la
proteina, alterando la farmacocinética y el espectro de resistencia a farmacos
antitumorales (Yanase et al., 2006; Tamura et al., 2007).
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3.1. MATERIAL
3.1.1. MATERIAL BIOLOGICO
3.1.1.1. Animales

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron ratas macho de la raza Wistar,
procedentes de la casa Panlab (Madrid) y ratas HsdAmc: TR-Abcc? procedentes de la
casa Harlan (Oregon, EE.UU.) y procreadas en el Servicio de Experimentacion Animal

de la Universidad de Salamanca.

Se alimentaron con pienso granulado de cria (A.03) o de mantenimiento (A.04)
para ratas (Panlab). Los animales tenian libre acceso tanto al agua como al alimento.
Se mantuvieron en una habitacion a temperatura y humedad controladas, dotada de
un sistema de iluminacién regulable que establecia un ciclo de luz/oscuridad (12 h/12

h) constante.

En todo momento los animales fueron tratados segun las especificaciones de
la “Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio” (“Institutional Animal Care
and Use Committee Guidebook”, 22 edicién, 2002). Los protocolos experimentales

fueron aprobados por el comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.

3.1.1.2. Lineas celulares
En el desarrollo de este trabajo se emplearon las siguientes lineas celulares:

= Alexander o PLC/PRF/5, de hepatoma humano (n°® ATCC: CRL-8024).
= HepG2, de hepatoblastoma humano (n® ATCC: HB-8065).

= LS 174T, de carcinoma de colon humano (n°® ATCC: CL-188).

3.1.1.3. Bacterias

Las bacterias Escherichia coli DH5a competentes fueron preparadas y
suministradas por el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la

Universidad de Salamanca.

53



Las bacterias E. coli “One Shot Mach1 T1” competentes de elevada eficacia de

transformacién fueron compradas a Invitrogen (Barcelona).

3.1.2. PRODUCTOS

Los productos utilizados en este estudio se obtuvieron de las siguientes casas

comerciales:

Abbot (Madrid): Pentobarbital sédico (Nembutal N.R.).

Abcam (Cambridge, Inglaterra): Anticuerpo monoclonal de raton, BXP21,
frente a BCRP, anticuerpo policlonal de conejo frente a calnexina (ab22595),
anticuerpo policlonal de conejo frente a laminina B1 (ab16048), anticuerpo
monoclonal de raton, Mab 414, frente a proteinas del complejo de poro
nuclear, anticuerpo monoclonal de ratén, C219, frente a MDR1/3 y Mdrl/2
(ab3364), anticuerpo monoclonal de rata frente a MRP4 (ab15602), anticuerpo
monoclonal de ratén frente a la Na/K ATPasa (M7-PB-E9) y anticuerpo

policlonal de conejo frente a pan cadherina (ab16505).
Air Liquid (Valladolid): diéxido de carbono, carbégeno y nitrégeno liquido.

Alexis Axxora (Lausana, Suiza): Anticuerpos monaoclonales MllI-5 y M,llI-6 de
raton, frente a la proteina ABCC2 (MRP2) y anticuerpo monoclonal de ratén,
BXP34, frente a BCRP.

AppliChem (Ecogen, Madrid): agar, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopirandsido (X-Gal), extracto de levaduras, glicerol, isopropil-1-tio-p-D-

galactopiranésido (IPTG) y triptona.

Applied Biosystems (Madrid): reactivos para PCR cuantitativa “Power SYBR
Green PCR Master Mix” y “Tagman Universal PCR Master Mix”, y kit de RNA

ribosémico 18S Tagman.

Bio-Rad (Madrid): acrilamida, marcadores de pesos moleculares de proteinas
(“High range”, “Low range” y “Kaleidoscope”), membrana de nitrocelulosa,
persulfato de amonio, TEMED (N,N,N",N"-tetra-metiletilendiamina) y rojo

ponceau.

BDH (Poole, Inglaterra): Sacarosa.
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Becton Dickinson (Madrid): Tamp6n FACSFlow para el citdbmetro.
Calbiochem (Darmstadt, Alemania): Acido glicoursodesoxicélico (GUDC).

Dako (Barcelona): Medio de montaje para fluorescencia “Fluorescent Mounting

Medium”.
Fermentas (Quimigranel, Madrid): T4 polinucle6tido kinasa.

GE Healthcare (Madrid): algunas enzimas de restriccion, reactivos para la
purificacién de ADN de reacciones enzimaticas y geles de agarosa “GFX PCR
DNA & Gel Band Purification kit”’, para el aislamiento de ADN plasmidico de
bacterias “PlasmidPrep Mini spin kit”, para el aislamiento de ARN total “lllustra
RNAspin Mini Isolation kit” y reactivos de deteccibon ECL “Enhanced

ChemioLuminiscence”.

Invitrogen (Barcelona): 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), estandares de ADN
(25 y 100 pb y 1 kb plus) y de ARN (0,24-9,5 kb y 0,5-10 kb), enzima
Accuprime Pfx ADN polimerasa, enzima Platinum Tag ADN polimerasa,
anticuerpo monoclonal de ratén frente a V5 (R961), anticuerpo policlonal de
cabra frente a IgG de conejo conjugado con Cianina 5, Cy5 (A10523),
reactivos para la transfeccién de células en cultivo “Lipofectamine LTX and
PLUS Reagents”, reactivos para la retrotranscripcion “Enhanced Avian RT-
PCR kit”, bacterias “One Shot Mach T1”, SYBR Green | (SYBR Safe), la
enzima “Gateway LR Clonase II" y los kits para cuantificar ADN y ARN “Pico-
Green DNA-Quantitation Kit” y “RiboGreen RNA-Quantitation Kit”.

Leo Laboratorios S.A. (Madrid): heparina.

Millipore Ibérica (Madrid): filtros de 0,22 um de didmetro de poro y anticuerpo
policlonal de conejo frente a UGT1A1 (AB10339).

Molecular Probes (Leiden, Holanda): anticuerpos secundarios anti-lgG de

conejo Alexa 488, anti-IlgG de raton Alexa 594 y Alexa 488.

MP Biomedicals LLC (Santa Ana, EE.UU.): liquido de centelleo UniverSol™
ES.
New England Nuclear (Pacisa, Madrid): acido [*H]-taurocélico ([*H]-TC, 50

mCi/mmol).
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= New England Biolabs (Izasa, Barcelona): enzima PNGasa F.

= Promega (Madison, Wisconsin, EE.UU): T4 DNA ligasa y algunas enzimas de

restriccion.

= Qiagen (lzasa, Barcelona): Reactivos para extraccion de ADN gendmico
“QlAamp DNA Blood Mini kit” y para la conservacion/estabilizacién del ARN
“RNA latter”.

= Roche (Barcelona): Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfonico (Hepes).

= Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, EE.UU.): anticuerpo primario frente a
GAPDH (sc32233).

= Sigma-Aldrich  Quimica (Madrid): Acido glicocdlico (GC), &cido
glicoquenodesoxicolico (GQDC), acido ursodesoxicdlico (UDC), ATP, azul de
tripan, calceina, cisplatino, solucion estandar de Pt 1020 pg/ml, colagenasa,
creatin fosfato, creatinfosfokinasa, isotiocianato de fluoresceina (FITC),
dextranos marcados con FITC (FD-10s, FD-40s, y FD-70s, de peso molecular
10 kDa, 40 kDa y 70 kDa, respectivamente), doxorrubicina (Dox), ribonucleasa
A, rodamina 123 (Rho), yoduro de propidio (IP), dexametasona, prednisolona,
budesonida, coctel inhibidor de proteasas y el medio de cultivo, los
suplementos y la solucién de antibiéticos/antimitoticos utilizados en el cultivo

de hepatocitos y lineas celulares.

= TaKaRa (Conda): algunas enzimas de restriccién y solucion de carga para

electroforesis en gel.
= TDI (Madrid): suero bovino fetal (FCS).

= Thermo Scientific (Madrid): anticuerpo monoclonal de ratén frente a la red
trans del Golgi (TGN38).

= Waters (Madrid): cartuchos Sep-Pak Plus C18.

Todos los demas reactivos y disolventes organicos utilizados fueron de grado

analitico.
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3.1.3. MEDIOS INSTRUMENTALES

Todo el material de vidrio utilizado para la sintesis quimica era de Afora
(Madrid). Para la cromatografia en capa fina (TLC) se utilizaron placas de gel de silice
(60 F254, 20 x 20 cm, Merk, Barcelona) sobre soporte de aluminio, de 0,2 mm de
espesor (TLC analitica), y sobre soporte de vidrio, de 2 mm de espesor (TLC
preparativa). La fluorescencia de las placas de TLC se visualizé con ayuda de una

lampara de luz ultravioleta (Vilber Lourmat, Francia).

Las pesadas se realizaron en balanzas electronicas digitales Precisa 125 A 'y
Sartorious BL 150S (Grupo Taper, Madrid). Para pesar los animales se utilizé también
una balanza electronica digital Precisa, modelo 600 C (Grupo Taper, Madrid). Para la
determinacion de pH se utiliz6 un electrodo de marca Crison micro pH 2002 (Crison
Instruments, Barcelona). El agua destilada y el agua ultrapura se obtuvieron con
equipos de purificacibn de agua por 6ésmosis inversa Milli-Ro 10 Plus y Milli-Q
(Millipore Ibérica, Madrid).

Para la canulacién de las venas porta y cava, y el conducto biliar de las ratas
se utilizaron catéteres Braun (B. Braun, Melsungen, Alemania). En la perfusion
hepatica se utiliz6 una bomba Easy load Masterflex de Cole Parmer Instruments Co.
(Chicago, EEUU). Las homogeneizaciones del tejido hepético se realizaron en un
Potter S-779 (B. Braun Surgical GMBH, Melsungen, Alemania).

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga refrigerada Megafugue-
1,0 R (Heraeus Spatach, Kalsberg, Alemania). La centrifugacion de tubos eppendorf
se llevd a cabo en una centrifuga refrigerada Eppendorf modelo 5417R (Merck
Eurolab, Barcelona). Las ultracentrifugaciones se realizaron en una ultracentrifuga

refrigerada Beckman L8-70 (Beckman Instruments, Madrid).

Las filtraciones a vacio se realizaron con una bomba Millipore modelo
XX5522050 (Millipore Ibérica, Madrid). Para la esterilizacion de sélidos y liquidos se

empled un autoclave modelo Tuttnaver 2340 M (Grupo Taper, Madrid).

El analisis por citometria de flujo de la captacion de compuestos fluorescentes
en nUcleos aislados se realiz6 en un citbmetro FACSort, de la casa Becton Dickinson
(Madrid). El programa informatico utilizado para la adquisiciéon y andlisis de datos fue
el CellQuest, de la misma casa comercial, al igual que el programa utilizado para

representar los resultados, Paint-a-Gate™.
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Las incubaciones se llevaron a cabo en un bafio termostatizado tipo “fuera

borda” marca Selecta modelo Unitronic-320 (Pacisa Giralt, Grupo Taper, Madrid).

Para la realizacién de los cultivos celulares se utilizé una campana de flujo
laminar modelo Telstar AV-30/70 (Telstar, Barcelona) y una estufa New Brunswick
Scientific Co. Inc. (Pacisa Giralt, Grupo Taper, Madrid). Se utilizaron placas de cultivo
de tipo Labtek de ocho pocillos (Becton Dickinson, Madrid), asi como placas de cultivo
y frascos Roux de cuello inclinado de la marca TPP (Biotech S.L., Madrid) en el cultivo
de las lineas celulares. La esterilizacion de las soluciones se hizo mediante filtros

Sterivex de 0,2 um (Millipore Ibérica).

Para visualizar la fluorescencia se utilizd un microscopio Nikon Eclipse TE
2000-S (Nikon, Duero Lab) o un microscopio confocal modelo TCS SP5 (Leica,

Barcelona), perteneciente al Centro de Investigacion del Cancer (Salamanca).

Para la PCR analitica y para la transcripcion reversa (RT) se utilizé un
termociclador modelo RoboCycler Gradient 96 de Stratagene (La Jolla, EE.UU.). Los
ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real se realizaron en un equipo ABI Prism 7300

Sequence Detection System, de Applied Biosystems.

La electroforesis de &cidos nucleicos en geles de agarosa se realizd en un
sistema de geles horizontales sumergidos modelo MT-1001 de la casa Ecogen
(Madrid), acoplado a una fuente Bio-Rad Power Pac 3000 (Bio-Rad, Madrid).

Las homogeneizaciones se realizaron con un homogeneizador Polytron Typ
PT 10/35 Kinematica GMBH (Lucerna, Suiza)

La electroforesis de proteinas se llevd a cabo en un sistema de electroforesis
modelo Mini-Protean Il Cell con fuente de alimentacion modelo PowerPac 300. La
transferencia electroforética a membranas de nitrocelulosa se realiz6 en un sistema
Trans-Blot Cell 1l utilizando para ello la misma fuente de alimentacién, todo

procedente de la casa comercial Bio-Rad.

Los andlisis de Pt se llevaron a cabo en un espectrofotdmetro de absorcion
atomica con horno de grafito (Z-8100 Polarized Zeeman) de la casa Hitachi, utilizando
cubetas tipo tubo piroliticas, también de Hitachi (Pacisa). La lampara de Pt de catodo
hueco era de la casa Photron (Victoria, Australia). Para la mineralizacion de las

muestras se utilizé un termostato de bloque metalico Tembloc (Selecta, Barcelona).
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La radiactividad del is6topo *H se midié en un contador de centelleo liquido
Beckman LS-6500 (Beckman Instruments, Madrid), utilizando liquido de centelleo
UniverSol (MP Biomedicals LLC, Santa Ana, EE.UU.).

Para la determinacion de acidos biliares (ABs) se us6 un equipo de HPLC
acoplado a espectrometria de masas en tdndem o HPLC-MS/MS (6410 Triple Quad
LC/MS, Agilent Technologies, Santa Clara, CA). La columna cromatografica de fase
reversa Zorbax empleada era de Agilent Technologies (Madrid). Los reactivos y
solventes para las técnicas de HPLC fueron de grado HPLC. Los estandares de ABs

se adquirieron en las casas Steraloids y Sigma.

Para el crecimiento de bacterias se utiliz6 una estufa termostatizada a 37°C

modelo S-20 (Selecta, Barcelona).

Para la visualizacién de la fluorescencia de los geles de acidos nucleicos y la
guimioluminiscencia de membranas de nitrocelulosa se emple6 el equipo de captura y
analisis de imagen Fujifilm LAS-4000 (TDI, Madrid).

Para la determinacion de la viabilidad celular se empled un espectrofotometro
ELISA ELx808 (BioTek).

Para la cuantificacién de ADN o ARN se utilizé el espectrofotometro “Nanodrop
1000” de Termo Scientifica o un fluorimetro Hitachi F-4010 (Grupo Taper) y cubetas

de cuarzo de la marca Hellma (DueroLab, Salamanca).

Las muestras se conservaron en un congelador -80°C marca Revco (Pacisa) y

en contenedores de nitrogeno liquido.

La secuenciacion de los fragmentos de ADN se realizd en el Servicio de

Secuenciaciéon de la Universidad de Salamanca.

Ademas se contd con otro pequefio equipamiento: agitador magnético
calefactor (Selecta, Barcelona), agitadores Vortex de lka Works (Wilmington, EE.UU.)

y micropipetas Wilson (Prosisa, Salamanca).
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3.2. METODOS

3.2.1. SINTESIS, PURIFICACION Y CARACTERIZACION QUIMICA DE
DERIVADOS FLUORESCENTES DE ACIDOS BILIARES

Se siguid el método descrito por Sherman y Fisher (Sherman y Fisher, 1986),
para la obtencién de un AB fluorescente por reaccion entre acido glicocélico (GC) e
isotiocianato de fluoresceina, isomero | (FITC), en dimetil sulféxido (DMSO). El
producto mayoritario de esta reaccién es aquel en el que el FITC se une al grupo

carboxilo del GC mediante un enlace amida (Schteingart et al., 1992).

3.2.1.1. Sintesis de colilglicilamido fluoresceina (FITC-GC)

Se hicieron reaccionar cantidades equimoleculares de FITC y GC, disueltos en
DMSO. Esta mezcla, protegida de la luz, se calent6 a 90-95°C durante 60 min.
Transcurrido ese tiempo, se par6 la reaccion por adicion de agua destilada y la
solucidn resultante se acidificé con HCI. El producto de reaccién, FITC-GC, es soluble
en acetato de etilo (Sherman y Fisher, 1986) y se extrajo con este solvente. Los restos
de &cido de la fase organica se eliminaron por lavado con una solucién saturada de
NaCl. A continuacion, se eliminé el agua remanente por adicién de SO4Na, anhidro y
filtracién sobre papel. Finalmente, se evapord el acetato de etilo para obtener el
producto de reaccion sélido.

3.2.1.2. Sintesis de ursodesoxicolilglicilamido fluoresceina (FITC-GUDC) y de

quenodesoxicolilglicilamido fluoresceina (FITC-GQDC)

Se utiliz6 el método descrito anteriormente para la sintesis de FITC-GC, pero
en este caso los ABs de partida fueron el acido glicoursodesoxicolico (GUDC) vy el
acido glicoguenodesoxicélico (GQDC). De nuevo se hicieron reaccionar cantidades
equimoleculares de FITC y de GUDC o GQDC, en DMSO, durante 60 min, a 90-95°C.

El producto de las reacciones se extrajo también en acetato de etilo.
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3.2.1.3. Purificacién y caracterizacion quimica

Para la observacion de los productos resultantes de cada sintesis, se realizaron
cromatografias en capa fina (TLC) analiticas. En la cromatografia se incluyeron,
ademas del producto de reaccién obtenido, los patrones comerciales de los
compuestos de partida, FITC y GC, GUDC o GQDC segun el caso. Todos los
compuestos se disolvieron en metanol para aplicarlos sobre la placa de TLC. Se
probaron diferentes fases moviles, hasta encontrar la que mejor separase los

diferentes compuestos cromatografiados.

Tras la cromatografia las placas se observaron bajo luz ultravioleta, para
visualizar los productos fluorescentes. Posteriormente se revelaron con acido
fosfomolibdico (10% en etanol) que, tras ser expuesto a temperaturas de 110°C, pone
de manifiesto los grupos hidroxilos unidos a un anillo carbonado (Coleman et al.,
1995), dandoles una coloracién azul oscura frente al amarillo que adopta el resto de

la placa.

Para la purificacion de los productos obtenidos se realizé una TLC preparativa,
utilizando placas de silice sobre soporte de vidrio. La fase moévil fue la misma, en
cada caso, que la empleada en la TLC analitica. Los compuestos purificados se
conservaron como sélidos, a temperatura ambiente y protegidos de la luz.

En el caso de la sintesis del FITC-GUDC y del FITC-GQDC, para confirmar que
la estructura de los ABs fluorescentes obtenidos y purificados era la esperada de
acuerdo con el método de sintesis empleado (Schteingart et al., 1992; Sherman y
Fisher, 1986), una alicuota se disolvid en metanol deuterado y se realizd un espectro
de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, en el Servicio de Espectrometria de
RMN de la Universidad de Salamanca. Con fines comparativos se realizaron ademas
espectros de RMN de los productos de partida de la reaccion de sintesis, FITC,
GUDC y GQDC.
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3.2.2. EXPERIMENTOS IN VIVO

Con el objeto de modificar la expresion de la proteina Abcc2 in vivo, se

llevaron a cabo 3 tipos de experimentos en rata.

3.2.2.1. Colestasis obstructiva

La colestasis obstructiva se indujo en ratas macho Wistar y TR-. Tras
anestesiar al animal con isofluorano (Forane), se afeitdé el campo operatorio, se
desinfect6 con tintura de yodo y se practicd una laparotomia media de 4-5 cm desde
el cartilago xifoides. Tras separar el conducto biliar comun, se realiz6 una ligadura
doble por encima de la desembocadura de los conductos pancreéticos y se corto el
conducto entre las dos ligaduras. A continuacion, se cerr6 la cavidad abdominal por
planos con sutura continua en el peritoneo y musculo, y con puntos individuales en
"U", en el caso del plano cutaneo. La region abdominal se impregné exteriormente con
un antiséptico (aerosol de violeta de genciana) para evitar posibles infecciones. Los

animales se dejaron recuperar de la anestesia bajo una lampara calefactora.

Transcurridos 2 dias desde la ligadura del conducto biliar, se procedié al
aislamiento de nucleos de hepatocitos (apartado 3.2.4.1.) y a la recogida de una
muestra de tejido hepatico, que se congelé en nitrégeno liquido. Las muestras se

almacenaron a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

3.2.2.2. Estudio del efecto del cisplatino

Para el estudio del efecto del cisplatino sobre la expresién proteica de Abcc2
en nucleos de hepatocitos de rata, se utilizaron ratas Wistar macho de 200-300 g. A
estos animales se les administré una suspensiéon de cisplatino en solucién salina, a
una dosis de 2 mg/kg p.c./dia. El tratamiento se llevé a cabo durante 4 dias y la via de
administracién fue intraperitoneal. Se siguié el mismo procedimiento con ratas control

a las que sélo se les inyect6 el volumen adecuado de solucion salina.

Finalizado el tratamiento se procedio al aislamiento de nucleos de hepatocitos
(apartado 3.2.4.1.) y a la recogida de una muestra de tejido hepético, que se congeld
en nitrégeno liquido. Estas muestras se almacenaron a -80°C hasta el momento de su

utilizacion.

62



3.2.2.3. Estudio del efecto de glucocorticoides

Para el estudio del efecto de glucocorticoides sobre la expresion génica y
proteica de Abcc2 y de otras proteinas de interés in vivo, se utilizaron ratas Wistar
macho de 200-300 g. A estas ratas se les administré una suspension de
dexametasona, prednisolona o budesonida en aceite de maiz, a una dosis de 50
mg/kg p.c./dia. El tratamiento se llevd a cabo durante 4 dias y la via de administracion
fue intraperitoneal. Se sigui6 el mismo procedimiento con ratas control a las que solo
se les inyect6 el volumen pertinente de aceite de maiz. En algunos casos se realizo el

mismo tratamiento con dexametasona en ratas TR-, que no expresan Abcc2.

Finalizado el tratamiento, las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico
via intraperitoneal, con una dosis de 50 mg/kg p.c. Una vez afeitado y desinfectado el
campo operatorio con tintura de yodo, se practicé una laparotomia ventral media y se
procedié a la recogida de bilis, sangre e higado.

Las muestras de bilis se obtuvieron mediante canulacion del conducto biliar.
Se recogio bilis durante 30 min en viales previamente tarados, que posteriormente se
pesaron para determinar el flujo biliar por diferencia de pesada, al considerar que la

densidad relativa de la bilis es aproximadamente igual a uno (Klaassen, 1974).

La sangre se recogié por venopuncion de la vena cava inferior para analizar

los ABs en suero (apartado 3.2.11.7.)

Al finalizar el proceso experimental se recogieron muestras de higado y tras
lavarlas en solucién salina, se secaron ligeramente, se embebieron en “RNAlater”
(Qiagen)” o se congelaron en nitrdgeno liquido. Las muestras se almacenaron a -80°C
hasta el momento de su utilizaciéon. EI ARN hepatico total se extrajo segun se detalla

en el apartado 3.2.7.1.
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3.2.3. EXPERIMENTOS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE RATA
3.2.3.1. Aislamiento de hepatocitos de rata

Se siguid una adaptacion del método de Berry (Berry et al., 1991; Berry y

Friend, 1969) con algunas modificaciones, como se indica a continuacion.
Procedimiento quirurgico

Como donantes de hepatocitos se utilizaron ratas macho, de peso
comprendido entre 180-200 g, a las que se ponia en ayunas la noche anterior. Se les

permitid libre acceso al agua en todo momento.

Para el aislamiento de hepatocitos se siguidé la técnica de perfusién con
colagenasa, en una preparacion quirdrgica similar a la utilizada para preparaciones de

higado de rata aislado y perfundido “in situ” (Marin et al., 1990).

Se iniciaba el proceso anestesiando al animal con pentobarbital sodico via
intraperitoneal, con una dosis de 50 mg/kg p.c. Una vez afeitado y desinfectado el
campo operatorio con tintura de yodo, se practicaba una laparotomia ventral media.
Posteriormente se situaban hilos para llevar a cabo ligaduras en la vena
gastroduodenal y la arteria hepatica, asi como en la vena porta y la vena cava inferior,
justo por encima de los pediculos renales.

Se procedia entonces a la canulacion de la vena porta, a través de la cual se
comenzaba una pre-perfusiéon con un tampon PBS sin calcio (previamente gaseado
con carbdgeno y estabilizado a 37°C). Rapidamente, se cortaba la vena cava inferior
a nivel abdominal y se cerraban todas las vias de salida, excepto la vena cava inferior
en la que se insertaba una canula a través de la auricula derecha. Esta primera
perfusion se mantenia, de manera no recirculante, durante 10 min, a una velocidad

aproximada de 40 ml/min.

El siguiente paso era la perfusion del higado con una solucién de colagenasa
en un sistema recirculante, durante 5-7 min. Transcurrido este tiempo, se extraia el
higado y se colocaba en un crisol que contenia soluciébn de colagenasa. Se
disgregaba el tejido, diluyendo después la suspension celular con un PBS con calcio;
la suspension resultante se filtraba a través de tres mallas de diferente tamafio de

poro, eliminando asi los restos mas grandes de tejido y acumulos de hepatocitos.
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Para separar los hepatocitos viables de las células no parenquimales y de los
hepatocitos dafiados o0 muertos se realizaban varias centrifugaciones a 43 xg, durante
2 min a 4°C. El precipitado obtenido se resuspendia en PBS con calcio. La ultima
centrifugacion se hacia en las mismas condiciones, durante 4 min, usando tubos
tarados para poder calcular el peso del precipitado humedo, que posteriormente se
resuspendia en medio de anclaje (Williams~ Medium E suplementado con Hepes,
bicarbonato, selenito, dexametasona, insulina y galactosa) o en medio Earl’s, en

funcién del destino final de los hepatocitos.

Para el contaje de las células, una alicuota de la suspension celular se tefiia
con azul de tripan y se observaba una camara de Neubauer para determinar el
porcentaje de células vivas (no tefiidas) y muertas (de color azul intenso) y conocer la
viabilidad de la preparacion. Si el porcentaje de hepatocitos vivos era elevado

(=85%), se procedia a la realizacion de los experimentos.

Los hepatocitos en medio Earl’'s se empleaban en suspension (apartado
3.2.3.2.), mientras que los resuspendidos en medio de anclaje se sembraban a la
densidad celular deseada en placas previamente recubiertas con colageno tipo |
(obtenido a partir de tendones de cola de rata). Las placas se mantenian en un
incubador a 37°C, durante 90 min, para permitir el anclaje de los hepatocitos.
Transcurrido este tiempo se retiraba el medio de anclaje (junto con las células no
viables que no se hubiesen anclado) y se sustituia por medio de cultivo (medio de
anclaje suplementado con EGF, etanolamina, transferrina, acido linoléico, albumina,

nicotinamida y ornitina).

Tanto las soluciones utilizadas para el aislamiento de hepatocitos como los
medios de cultivo se esterilizaron previamente a su uso por filtracion a través de un

filtro de 0,22 um de diametro de poro (Millipore Ibérica, Madrid).

3.2.3.2. Captacién de acidos biliares en hepatocitos en suspensioén

Una vez resuspendidos los hepatocitos a una densidad de 2,5 x 10° células/ml
en medio Earle’s, se repartian 20 ml de esta suspension (50 millones de células) en
frascos Roux, que se colocaban sobre un agitador basculante dentro de una camara
termostatizada a 37°C. Se gaseaba la suspension celular con carbdgeno a través de
un orificio practicado en los tapones de los frascos. Tras 15 min de equilibrio, para

permitir la estabilizacién de la temperatura, se afiadia a cada frasco la cantidad
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adecuada de &cido taurocdlico (TC) radiactivo, y se incubaban los hepatocitos con
este AB a 37°C, con agitacion constante y gaseados con carbdgeno, durante el
tiempo deseado segun el tipo de experimento.

Tras esta incubacion se tomaban dos alicuotas de la suspension de hepatocitos.
En una de ellas se determinaba la radiactividad total y la otra se centrifugaba a 43 xg
durante 2 min y se determinaba la radiactividad no captada en el sobrenadante. Esto

permitia estimar, por diferencia, la cantidad de TC captado por los hepatocitos.

El resto de las células se precipitaban a 43 xg durante 2 min y se lavaban con
PBS con calcio para eliminar los restos de radiactividad extracelular, antes de

proceder al aislamiento de los nucleos.
Se realizaron dos tipos de experimentos:

1. Captacion de TC en funcion del tiempo de incubacién. Para ello se incubaron
los hepatocitos en presencia de una concentracién 10 pM de [*H]-TC,
durante 10, 20, 30 o 60 min, transcurridos los cuales las células se

procesaron para aislar los nicleos.

2. Captacion de TC en funcion de su concentracion en el medio. Para ello se
incubaron los hepatocitos durante 20 min en presencia de concentraciones
de 10, 50, 100 0 200 uM de [°*H]-TC.

En todos los experimentos se determiné ademas la captacion celular a 4°C y
tiempo 0, para lo cual alicuotas de la suspension inicial de hepatocitos se mantuvieron
en todo momento sobre hielo e inmediatamente después de afadir el AB radiactivo se
tomd una muestra para determinar la radiactividad total y el resto se centrifug6 a 43 xg

durante 2 min y 4°C, para determinar la radiactividad remanente en el sobrenadante.

Para aislar los nucleos de los hepatocitos tras el experimento de captacion, se
utilizé una variacion del método de Roncero (Roncero et al., 1998). Tras dos lavados
con PBS con calcio, los hepatocitos se resuspendian en medio hipoténico de
hinchamiento, manteniéndolos durante una hora sobre hielo con agitacion cada 15

min.

A continuacion, se homogeneizaba esta suspension dando 6 “golpes” en un
homogeneizador mecanico poco ajustado, y otros 6 con uno ajustado hasta la ruptura

total de las células.
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Los nucleos se recuperaban centrifugando a 500 xg 4 min a 4°C. El precipitado
se lavaba dos veces con PBS con calcio, se resuspendia en PBS y se contaban los
nucleos aislados en el microscopio éptico en una cadmara Neubauer, tifiéndolos
previamente con azul de metileno. De la suspension resultante, 200 pl se destinaban
a la medida de ADN vy el resto servia para el contaje de la radiactividad presente en
los ndcleos (Esquema 1).

Medida de Medida de
[*H]-TC radiactividad radiactividad
en las células en los nlcleos

i
@J_L@ J_L,OJ_L, o

Incubacion Homogeneizacion .
de nucleos

Esquema 1. Procedimiento experimental seguido para la determinacion de acidos
biliares en hepatocitos y en sus nucleos. Tras incubar los hepatocitos aislados con
una solucién 10, 50, 100 o 200 pM de [3H]-TC, se tomaba una muestra de la
suspension para determinar el contenido intracelular del acido biliar. A
continuacion se homogeneizaban las células y se procedia al aislamiento de los
nacleos para determinar su contenido en acidos biliares.

3.2.3.3. Captacion de compuestos fluorescentes en hepatocitos en cultivo

Se realizaron experimentos en los que se incubaron los hepatocitos de rata en
cultivo primario con los ABs fluorescentes FITC-GC o FITC-GUDC, o bien con la parte
fluorescente de estas moléculas, el FITC, para posteriormente fijar las células y
visualizar, mediante microscopia confocal, la presencia o no de fluorescencia en sus

nucleos.

Se utilizaron placas Labtek de ocho pocillos, en las que se sembraban
100.000 hepatocitos/pocillo, en medio de anclaje. Los experimentos se iniciaron tras
90 min de incubacion de los hepatocitos con medio de cultivo. Se aspir6 entonces el
medio de cada pocillo y se sustituyd por nuevo medio que contenia el compuesto

fluorescente a estudiar, a una concentracion 20 yuM. Las placas se incubaron durante
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30 min a 37°C. Transcurrido este tiempo se lavaron las células con PBS y se
fijaron/permeabilizaron con paraformaldehido (PFA)/Triton X-100 (apartado 3.2.10.2.)
en oscuridad. En algunas placas se llevd a cabo la inmunodeteccién del receptor
nuclear de ABs FXR (apartado 3.2.10.2.). Finalmente se retiraron las paredes de las
placas Labtek, se llevé a cabo el montaje con medio de montaje para fluorescencia,
se colocaron cubre objetos y se sellaron con laca de uiias. Las placas se conservaron

a 4°C, protegidas de la luz, hasta su observacion en el microscopio confocal.

3.2.3.4. Captacion de cisplatino en hepatocitos en cultivo

Los hepatocitos, aislados a partir de ratas Wistar, o TR-, se sembraron en
placas de 6 cm de didmetro a una densidad de 3 x 10° células/placa. Tras 90 min de
incubacién en medio de anclaje, éste se sustituyd por medio de cultivo, 6 h después el
medio de cultivo se cambidé por medio fresco que contenia concentraciones crecientes
de cisplatino (1, 2, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 y 200 uM). Tras 3 h de incubacioén se
retiré el medio de cultivo, se lavé la placa con PBS y se adicionaron en cada placa 3
ml de un medio de lisis que contenia Triton X-100. Transcurridos 30 min a 4°C, los
hepatocitos lisados se recogieron mediante raspado.

Las muestras obtenidas se emplearon para determinar proteinas (apartado
3.2.11.5.), extraer ADN (siguiendo las instrucciones del proveedor del kit de extraccion
de ADN gendmico de Qiagen) y medir el contenido en platino, tanto del lisado celular
como del ADN extraido (apartado 3.2.11.6.).
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3.2.4. EXPERIMENTOS EN NUCLEOS AISLADOS DE HEPATOCITOS
3.2.4.1. Aislamiento de nucleos de hepatocitos de rata

Se siguid el método de Kaufmann y Shaper (Kaufmann y Shaper, 1984). Para
cada preparacion de nucleos aislados se utilizaron los higados de dos ratas. Se
anestesi6 a los animales utilizando pentobarbital sodico (50 mg/kg p.c.). Una vez
afeitada la zona a intervenir, se practico una laparotomia ventral media. Se canuld la
vena porta y se perfundié el higado con solucion salina heparinizada, a 37°C, hasta
que quedd limpio de sangre. Posteriormente se procedié a su extraccion, lavado y
pesado. Siempre sobre hielo, se corté el higado en trozos pequefios y se
homogeneizé en un homogeneizador mecanico, utilizando medio STM (con sacarosa,
Trizma base y magnesio) y dando 6 golpes con el émbolo de teflon. Este homogenado
se centrifugd a 818 xg, durante 15 min a 4°C. El precipitado obtenido se resuspendio
en STM y se homogeneizé 6 veces en un potter de vidrio manual y se volvié a

centrifugar a 818 xg durante 15 min a 4°C.

El precipitado obtenido se resuspendié en medio DS, con mayor concentracion
de sacarosa, y se homogeneiz6 en dos potter de vidrio manuales mas pequefos. Se
realiz6 después un gradiente de sacarosa ultracentrifugando a 32.000 xg durante 60
min a 4°C. El precipitado obtenido, correspondiente a los nudcleos, se volvio a
resuspender en medio STM y se homogeneiz6 con una pipeta Pasteur para una
nueva ultracentrifugacion, a 32.000 xg durante 30 min a 4°C.

El precipitado final obtenido, correspondiente a los nucleos purificados, se
resuspendié en medio STM y se procedié a su contaje en una camara de Neubauer,

tifiendo los nucleos con azul de metileno.

3.2.4.2. Captacion / eflujo de compuestos fluorescentes en nacleos aislados

Soluciones utilizadas

FITC, FITC-GC y FITC-GUDC, disueltos en DMSO.
= Dextranos marcados con FITC: FD-10S, FD-40S y FD-70S, en DMSO.
= Calceina, doxorrubicina (Dox) y rodamina (Rho), en DMSO.

= Medio de carga ("loading medium"; LM) de pH 7,4 6 9,5:
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= ATP + sistema regenerante de ATP, en LM pH 9,5:

o ATP 3mM
o Creatin fosfato 3mM
o Creatinfosfokinasa 0,1 mg/ml

= FACSFlow (fluido envolvente para el citbmetro)

Procedimiento

Se realizaron experimentos en los que las suspensiones de nucleos de
hepatocitos previamente aislados, se incubaron con los ABs fluorescentes FITC-GC o
FITC-GUDC, o con diferentes agentes fluorescentes (calceina, rodamina o
doxorrubicina). La carga nuclear de estos agentes se analizé por citometria de flujo
(apartado 3.2.4.3.) y su localizaciéon en los nicleos se visualiz6 por microscopia
confocal. En algunos casos se utilizé yoduro de propidio para tefiir el ADN nuclear y el
anticuerpo monoclonal Mab 414 para la inmunodeteccion del complejo de poro
nuclear (apartado 3.2.10.2.).

Se llevaron a cabo cinco tipos de experimentos:
A. Experimentos de captacién a tiempo final

Las suspensiones de nudcleos se incubaron a 37°C, durante 30 min en la
oscuridad y con agitacion, en medio STM que contenia el compuesto fluorescente a
estudiar, a una concentracién 20 uM. Se realizaron siempre blancos de captacién, en

los que los nucleos se incubaban en STM sin afiadir ningln compuesto fluorescente.

El experimento se iniciaba afiadiendo los nudcleos sobre la solucién del
compuesto a estudiar (la suspensién resultante contenia 25 x 10° nacleos/ml).
Inmediatamente tras la adicion de los nlcleos (tiempo 30 seg) se tomaba una alicuota
de la suspensién nuclear, se afiadia sobre FACSFlow y se analizaba la fluorescencia
de los nucleos en el citbmetro de flujo (apartado 3.2.4.3.). Tras la incubacion se
tomaba otra alicuota para citometria de flujo y el resto de los nucleos se procesaban

para su fijacion y observacion por microscopia confocal.
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B. Experimentos de captacidén en funcion del tiempo

Las suspensiones de nucleos se incubaron a 37°C, en la oscuridad y con
agitacion, en medio STM (25 x 10° nucleos/ml) que contenia el compuesto
fluorescente a estudiar, a una concentracion 20 uM. Se tomaron alicuotas de la
suspension nuclear inmediatamente tras el inicio de experimento (tiempo 30 seg) y a
los 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25 y 30 min de incubacion. Dichas alicuotas se afiadian
sobre FACSFlow y se analizaba la fluorescencia de los ndcleos en el citbmetro de
flujo (apartado 3.2.4.3.).

C. Estudio del efecto del ATP sobre la carga nuclear de compuestos

fluorescentes

Las suspensiones de nudcleos se incubaron a 37°C, durante 5 min en la
oscuridad y con agitaciéon, en un medio que contenia el compuesto fluorescente a
estudiar, a una concentracion 20 uM (para el FITC y los ABs fluorescentes) o 5 ug/ml,
para el resto de los fluorocromos. El medio de incubacién utilizado variaba segun el

tipo de experimento:

= Sin ATP: medio LM pH 7,4.
= ATP: medio LM pH 9,5 con ATP + sistema regenerante de ATP.

El experimento se iniciaba afiadiendo los nucleos sobre la solucion del
compuesto a estudiar (la suspensién resultante contenia 25 x 10° nacleos/ml).
Inmediatamente tras la adicion de los nudcleos (tiempo 30 seg) y a los 5 min de
incubacién se tomaba una alicuota de la suspension nuclear, se afiadia sobre
FACSFlow y se analizaba la fluorescencia de los nlcleos en el citbmetro de flujo
(apartado 3.2.4.3.).

D. Estudio de la dependencia del volumen nuclear sobre la carga de

agentes fluorescentes

Para estudiar el efecto del tamafo nuclear, éste fue modificado incubando
ndcleos aislados en un tampdn gque contenia concentraciones crecientes de sacarosa
(0-250 mM). Por otro lado, nucleos aislados fueron incubados durante 30 min a 37°C

en un tampon que contenia sacarosa 250 mM y 10 uM de FITC, FD-4S o FITC-GC.

Las modificaciones en volumen y carga fueron determinadas mediante

citometria de flujo (apartado 3.2.4.3.).
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E. Estudio del eflujo de compuestos fluorescentes en nlcleos

precargados

Los nucleos aislados fueron preincubados con 20 uM de FITC-GUDC durante
30 min a 37°C antes de ser diluidos en 100 volumenes de medio sin agente
fluorescente. Se analizé la fluorescencia retenida en las muestras de estos ndcleos a

diferentes tiempos de eflujo (10 seg, 2, 5, 10, 20 y 30 min).

También se estudié el efecto que la presencia de ATP tenia sobre estos
procesos de eflujo nuclear. Para ello los nucleos precargados fueron diluidos en

medios que contenian o no ATP + un sistema regenerante del mismo.

3.2.4.3. Analisis de fluorescencia en nucleos por citometria de flujo

Este método permite la realizacion de varias medidas simultaneas en células,
organulos celulares u otras particulas que viajan inmersas en un fluido. Estas
particulas son alineadas frente a una fuente de luz laser, gracias a la presion ejercida
por otro fluido denominado envolvente, de manera que se consigue su paso individual
y constante frente a la luz. De este modo es posible recoger la informacién
correspondiente a dos tipos de parametros, los que reflejan la dispersion de la luz
cuando incide sobre una particula y los relacionados con la emisién de la luz por

fluorocromos presentes en dicha particula, cuando ésta es excitada por el laser.

La luz que incide sobre la particula en suspensién es dispersada en todas las
direcciones y la intensidad luminosa a distintos angulos constituye un indice relativo

de ciertos parametros relacionados con dicha particula:

» La cantidad de luz dispersada en un angulo inferior a 10° es recogida por un
detector situado frente a la fuente luminosa, constituyendo uno de los
parametros analizados, el FSC (“forward light scatter”). La magnitud de este
parametro depende del indice de refraccion de la particula y es directamente

proporcional al tamafio de la misma.

» La luz dispersada lateralmente y recogida en &ngulo cercano a 90° constituye
otro de los parametros analizados, el SSC (“side light scatter”). En este caso,
la dispersion de la luz depende de mdltiples factores como la rugosidad de la
membrana o la densidad y complejidad interna de la particula (Muirhead et al.,
1985).
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La citometria de flujo permite también detectar la presencia de fluorocromos,
ya formen parte de las particulas que se estan analizando (fluorescencia natural o
autofluorescencia), o bien se hallen unidos a las particulas artificialmente. También
permite analizar la captacion o el eflujo de los fluorocromos cuando las particulas han
sido previamente incubadas con ellos, como en el caso de los experimentos

realizados con nucleos de hepatocitos en este trabajo de Tesis Doctoral.

En este trabajo hemos utilizado la técnica de citometria de flujo para cuantificar
la captacién y el eflujo de los analogos fluorescentes de ABs (FITC-GC y FITC-GUDC)
y de otros compuestos fluorescentes en nucleos aislados de hepatocitos de rata. Para
la deteccion del FITC (y de los derivados flurescentes de ABs) se utilizé una longitud
de onda de excitacion de 488 nm (laser azul) y se registrd la fluorescencia en el canal
FL1 del citémetro (530 nm; paso de banda 30 nm). Para el resto de fluorocromos se

utilizé el canal adecuado en cada caso.

En todos los analisis de recogieron datos correspondientes a 5.000 eventos
(ndcleos) como minimo y se registro la fluorescencia media (+ desviacion estandar -

SD-) de la poblacion nuclear.
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3.2.5. EXPERIMENTOS EN LINEAS CELULARES

El medio de cultivo estéril para las lineas celulares Alexander y HepG2, fue
MEM suplementado con L-glutamina, bicarbonato sodico y piruvato sédico.

A ambas lineas se les afiadié suero bovino fetal inactivado al 10% (v/v). La
inactivacion del suero se realizé a 56°C durante 30 min. También se afiadi6 una
mezcla de antibidticos y antimicoticos al 1% que contenia: penicilina (20 U/ml),
estreptomicina (0,02 mg/ml) y anfotericina B (0,05 ug/ml).

Tanto al recibir las células del proveedor como al recuperarlas del N, liquido en
el que se almacenaban, la descongelacion de los criotubos se hizo en condiciones de
esterilidad en bafio maria a 37°C. Una vez descongeladas, se centrifugaron a 250 xg
durante 10 min. El precipitado se resuspendi6é en el medio de cultivo adecuado y se
pasé a frascos Roux que se introdujeron en la estufa a 37°C, en atmadsfera del 5% de

CO, en aire y humedad relativa del 80%.

El crecimiento de las células se produjo tras la adhesion a la superficie de la
placa. Una vez confluente el cultivo se realizé una tripsinizacion (siguiendo las
instrucciones del proveedor) para desprender las células de la placa de cultivo, y asi,
poder realizar los pases, sembrar las placas para los distintos tipos de experimentos o

bien congelar alicuotas para su almacenamiento.

3.2.5.1. Estudio del efecto de los glucocorticoides sobre la expresion de genes

de interés

En estos estudios se emplearon células HepG2, que se sembraron a 700.000
células/pocillo en placas de 6 pocillos, y células Alexander transfectadas con la
construcciéon FXRa-/RXR (apartado 3.2.8.5). 24 h después de la siembra (células
HepG2) o de la transfeccién (células Alexander), el medio de cultivo se sustituyé por
otro que contenia 20 uM de dexametasona o prednisolona. Transcurridas otras 24 h,
las placas se lavaron con PBS estéril y se aislé el ARN utilizando el kit comercial

“lllustra RNAspin Mini Isolation” (apartado 3.2.7.1.).

Se realizaron ademas otros experimentos en los que, tras 24 h de exposicion a
dexametasona o prednisolona (20 uM), se afiadié o no un ligando del receptor FXR, el
GW4064, a una concentracion 1 uM, y se incubaron las placas durante otras 24 h

antes de extraer el ARN (apartado 3.2.7.1.).
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Para determinar la posible toxicidad de los glucocorticoides dexametasona y
prednisolona sobre las lineas celulares a estudiar, se realizdé un ensayo de viabilidad
celular en presencia de dosis crecientes de cada compuesto (de 0 a 100 puM). Para
ello, las células Alexander y HepG2 se sembraron a una densidad de 15.000
células/pocillo en placas de 96 pocillos (100ul/pocillo). A las 24 h se sustituy6 el medio
de cultivo por medio que contenia el glucocorticoide a la concentracion deseada. La
viabilidad celular se determiné mediante test de formazan (apartado 3.2.11.4.)

después de 48 h de incubacién en presencia de los glucocorticoides.
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3.2.6. CLONACION DE MRP2 CON ETIQUETA V5

3.2.6.1. Clonacién por recombinacion “Gateway”: fundamento

Es una tecnologia de clonacion altamente eficaz para clonar de manera
direccional fragmentos de ADN (Hartley et al., 2000). Est4 basada en el sistema de
recombinacion del fago lambda y permite la transferencia de fragmentos de ADN entre
diferentes vectores manteniendo la orientacion y la secuencia de lectura con respecto
a los tripletes. Las reacciones de recombinacion Gateway son versiones in vitro de las
reacciones de integracion y escision del fago lambda. Es un método de clonacion mas
rapido y eficaz que los procedimientos tradicionales que requieren reacciones de

ligacién o tratamiento con enzimas de restriccion.

La reaccién BP (Esquema 2) es aquella en la que un vector donador (pDONR),
con sitios attP, reacciona con un fragmento de ADN flanqueado por sitios attB, para
dar lugar a un vector denominado “Entry”, con sitios attL, y un producto secundario
con sitios attR. Los sitios att confieren direccionalidad y especificidad a la reaccién
(Hartley et al., 2000).

attB1 Gen attB2 attR1 ccdB attR2
T ————— L —
—— e — —
attP2 aftL2
ccaB Gen
attP1 Vector q attL1
donador

(PDONR)
Recombinaciéon BP

Esquema 2. Esquema de la reaccion de recombinacién BP.

La reaccion LR (Esquema 3) es aquella en la que un vector “Entry”, con el
ADN de interés flanqueado por sitios attL, reacciona con un vector de destino para dar
lugar a un vector (til para ser empleado en el sistema de expresion correspondiente
(Hartley et al., 2000).
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attB2
Gen

attB1 Vector

de expresion

Recombinaciéon LR

attR2 ﬁ attP2
ccdB ccdB
atiR1 Vector de destino attP1

(pDEST)

Esquema 3. Esquema de la reaccion LR.

El gen ccdB que contienen algunos vectores intermedios impide el crecimiento
de las bacterias que posean un vector donador o de destino no recombinado, 0 un
producto secundario. El producto del gen ccdB interfiere con la girasa bacteriana,
impidiendo la proliferacién de las colonias que contienen dichos vectores, que se
desean eliminar del proceso de seleccion. La propagacion y amplificacion de los
vectores que contienen el gen ccdB puede llevarse a cabo en la cepa de bacterias
One Shot ccdB Survival T1, resistente a la accién toxica del producto de este gen.

La clonacién Gateway permite incluso la transferencia de varios fragmentos de

ADN entre diferentes vectores en un unico ensayo (Magnani et al., 2006).

77



3.2.6.2. Clonacion de MRP2 con etiqueta V5: procedimiento

La clonacion de MRP2 con etiqueta V5 se llevd a cabo segun los pasos
mostrados en el esquema 4. Cada uno de los pasos se detalla en los siguientes

apartados.
ARN
Células LS174T
l RT
ADNc
l PCR anB
pDONR207 attB1-MRP2-attB2 pPGEM-T ‘ MCS+pDONR221
Reaccidén BP ‘ Reaccion EPJ
. | J ‘ J
Q Reaccion BP | pGEM-MRP2 ‘ pPEntry-MCS

PEntry-MRP2 «—— Cionacidn Clésica

l Reaccion LR

Vector de Expresiéon MRP2-V5
pcDNA 6.2-MRP2-V5

Esquema 4. Representacién esquematica de la estrategia disefiada para la clonacion del
transportador MRP2 marcado con la etiqueta V5.

Obtencién del ADNc del gen ABCC2

La secuencia codificante del gen ABCC2 se amplific6 por RT-PCR de alta
fidelidad. Se utiliz6 como molde para la RT, ARN total extraido de células LS174T
(apartado 3.2.7.1.) que se retro-transcribié empleando la enzima “Cloned AMV RT” y
hexameros “random” como cebador (apartado 3.2.7.2).

A continuacion se amplifico la secuencia codificante de MRP2 por PCR de alta
fidelidad, para ello se disefiaron cebadores. En el extremo 5° de cada uno de ellos se
afadié un adaptador que contenia la secuencia attB para poder clonar el gen en un
vector Gateway. En este caso se afiadidé en los extremos de los oligonucleétidos la

secuencia attB1 para el cebador “forward” o directo y attB2 para el cebador “reverse”
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o inverso. En la tabla 1 se recogen las secuencias de los cebadores (con las
secuencias attB sefialadas en azul). En rojo aparecen los nucle6tidos adicionales que
se afiadieron para que la ORF de V5 y MRP2 estuviesen en fase de lectura.

En la reaccién de PCR se usé la enzima de alta fidelidad “Accuprime Pfx ADN
polimerasa” (Invitrogen) con las condiciones de tiempo y temperatura especificadas en
la tabla 1.

Tabla1: Cebadoresy condicionesde PCR para amplificar el ORF de ABCCZ2 con adaptadores attB.
Oligonucledtidos Condiciones paralaPCR
Cebador Fwd FA1 (50—3a): GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCATGCTGGAGAAGTTCTGCAAC 5 min. 95°C
attB1 15 seq. 95°C
30 seq. 60-65°C x40
5 min. 68°C
Cebador Rev RA2 (50—3q): GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGAATTTTIGTGCTGTTCACATTCTC 10 min. 68°C
attB2

Clonacién en el vector pGEM-T

El producto de PCR se clon6 en el vector pGEM-T-Easy, que contiene una
desoxitimidina en los extremos 5 de las cadenas de ADN. Debido a que la PCR se
realizé con una ADN polimerasa que posee actividad 3’-5’ endonucleasa que genera
cadenas de ADN de extremos romos, antes de clonar el producto de PCR en el vector
pPGEM-T se afadié una desoxiadenosina en los extremos 3’ de las cadenas de ADN
del inserto utilizando la enzima “Platinum Tag ADN polimerasa” (Invitrogen), que
carece de actividad endonucleasa y genera cadenas con extremos 3’ extendidos. De
este modo se obtuvieron los extremos 3’ extendidos complementarios a los del vector
pGEM-T-Easy.

A continuacion, se llevo a cabo la reaccion de ligacion entre el producto de la

PCR y el vector pPGEM-T-Easy, catalizada por la enzima T4 DNA ligasa.

El producto de la reaccion de ligacion se utilizd para transformar mediante
choque térmico bacterias E. coli DH5a competentes. Los transformantes se
seleccionaron por su capacidad para crecer en placas de LB-agar suplementadas con
ampicilina, utilizada como antibiético de seleccion y por a-complementacion mediante

el test blanco/azul (apartado 3.2.8.1.).
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Tras aislar y purificar el plasmido recombinante pGEM-MRP2 de las colonias
de bacterias transformadas (apartado 3.2.8.2.), se llevd a cabo un estudio de
restriccion con las enzimas Pst | y Xho | para comprobar la identidad del plasmido.
Los productos de la reaccién se visualizaron en un gel de agarosa no desnaturalizante
al 1% tefido con SYBR Green | (SYBR Safe, Invitrogen) tras la electroforesis
(apartado 3.2.8.3.).

Finalmente se secuencié el plasmido recombinante pGEM-MRP2 (Servicio de
Secuenciacion de la Universidad de Salamanca) hallandose una mutacién que se

procedié a corregir.
Mutagénesis dirigida

La mutacion detectada en la secuencia codificante de MRP2 (c.1811 T>A;
p.Leu604Hys) fue corregida mediante mutagénesis dirigida segiin un método puesto a
punto en nuestro laboratorio. Para ello se amplificaron dos regiones del plasmido, que
denominamos AMP1 y AMP2 (Fig. 1C), para lo que se disefiaron dos parejas de
oligonucleétidos, que no se solapaban en ninguna parte de su secuencia. Los dos
primeros oligonucledtidos se disefiaron de manera que reconocieran una secuencia
comun para este tipo de vectores, la ORF del gen de resistencia a ampicilina.
Presentaban, como parte de su secuencia, un sitio de corte de la enzima Cla | (Fig.
1B, en verde), para generar extremos extendidos cohesivos que darian
direccionalidad a la ligacion posterior de AMP1 y AMP2. Esta secuencia de corte de la
enzima Cla | se generd previa introduccion de una mutacion silenciosa en la

secuencia del gen de resistencia a ampicilina.

Por su parte, otros oligonucleétidos reconocian parte de la ORF de MRP2
donde se encontraba la mutacion (Fig. 1A). A diferencia de los anteriores se disponian

seguidamente (aunque en sentido contrario) y uno de ellos corregia la mutacion.
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A

1988 CTG AGC ATG CTT CCC ATG ATG ATC TCC TCC ATG CTC CAG GCC AGT GTT TCC ACA GAG CGG CTA GAG AAG TAC TTG

4 .
« L

hMRP2-MR1 hMRP2-MF1
B
Oligonucledtidos Cadigo Secuencia (5a—3a)
Cebador hMRP24VIF1 — CTC CAG GCC AGT GTT TCC ACA
Cebador hMRP2-VIR1 — CAT GGA GGA GAT CAT CAT GGG AAGC
Cebador AMP-ClaldVIF2 —— ATATGCATGCATCGATCAAGGCGAGTTACATGATCCC
Cebador AMP-ClalHVIR2 e — ATATGCATGCATCGATGGGAACCGGAGCTGAATGAAG

. AMP-Clal-MR2
AMP-Clal-MF2

pGEM-M RP2 hMRP2-MR1

&
(7712 bp) hMRP2-MF 1

Fig. 1. (A) Representacion de la secuencia de MRP2 con la posicion y direccion de los
oligonucledtidos usados para corregir la mutacion ¢.1811T>A. En rojo se marca el nucle6tido
corregido. (B) Oligonucleodtidos usados como cebadores en la PCR. En la tabla aparece el
nombre de los oligonucleétidos, con el cédigo de colores utilizado y su secuencia, con los
adaptadores que contenian la secuencia de corte de la enzima de restriccion Cla | (en verde).
(C) Esquema del vector pPGEM-MRP2 que se utilizé6 para amplificar dos regiones (AMP1, en
azul, y AMP2, en rojo) para corregir la mutacion ¢.1811 T>A.
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Los fragmentos del vector recombinante, AMP1 y AMP2, se obtuvieron por
separado mediante PCR de alta fidelidad con la enzima “Accuprime Pfx DNA
polimerasa”. Los productos de la reaccion se separaron por electroforesis en gel de
agarosa y la banda del tamafio adecuado fue purificada (apartado 3.2.8.4.). Los
fragmentos AMP1 y AMP2 purificados se incubaron con la enzima Cla |, generandose
extremos cohesivos que darian direccionalidad a la ligacion posterior. Tras inactivar la
enzima y purificar AMP1 y AMP2 por columna (apartado 3.2.8.2.), se llevé a cabo la
reaccion de fosforilacion de los extremos 5° catalizada por la enzima “T4
polinucleétido kinasa” (Fermentas) siguiendo las indicaciones del proveedor. Los
productos nuevamente purificados fueron sometidos a la reaccion de ligacion.
Cantidades equimolares de AMP1 y AMP2 reaccionaron en presencia de la enzima
“T4 DNA ligasa” (Promega).

El vector denominado pGEM-MRP2 (Fig. 1C) se purificé y se emple6 en la
transformacion de bacterias dH5a (ver apartado 3.2.8.1.) de las que se extrajo el ADN
plasmidico. Se realizd6 un estudio de restriccidon del plasmido empleando las enzimas
Pvu Il 'y Acc65 | y la secuencia se confirmd por secuenciacion (Servicio de
Secuenciacion de la Universidad de Salamanca).

Clonacion de pEntry-MCS

Debido a que las reacciones de recombinacion Gateway entre el plasmido
pGEM-MRP2 que contenia MRP2 flanqueado por los attB y el vector donador
pDONR207 no funcionaron, se llevé a cabo otra estrategia, que consistia en insertar

en un plasmido Entry la secuencia codificante de MRP2 por clonacion clasica.

En primer lugar se disefié una pareja de cebadores (Fig. 2A) para clonar una
secuencia MCS (del inglés “Multiple Clonning Site”), que contiene humerosos sitios de

corte para enzimas de restriccion, procedente del plasmido pcDNA3.1-Hygro(+).

Empleando estos oligonucleétidos y mediante PCR de alta fidelidad se
amplificd la region MCS, de 153pb, flanqueada por las secuencias attB1 y attB2. El
producto de la PCR se visualizd por electroforesis en gel de agarosa y la banda de
tamafio adecuado fue purificada por extraccion del ADN del gel de agarosa (ver
apartado 3.2.8.4.).
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A

Cebadoresy condicionesde PCR para amplificar el MCS de pcDNA3.1-Hygro con adaptadores attB.

Oligonucledtidos Condiciones paralaPCR

Cebador Fwd MCSF1 (50—3a): GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCAAGCTTGGTACCGAGCTC 5 min. 95°C
attB1 15 seg. 95°C
30 seq. 56-60°C x40
5 min. 68°C
10 min. 68°C

Cebador Rev MCSR1 (50—3a): GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAGATCTTCTAGACTCGAGCGGC

attB2

PEntry-MCS
(2639 bp)

Kanamicina

Fig. 2. (A) Secuencia de los oligonucle6tidos para amplificar el MCS del plasmido pcDNA3.1-
Hygro(+). En azul estan marcados los adaptadores attB. Aparecen en rojo los nucle6tidos
adicionales afiadidos. (B) Representacion del plasmido pEntry-MCS obtenido tras la reaccion
BP del pDONR 221 y el MCS flanqueado por secuencias attB. En verde se representa la

secuencia del MCS.

Mediante la reaccidon BP, descrita anteriormente, se insert6 la secuencia MCS
flanqueada por attB1 y 2 en el vector pDONR 221 y se obtuvo el pEntry-MCS (Fig.
2B). Con esta construccion se transformaron bacterias de alta eficacia de
transformaciéon One Shot Match (apartado 3.2.8.1.) que fueron sembradas en medio
LB con agar suplementado con el antibiético kanamicina. Algunas de las bacterias que
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crecieron fueron sembradas en medio liquido y se extrajo el ADN plasmidico
(apartado 3.2.8.2.). La identidad de los clones seleccionados fue confirmada mediante
estudio de restriccion.

Obtencién de pEntry-MRP2 por clonacion clasica

Para la insercion de MRP2 en el vector pEntry-MCS en primer lugar se disefio
una pareja de oligonucledtidos que poseian las secuencias reconocidas por las
enzimas Hind Il y Bgl Il (Fig. 3A). Mediante estos cebadores y PCR de alta fidelidad
se amplificé una construccion de MRP2 flanqueada por las secuencias de las enzimas
de restriccién mencionadas. El producto obtenido se separd por electroforesis en gel
de agarosa y la banda de tamafio adecuado fue purificada por extraccion del ADN del

gel (ver apartado 3.2.8.4.).

Tanto el producto de la PCR purificado como el plasmido pEntry-MCS fueron
digeridos en primer lugar con la enzima Hind I, y tras su inactivacion, se llevo a cabo
otra digestion con la enzima Bgl Il. Los productos de las digestiones fueron purificados

por columna.

Los productos de las digestiones, MRP2 y pEntry-MCS, que ahora contaban
con extremos cohesivos, fueron sometidos a la reaccion de ligacion catalizada por la

enzima “T4 DNA ligasa” (Promega).

El producto de la reaccién de ligacion (pEntry-MRP2, fig. 3B) se purific y se
empled en la transformacién de bacterias dH5a (apartado 3.2.8.1.) de las que se
extrajo el ADN plasmidico. Se realiz6 un estudio de restriccion del plasmido
empleando las enzimas EcoR V y Acc65 | y se secuencid para confirmar su secuencia

(Servicio de Secuenciacion de la Universidad de Salamanca).
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A

Cebadoresy condiciones de PCR para amplificar MRP2 flanqueada por sitios de corte para Hind 11y Bgl |l

Oligonucledtidos

Condiciones paralaPCR

Cebador CShMRP2-F1 (5a—3a): ATATGCATGCAAGCTTATGCTGGAGAAGTTCTGCAAC 5 min. 95°C
Hind I 15 seg. 95°C
30 seq. 56-61°C x40
5 min. 68°C
Cebador CShMRP2-R1 (5a—3a): ATATGCATGCAGATCTGAATTTTGTGCTGTTCACATICTC 10 min. 68°C
Bglll

Kanamicina

PEntry-MRP2

(7194 bp)

Fig. 3. (A) Secuencia de los oligonucleétidos para amplificar MRP2 flanqueada por sitios de
corte para Hind Il y Bgl Il (en rojo). (B) Representacion del plasmido pEntry-MRP2 obtenido
tras la reaccién de ligacion del pEntry-MCS y MRP2 flanqueado por las secuencias

reconocidas por las enzimas de restriccion Hind 11l 'y Bgl Il.

Reaccion de recombinacién LR

Consisti6 en la recombinacién del vector pEntry-MRP2 con un vector de

destino (pcDNAG6.2/V5-DEST) para obtener un vector de expresion.

La reaccion se llevd a cabo empleando la mezcla enzimatica “Gateway LR

Clonase II” (Invitrogen) y se detuvo por tratamiento con proteinasa K.
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Se transformaron bacterias dH5a con el producto de reaccién por choque
térmico (apartado 3.2.8.1.). Se sembraron en placas de medio LB con agar y se
realizd un estudio de restriccion del plasmido empleando las enzimas EcoR V' y Acc65
I/Pvu | y la secuencia del vector de expresion generado pcDNA6.2-MRP2-V5 (MRP2-
V5, fig. 4) se confirmé por secuenciacion (Servicio de Secuenciacion de la Universidad
de Salamanca).

m

Ma

pcDNAG6.2-MRP2-V5
(9776 bp)

\ Blasticidina

Fig. 4. Representacién del vector de expresion pcDNA6.2-MRP2-V5 (MRP2-V5) obtenido tras
la reaccion de recombinacion LR del pEntry-MRP2 y el vector de destino pcDNA6.2-V5.
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3.2.7. CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE ARNm POR PCR CUANTITATIVA
A TIEMPO REAL

Para determinar los niveles de expresion de genes de interés se utilizé6 una
variante de la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al.,
1986), la PCR cuantitativa a tiempo real. Esta técnica ademas de amplificar una
secuencia especifica de ADN, permite cuantificar de forma absoluta o relativa el
producto acumulado en la reaccion durante la fase exponencial del proceso, cuando

todos los componentes de la reaccidén estan en exceso y no son limitantes.

La PCR cuantitativa se realizé en el termociclador ABI Prism 7300 (Applied
Biosystem) que detecta la fluorescencia emitida por un fluorocromo excitado a una
determinada longitud de onda. En la mayoria de los casos se utiliz6 SYBR Green |
(componente de la mezcla de reaccién “SYBR Green PCR Master Mix”). Este
compuesto se une al surco menor de cualquier doble hélice de ADN generada
aumentando enormemente sus propiedades fluorescentes. El incremento de
fluorescencia es proporcional a la cantidad de producto sintetizado. Ademas, nos
permite confirmar la especificidad de los productos amplificados, a través de un ciclo
de desnaturalizacion que se programa al terminar la PCR. La curva de disociacion que
se obtiene al representar la primera derivada de la absorbancia frente a la
temperatura de desnaturalizaciéon o “melting temperature” (Tm), sélo tendra un pico

cuando un unico fragmento de ADN haya sido amplificado.

3.2.7.1. Extraccion de ARN total

Para extraer el ARN total a partir de homogenados de tejido o de extractos
celulares, se utilizo el kit comercial “lllustra RNAspin Mini Isolation” (GE Healthcare)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Se utilizaron aproximadamente 30 mg de

tejido 6 1x10° células, segun el caso.

Las muestras se conservaron inmediatamente a -80°C en el agente de
estabilizacion “RNAlater” (Qiagen) hasta el momento de la extraccion del ARN total.
Para comenzar, las muestras se lisaron y homogeneizaron en un tampdn
desnaturalizante que contenia tiocianato de guanidina, que inactiva las ARNasas y
asegura la integridad del ARN durante la extraccion. A continuacion se afiadio etanol,
para proporcionar las condiciones adecuadas de retencién, y las muestras se

aplicaron a las columnas, donde el ARN se une a las membranas y los contaminantes
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se eliminan por lavados y centrifugaciones sucesivas. El ARN adsorbido en la
membrana se traté con ADNasa | (GE Healthcare). Finalmente, el ARN total se eluy6
de las columnas con agua bidestilada libre de ARNasas y se cuantifico
fluorimétricamente utilizando el método de RiboGreen (apartado 3.2.11.1).

La integridad del ARN extraido se comprob6 mediante la visualizaciéon de las
bandas del ARNr 18S y 28S tras ser sometido a electroforesis en gel de agarosa
desnaturalizante al 1% (apartado 3.2.8.3). Al finalizar, los geles se fotografiaron en un
transiluminador. Se consider6 que el ARN extraido no se habia degradado si eran

visibles, de forma nitida y localizada, las bandas correspondientes al ARNr 18S y 28S.

3.2.7.2. Transcripcion reversa (RT)

Para sintetizar el ADN complementario (ADNc), que se usaria como molde en
la PCR, se realiz6 una RT del ARN total extraido utilizando el método comercial
“Enhanced Avian RT-PCR Kit” que contiene la transcriptasa reversa del virus de la
mieloblastosis de las aves (Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transcriptase, AMV-

RT (Invitrogen)).

3.2.7.3. Disefio de cebadores

Los cebadores o “primers” especificos para el ADN codificante de cada una de
las proteinas a estudiar se disefiaron con el programa “Primer Express” y su
especificidad se chequed con el programa BLAST

(http://mwww.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Ambos cebadores se disefiaron, siempre que era posible, a caballo entre dos
exones codificantes utilizando como secuencia de referencia la secuencia del ARNm
publicada en la base de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez)

especifica para cada gen.

Una vez disefiados, los cebadores fueron suministrados liofilizados por la casa
comercial Biomers.net. Antes de su uso, se reconstituyeron en agua bidestilada y se

valoraron por espectrofotometria UV a una longitud de onda de 260 nm.
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En las tablas 2 y 3 se recogen las secuencias de nucleétidos de los cebadores
utilizados para la cuantificacion de la abundancia de ARNm de las diferentes proteinas
estudiadas en este trabajo. Se detallan también el tamafio de los amplicones
esperados, y los numeros de acceso de las secuencias de cada gen publicadas en la
base de datos GenBank.

3.2.7.4. Realizacion de la PCR cuantitativa

Las condiciones de temperatura para la PCR fueron, en todos los casos, las
mismas. Las muestras se incubaron primero 2 min a 50°C, seguidos de 10 min a
95°C, y por ultimo, se sometieron a 40 ciclos de 15 seg a 95°C y de 1 min a 60°C.
Tras finalizar la reaccion de PCR, las muestras se calentaron en el termociclador
desde 60 a 95°C, mientras que se monitorizé la fluorescencia, para obtener las curvas

de desnaturalizacion del ADN amplificado.

Durante la puesta a punto de los métodos para amplificar el ADNc de cada
proteina, se comprobé la especificidad de la reaccion de PCR mediante electroforesis
en geles de agarosa no desnaturalizante al 2,5% (apartado 3.2.8.3.) de los productos
amplificados y de los blancos de reaccion.

Las determinaciones se realizaron siempre por duplicado y se incluyeron
blancos de reaccion, es decir, tubos en los que se sustituyd el ADNc por agua
bidestilada. Para corregir las pequefias variaciones que pueden producirse en la
obtencion del ARN total y en la RT, se determinaron paralelamente en cada muestra
los niveles de expresién de un gen normalizador. Se utilizo, segun el caso, Bactina,
GAPDH, o el ARN ribosomico (ARNr) 18S. Este ultimo se determiné utilizando los
reactivos “Tagman Ribosomal RNA Control Reagents Kit” y la mezcla de reaccion

“Tagman Universal PCR Master Mix”.

3.2.7.5. Cuantificacién de los resultados

La cuantificacién en la PCR a tiempo real se basa en el ciclo en el que se
detecta la amplificacion de un determinado producto, y no en la cantidad del producto
acumulado después de un determinado nimero de ciclos. Cuantas mas copias del
gen de interés hubiera inicialmente, antes se detectard un incremento de la

fluorescencia. El parametro Ct (ciclo umbral o “threshold cycle”) se define como el
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ciclo en el que la fluorescencia supera un umbral fijado arbitrariamente y éste sera el
pardmetro que nos permita realizar la cuantificacion. Cuanto menor sea el Ct de una
muestra, mayor serd la cantidad de producto inicial de la misma, ya que habra

alcanzado el umbral de fluorescencia en un menor nimero de ciclos.

La cuantificacién relativa se basa en el método de comparacion de Cts. Se
utiliza un control endégeno como elemento normalizador, de forma que la relacion
entre el Ct del gen diana y el Ct del gen control enddégeno nos dara un valor de Ct
normalizado del gen diana. Este valor sirve para normalizar la cantidad de ADNc
afadido a la reaccion y corregir variaciones en la cantidad de ARN de partida en la
muestra. Para poder comparar los resultados, es necesario designar una muestra

como calibrador, al que se le otorga el valor 1 0 100% de expresion.

La cantidad de diana, normalizada frente al control endbgeno y relativa al

calibrador/muestra control, viene dada por:

-AACt
2

Para conseguir este valor es necesario realizar los siguientes calculos:

1. Calcular el Ct promedio de cada muestra para cada una de las dianas y del

control endégeno (en cada placa se dispone cada muestra por duplicado).
2. Calcular ACt como Ct diana-Ct control enddgeno.

3. Calcular AACt como ACt muestra — ACt calibrador/muestra control.
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3.2.8. OTRAS TECNICAS EN BIOLOGIA MOLECULAR
3.2.8.1. Transformacién de bacterias competentes mediante choque térmico

Sobre la suspension de bacterias competentes se afiadio el volumen adecuado
del plasmido correspondiente o del producto de recombinacion. La mezcla se incubo
en hielo durante 30 min. Para facilitar la internalizacién de los plasmidos se someti6 a
las bacterias a un choque térmico: se incubaron en un bafio a 42°C durante 2 min e
inmediatamente se enfriaron en hielo durante 2 min. Se afadié entonces medio SOC

frio y se incubaron las bacterias a 37°C durante 1 h en agitacion.

Las cepas de E.coli que se usaron permiten la seleccion de los transformantes
por “screening” blanco/azul en placas suplementadas con el inductor del promotor
lacZ IPTG (isopropil B-D-tiogalactopirandsido) y el sustrato cromogénico X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido) que al ser hidrolizado por la enzima [-
galactosidasa da un precipitado azul insoluble en agua cuando se ha producido la a-
complementacién y las bacterias han adquirido los vectores circularizados sin el ADN
foraneo. De tal modo que las bacterias transformadas con los plasmidos
recombinantes daran lugar a colonias blancas ya que no regeneran la actividad 3-
galactosidasa porque tienen interrumpida la region codificante de la enzima por el
ADNCc clonado.

Para seleccionar los transformantes, se sembraron las bacterias en placas de
Luria-Bertani (LB)-agar suplementadas con ampicilina/IPTG/X-Gal y se incubaron a

37°C durante 12 h. Se seleccionaron las colonias blancas, bien definidas y aisladas.

3.2.8.2. Obtencién y purificacién del ADN plasmidico de bacterias transformadas

Para purificar el ADN plasmidico se utilizé el kit comercial “PlasmidPrep Mini
spin kit” (GE Healthcare) que se basa en aplicar el lisado de bacterias transformantes,
obtenido en condiciones alcalinas, sobre una columna constituida por una resina de
intercambio idnico. A continuacion se realizan lavados sucesivos para eliminar las
endonucleasas y las sales. Finalmente, el ADN plasmidico se eluye de las columnas,
en condiciones de baja salinidad. La concentracion de ADN se determind por el

método de PicoGreen (apartado 3.2.11.2.).
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3.2.8.3. Electroforesis en gel de agarosa
Geles de agarosa desnaturalizantes
Soluciones utilizadas

= Tampon MOPS 10x: MOPS 0,2 M, acetato sédico anhidro 80 mM, EDTA 10 mM,
pH 7.0.

= Solucion de carga desnaturalizante: formamida 95% (p/v), azul de bromofenol
0,025% (p/v), xileno cianol 0,025% (p/v), EDTA 18 mM y SDS 0,025% (p/v).

Para la preparacién del gel se peso la cantidad de agarosa adecuada para
alcanzar la concentracién del 1% (p/v) y se disolvié en agua bidestilada. Para facilitar
la disolucion, la mezcla se calentdé hasta ebullicibn y se mantuvo en agitacion
constante. Seguidamente, se afadié el tampén MOPS 10x (10% v/v) y formaldehido
(18% v/v). Cuando la solucion se enfrié hasta unos 50°C, se deposité sobre un molde
y se coloco el peine adecuado al nimero de muestras de que se disponian. Una vez
polimerizada la agarosa, el gel se colocé en la cubeta de electroforesis que contenia
el tampon de electroforesis MOPS. Las muestras y el marcador de tamafios
moleculares de ARN (0,5-10 kb) se mezclaron con un volumen de solucién de carga
desnaturalizante que contenia bromuro de etidio al 0,008% y se calentaron a 75°C
durante 10 min. Antes de cargar las muestras, el gel se sometié a una corriente de 50

V para limpiar las calles.

Todo el material utilizado en la realizacién de los geles fue convenientemente

tratado para eliminar las ARNasas y evitar asi la degradacion del ARN.

Geles de agarosa no desnaturalizantes

Soluciones utilizadas

= Tampon TAE: trizma base 40 mM, &cido acético glacial 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8.

= Solucién de carga no desnaturalizante: sacarosa 40% (p/v), azul de bromofenol
0,25% (p/v), xileno cianol 0,25% (p/v).

Para la preparacion del gel se pesé la cantidad de agarosa necesaria y se
disolvi6 en TAE para alcanzar el 1% o el 2,5% (p/v) en funcion de los tamafos
moleculares de las muestras a analizar. Para disolver la agarosa, la mezcla se calent6

hasta ebullicién. Se afadi6 a continuacion SYBR Green | (SYBR Safe, Invitrogen)
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para tefiir el ADN. Una vez que la agarosa hubo polimerizado en un molde con el
peine adecuado, el gel se coloco en la cubeta de electroforesis con tampdn TAE. Las
muestras se mezclaron con 0,1 volimenes de solucién de carga antes de depositarse
en el gel. Como patron de tamafios moleculares de ADN se emplearon los estandares
de 100 pb, 500 pb 6 1 kb, segun los casos. Se conectd la cubeta a una fuente
eléctrica a una velocidad constante de 80 V. Posteriormente las bandas del gel se

visualizaron bajo luz UV.

3.2.8.4. Purificacion del ADN de geles de agarosa

El fragmento del gel que contenia la banda de ADN tefido con SYBR Green |
se cortd bajo luz azul de 460 nm. Para disolver la agarosa se us6 el kit “GFX PCR
DNA and Gel Band Purification” (GE Healthcare), calentando con la solucion
correspondiente a 60°C durante 15 min. EI ADN se purificd en una columna, que se
eluy6 con soluciéon tampon TE de pH 8,0. Si la solucion de ADN se iba a utilizar en

reacciones enzimaticas o de secuenciacion, se utilizé agua ultrapura como eluyente.

3.2.8.5. Transfeccién de células en cultivo con lipidos catiénicos

Las células Alexander se sembraron en placas de 24 pocillos, con
cubreobjetos estériles o en placas de 6 pocillos, a una densidad de 10.700 cel/cm?. 24
h después se transfectaron afiadiendo en cada pocillo diferentes cantidades de lipido
y de ADN hasta lograr la mejor eficacia de transfeccion posible. Las transfecciones se

llevaron a cabo con lipofectamina.

Las células transfectadas con la construccion MRP2-V5 se incubaron a 37°C
durante 24 h, tiempo en que se aspiré el medio para retirar los complejos lipido-ADN y
se afadi6 medio de cultivo fresco. Transcurridas 24, 48, 72, 96, 120 o 144 h, las
células transfectadas fueron fijadas (1 min con metanol a -20°C) para

inmunodeteccién (apartado 3.2.10.2.).

Las células cotransfectadas con las construcciones de FXRa-/RXR (obtenidas
en nuestro grupo de investigacion por el Ldo. Javier Rodriguez Vaguero como parte
de su Tesis Doctoral) se incubaron a 37°C durante 24 h, tiempo en que se aspir6 el

medio para retirar los complejos lipido-ADN y se afiadi6 medio de cultivo fresco
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suplementado con DMSO, dexametasona o prednisolona (20 uM) (apartado 3.2.5.1.).
Transcurridas 24 h, se afiadia al medio el agonista de FXR, GW4064 (1 pM). Los
pocillos control se suplementaron con DMSO. 24 h después se recogieron las células
para extraer ARN (apartado 3.2.7.1.) o proteinas (apartado 3.2.9.1.). Se utilizaron

como control células transfectadas con el vector vacio 3.1.

Una vez extraido el ARN de las células, y realizada la RT, una alicuota del
ADNCc se sometid a una digestion de 60 min a 37°C con la enzima de restriccion Dpnl.
Esta enzima reconoce la secuencia nucleotidica GATC y corta el ADN metilado, de

forma que se eliminan los restos del vector que podrian interferir en la PCR.
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3.2.9. DETECCION DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT
3.2.9.1. Obtencion de las muestras
Homogenados hepaticos

Los fragmentos de tejido almacenados a -80°C, se pesaron y se cortaron en
pequefios trozos, evitando la descongelacion durante el proceso. El tejido se dejo
descongelar sobre hielo en tampon RIPA (PBS con nonidet 1%, desoxicolato sddico
0,5%, SDS 0,1%) suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas. Una vez
descongelado, se homogeneizd con un politrén. Posteriormente, el homogenado se
incubd durante 30 min sobre hielo y a continuacién se centrifugd dos veces a 500 xg
durante 10 min a 4°C. Finalmente, el sobrenadante (homogenado tisular) se alicuoto y

se almacen6 a -80°C hasta su uso.
Crudos de membrana

Para obtener el crudo de membrana los fragmentos de higado almacenados a
-80°C, se cortaron en pequefios trozos y se resuspendieron en el mismo volumen de
tampén H (sacarosa 250 mM, EDTA 0,5 M, CaCl, 0,2 mM, Hepes-Tris 100 mM, pH
7,4) frio con inhibidores de proteasas. Las muestras se homogeneizaron con el
politron y se centrifugaron a 200.000 xg durante 90 min a 4°C. El precipitado se
resuspendié en tampdn H con inhibidores de proteasas, se alicuoté y se almaceno a -

80°C hasta su uso.
Nucleos aislados

Las preparaciones de nucleos aislados resuspendidos en STM (apartado
3.2.4.1.) se centrifugaron a 12.000 xg, se lavaron con PBS y se resuspendieron en
tampdn RIPA suplementado con el céctel de inhibidores de proteasas. A continuacion

las muestras se alicuotaron y se conservaron a -80°C hasta su uso.
Envuelta nuclear de hepatocitos de rata

Se obtuvieron a partir de nucleos aislados, siguiendo una modificacion del
método de Matunis (Matunis, 2006).

Se parti6 de nucleos recién aislados y suspendidos en STM, que fueron
precipitados por centrifugacion. A continuacion se resuspendié el precipitado en un

tampon de lisis que contenia ADNasa y ARNasa y se incub6 a 37°C en agitacion
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suave durante 4 h. Se afiadié un tampon de extraccion y la mezcla se incubd 30 min a
temperatura ambiente. La mezcla se depositd sobre sacarosa fria al 30% y se
centrifugd a 4.000 xg durante 15 min a 4°C. El precipitado se resuspendi6 en tampon
de extraccion, se volvio a depositar sobre sacarosa fria al 30% y se centrifug6 en las
mismas condiciones. Finalmente se retiré el sobrenadante y el precipitado (envueltas
nucleares aisladas) se resuspendié en tampon de extraccion a pH 7,5 a 4°C. Las

envueltas nucleares aisladas se conservaron a -80°C hasta su uso.
Células en cultivo

Las células en cultivo se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron con RIPA
suplementado con coctel inhibidor de proteasas durante 25 min a 4°C. A continuacién
se recogieron las células mediante raspado de la placa y se incubaron a 4°C durante
20 min. Finalmente, este lisado celular se centrifug6 a 20.000 xg durante 20 min a

4°C. Se recogi6 el sobrenadante y se conservé a -80°C hasta su uso.

3.2.9.2. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las muestras se trataron previamente afadiendo un volumen de 0,125 M de
Tris-HCI pH 6,8 conteniendo SDS 4,6% (p/v), 0,025 pl de 2-mercaptoetanol, azul de
bromofenol al 4% (p/v) y 0,05 volimenes de glicerol. Se incubaron durante 3 min en

un bafio de agua hirviendo.

La electroforesis vertical se llevd a cabo en geles de poliacrilamida al
porcentaje (p/v) adecuado en Tris-HCI, utilizando el sistema “Mini-Protean Il Cell”. La
electroforesis se realizé en una cubeta con tampén de migracién, a una corriente
constante de 10 mA para el gel concentrador, incrementandose a 20 mA para el gel
separador o de resoluciéon. La transferencia de las proteinas a la membrana de
nitrocelulosa se realizé en una cubeta con tampén de transferencia, a una corriente de

15 V durante toda la noche a 4°C y en agitacién constante.

Para comprobar que las proteinas se encontraban en la membrana tras la
transferencia, ésta se tind con colorante rojo ponceau durante 5 min. Esta tincion

también permite estimar la carga de proteinas en cada calle.
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3.2.9.3. Inmunodeteccioén

La membrana se sometié al siguiente procedimiento a temperatura ambiente:
se realizd un bloqueo con leche descremada al 5% (p/v) en PBS suplementado con
Tween-20 (PBS-T), durante 1 h en agitacion. Se lavo la membrana con PBS-T en
agitacion (5 min) y se incubd (1-2 h) con el anticuerpo primario correspondiente,
también en continua agitacién. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios
diluidos en leche descremada al 1% (p/v) en PBS-T (Tabla 4).

Tabla 4: Anticuerpos primarios empleados en la deteccién de proteinas por Western blot

Antigeno Nombre Especie de Origen Dilucion Utilizada Procedencia
BCRP BXP21 Monoclonal Raton 1:500 Abcam
Calnexina ab22595 Policlonal Conejo 1:500 Abcam

GAPDH sc32233 Monoclonal Raton 1:1000 Santa Cruz
Laminina B1 ab16048 Policlonal Conejo 1:500 Abcam
Mdrl1/Mdr2 ab3364 Monoclonal Ratén 1:500 Abcam

MRP2 M21115 Monoclonal Raton 1:250 Alexis

MRP2 M21116 Monoclonal Raton 1:250 Alexis

Mrp2 K13 Policlonal Conejo 1:500 Dr B. Estieger *
MRP3 M0318 Policlonal Conejo 1:300 Sigma

MRP4 ab15602 Monoclonal Rata 1:500 Abcam

MRP6 sc-25505 Policlonal Conejo 1:200 Santa Cruz
NPC Mab414 Monoclonal Raton 1:5000 Abcam
Na'/K*-ATPasa  M7-PB-E9 Monoclonal Ratén 1:100 Abcam

Red Trans Golgi TGN38 Monoclonal Ratén 1:500 Thermo Scientific
UGT1A1 AB10339 Policlonal Conejo 1:500 Millipore

* Dr. Bruno Estieger, Hospital Universitario de Zurich (Zurich, Suiza)

Tras varios lavados con PBS-T, la membrana se incubé durante 1 h en
agitacion con el anticuerpo secundario adecuado marcado con peroxidasa y diluido en
leche descremada al 5% (p/v) en PBS-T, segun las indicaciones del proveedor. A
continuacion se lavé la membrana con PBS-T y se procedio a la deteccion utilizando

los reactivos de deteccion ECL (Enhanced ChemioLuminiscence). La membrana se
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reveld en un analizador de imagen LAS-4000 (Fujifilm), durante el tiempo necesario

para encontrar una sefial detectable con el menor ruido de fondo.
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3.2.10. DETECCION DE PROTEINAS POR INMUNOFLUORESCENCIA
3.2.10.1. Preparacién de muestras
Células en cultivo

Para el marcaje por inmunofluorescencia las células se sembraron en placas
Labtek o en cubreobjetos estériles dentro de placas de cultivo y se mantuvieron en
cultivo hasta que alcanzaban entre el 60 y el 80% de confluencia.

En el caso de las células Alexander transfectadas con la construccion MRP2-
V5, fueron sembradas 24 h antes de su transfeccién (apartado 3.2.8.5.) y se fijaron a

diferentes dias después de la transfeccion.
Nucleos aislados

Los nudcleos previamente incubados con los diferentes compuestos
fluorescentes (apartado 3.2.4.2.) se centrifugaron y se resuspendieron en PBS a 4°C.
Se fijaron con PFA durante 15 min a 4°C, y se lavaron una vez mas con PBS frio.
Finalmente los nlcleos se centrifugaron en una citocentrifuga para fijarlos sobre
portaobjetos, y se cubrieron con cubreobjetos utilizando un medio de montaje
adecuado. Las preparaciones se conservaron a 4°C, protegidas de la luz, hasta que

fueron observadas en el microscopio confocal.

3.2.10.2. Inmunodeteccion

Las preparaciones se fijaron con PFA y se permeabilizaron con Triton X-100, o
bien se fijaron/permeabilizaron con metanol a -20°C. Tras varios lavados con PBS, se
realizd una incubacién con suero bovino fetal al 10% en PBS para bloquear los sitios

de unién inespecifica.

La incubacién con los anticuerpos primarios diluidos en PBS con 5% de suero
bovino fetal se realiz6 a temperatura ambiente durante 1 h. La tabla 5 muestra los

anticuerpos primarios y las diluciones utilizados en este estudio.

A continuacion se lavaron las preparaciones con PBS y se incubaron, durante
1 h en oscuridad, con los anticuerpos secundarios apropiados en cada caso: anti-IgG

de ratébn o conejo conjugados con Alexa 488 6 Alexa 594 (diluidos 1:1000) o Cy5
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(diluido 1:250), junto con DAPI o yoduro de propidio para tefiir los nucleos (diluidos
1:5000).

Tras varios lavados con PBS, se realizo el montaje con medio de montaje para
fluorescencia. Se colocé el cubreobjetos y se sellé con laca de ufias. La visualizacion

del marcaje se realiz6 con un microscopio confocal.

Tabla 5: Anticuerpos primarios empleados en la deteccion de proteinas por
inmunofluorescencia.

Antigeno Nombre Especie de Origen Dilucién Utilizada Procedencia
BCRP BXP34 Monoclonal Raton 1:20 Alexis
Calnexina ab22595 Policlonal Conejo 1:500 Abcam
FXR sc13063 Policlonal Conejo 1:100 Santa Cruz
Laminina B1 ab16048 Policlonal Conejo 1:500 Abcam
MRP2 M21115 Monoclonal Ratén 1:500 Alexis
MRP2 M2l116 Monoclonal Ratén 1:500 Alexis
Mrp2 K13 Policlonal Conejo 1:500 Dr B. Estieger *
NPC Mab414 Monoclonal Ratén 1:5000 Abcam
Nucleolina C23 (H-6) Monoclonal Ratén 1:500 Santa Cruz
Pan Cadherina  ab16505 Policlonal Conejo 1:500 Abcam
PPARa MA1-822 Monoclonal Ratén 1:100 AffinityBioreagents
Red Trans Golgi TGN38 Monoclonal Ratén 1:500 Thermo Scientific
UGT1Al AB10339 Policlonal Conejo 1:500 Millipore
V5 R961 Monoclonal Ratén 1:200 Invitrogen

* Dr. Bruno Estieger, Hospital Universitario de Zurich (Zurich, Suiza)

Para comprobar la especificidad de la técnica de inmunofluorescencia se

llevaron a cabo los siguientes controles negativos:

» Omision de los anticuerpos primarios para detectar uniones inespecificas de
los anticuerpos secundarios.

= Omision de anticuerpos secundarios marcados con fluorescencia para detectar
autofluorescencia de las muestras o de los anticuerpos primarios.
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* En los casos de doble marcaje, incubacion de cada anticuerpo primario con el
secundario del otro anticuerpo primario para detectar uniones cruzadas.

Microscopia confocal

Tras el inmunomarcaje, las preparaciones se observaron en un microscopio
confocal modelo TCS SP5 (Leica Microsystems), utilizando un objetivo de inmersién
de 63x/1,4-0,6 Oil —Plan Apo —HCX y el programa informatico LEICA LAS AF. La
deteccién del marcaje del fluorocromo FITC y de los anticuerpos secundarios
marcados con Alexa Fluor 488 se realizd a una longitud de onda de excitacién de 488
nm y de emisién entre 499-582 nm, utilizando un laser de Argén. Para el yoduro de
propidio y los anticuerpos secundarios marcados con Alexa 594 se utilizé el laser
DPSS, a una longitud de onda de excitacion de 561 nm y de emision entre 595-705
nm. Para el DAPI se utilizé el Diodo 405 a una longitud de onda de excitacion de 405
nm y de emisién entre 416-480 nm. Para el anticuerpo secundario marcado con Cy5
se empled el laser HeNe a una longitud de onda de excitacion de 633 nm y se detecto
una emision entre 645-750 nm.
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3.2.11. METODOS ANALITICOS
3.2.11.1. Determinacion de ARN por el método del RiboGreen

El ARN total se valor6 por fluorimetria utilizando el método comercial
“RiboGreen RNA Quantification Kit”. La técnica se basa en la union especifica de un
fluorocromo (RiboGreen) al ARN, el cual emite fluorescencia de forma proporcional a
la cantidad de ARN presente en la muestra.

3.2.11.2. Determinacion de ADN por el método del PicoGreen

Para cuantificar la cantidad de ADN de doble cadena se utilizé el método
comercial “Pico-Green DNA-Quantitation Kit” (Invitrogen). La técnica se basa en la
unién de un grupo fluorocromo al ADN, el cual emite una sefial proporcional a la

cantidad de ADN presente en la muestra.

3.2.11.3. Determinacion de ADN por el método de Hoescht

La valoracién del ADN en las preparaciones de nlcleos y envueltas nucleares
aisladas se realiz6 mediante fluorimetria (Labarca y Paigen, 1980), empleando el
reactivo Hoescht H-33258, cuya fluorescencia aumenta cuando se une al ADN.

3.2.11.4. Determinacion de la viabilidad celular (Test de Formazan)

El test de formazan es un método colorimétrico utilizado para cuantificar el
namero de células vivas en ensayos de proliferacion o quimiosensibilidad celular. El
formazan, soluble en medios acuosos, se forma a partir de sales de tetrazolio (MTT)
por la acciéon de deshidrogenasas presentes en las células metabdlicamente activas
(Marshall et al., 1995). Se puede cuantificar espectrofotométricamente la cantidad de
formazan producido ya que es un compuesto que absorbe a 490 nm. Dicha cantidad

ser& directamente proporcional al numero de células vivas.

Terminado el periodo experimental descrito en el apartado 3.2.5.1., las células
se incubaron durante 4 h en presencia de MTT a 37°C, en una estufa con atmésfera

del 5% CO, y humedad relativa del 80%. Transcurrido este tiempo se afiadié la

104



solucion de lisis y solubilizacién (10% SDS en 0,01 M de HCI) y las placas se
incubaron en la estufa a 37°C durante 12 h. Finalmente se determiné el color del
sobrenadante por espectrofotometria en un lector de ELISA.

3.2.11.5. Determinacion de proteinas

Para medir la concentracion total de proteinas se utiliz6 una modificacion del
método de Lowry (Lowry et al., 1951) realizada por Markwell (Markwell et al., 1978),
que se basa en la reduccién de las proteinas con cobre en medio alcalino y la

posterior reduccién del acido fosfomolibdico fosfotlngstico con las proteinas tratadas.

3.2.11.6. Determinacion de platino por Absorcién Atomica

El contenido en Pt se determind por espectrofotometria de absorcién atémica

en horno de grafito, utilizando una longitud de onda de 265,9 nm.

Las muestras de lisado celular se mineralizaron con HNO; en un bafio a 60°C
durante 2 h. A continuacién, los tubos se calentaron en un termostato de bloque
metalico a 150°C hasta que el HNO; afiadido a la muestra se habia evaporado y el Pt,
ya sin restos de materia organica, se resuspendié con HCI 0,02 N. Se depositaron 20
ul de esta solucion en la cubeta del espectrofotometro de absorcién atomica, que se
calentaba desde 90°C a 3000°C siguiendo una secuencia previamente establecida
(Briz et al., 2002). Para la determinacion del grado de platinaciéon del ADN, las

muestras de ADN se analizaron en el espectrofotometro sin mineralizacion previa.

El calculo de la concentracion de Pt se realiz6 a partir de una curva patrén,

preparada por diluciéon de una solucion estandar de PtCl, en HCI 0,02 N.

3.2.11.7. Determinacion de acidos biliares por HPLC-MS/MS

Previo a su analisis por HPLC-MS/MS se extrajeron y concentraron los ABs del
plasma y del tejido hepatico, para lo que se realiz6 una extraccion solido-liquido en
cartuchos Sep-Pak con relleno de octadecilsilano (C18). Los cartuchos Sep-Pak Plus

C18 fueron suministrados por Waters (Madrid).
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Preparacion de las muestras de plasma

Tras diluir el plasma 1:4 (vol:vol) con NH;HCO; 0,4 M, se afadio la cantidad
adecuada de &cido nor-desoxicélico (norDCA) en metanol, que se utiliz6 como
estandar interno. A continuacion la mezcla se calentd a 65°C durante 2 h vy,
posteriormente, se centrifugd 10 min a 2.200 xg. El sobrenadante resultante se aplico
al cartucho.

Preparacion de las muestras de tejido hepético

Se realizé un homogenado diluyendo el tejido hepatico 1:3 (peso:vol) en agua
destilada, utilizando un politron. Se afadié la cantidad adecuada de norDCA en
metanol. A continuacion se diluy6é el homogenado con etanol absoluto, se calenté 2 h
a 65°C y posteriormente se centrifugd 10 min a 2.200 xg. El sobrenadante se recogi6
y el precipitado se extrajo de nuevo con etanol. Los sobrenadantes se evaporaron
hasta sequedad y el extracto se resuspendié en metanol. A continuacion se afiadio

NaOH 0,1 N y la mezcla se aplic6 al cartucho.
Preparacion de las muestras de bilis

Debido a la naturaleza pobre en proteinas de la bilis y a su elevada
concentracion de ABs, las muestras de bilis se diluyeron en metanol a la proporcion
adecuada para analizarlas directamente en el HPLC-MS/MS, sin extraccion previa.

Extraccion sélido-liquido en cartuchos Sep-Pak con relleno C18

Antes de iniciar el procedimiento, el cartucho se activd con 5 ml de metanol
seguidos de 5 ml de agua destilada. Una vez activado, se aplicé lentamente la
muestra en caliente. A continuacion, se lavo el cartucho aplicando sobre el mismo de
manera sucesiva 10 ml de agua destilada, 3 ml de acetona al 10% en agua y 10 ml de
agua destilada. Posteriormente, se extrajeron los ABs retenidos en el cartucho
aplicando lentamente 5 ml de metanol, que se evapord bajo corriente de aire hasta

sequedad.
Analisis de acidos biliares por HPLC-MS/MS

El método utilizado para el analisis de ABs fue una modificacion del descrito

por Ye y colaboradores (Ye et al., 2007).
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Para la separacion cromatografica se empled una columna de fase reversa
Zorbax Eclipse XDB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 5 um, termostatizada a 35°C. Se utilizo
un método de elucién en gradiente usando como fase mévil una mezcla de metanol y
agua, conteniendo ambos 5 mM de acetato amonico y 0,01% de acido férmico, pH
4,6. Se comenzé a trabajar con 80:20 de metanol/agua y se fue incrementando la
concentracion de metanol en la mezcla hasta el 97%, de manera lineal durante 9 min,
para retornar a la proporcioén inicial en 1 min y mantenerla durante los Ultimos 5 min

del andlisis. El flujo de trabajo fue de 0,5 ml/min.

La determinacion de los ABs en el triple cuadrupolo se llevé a cabo utilizando
ionizaciébn negativa, para obtener los aniones moleculares de cada una de las
especies moleculares analizadas. Las condiciones de trabajo para la fuente ibnica
fueron: temperatura del gas (N,) 350°C, flujo del gas 8 ml/min, presion del nebulizador
10 psi, voltaje 2.500 V. Se emple6 el modo de trabajo MRM siguiendo la transicién
especifica de cada uno de los iones precursores (iébn molecular - H*) a los respectivos
iones producto resultantes. En el caso de los ABs tauroconjugados se monitorizd el
ibn producto 80,2 m/z, correspondiente al grupo SO; de la taurina; para los
glicoconjugados se sigui6 el i6n 74 m/z, correspondiente a la glicina desprendida en
su fragmentacion. Desafortunadamente, en el caso de los ABs libres no fue posible
fragmentar el ibn molecular obteniendo iones hijos caracteristicos, como ya habian
observado otros autores (Ye et al., 2007). Por ello se siguio la transicion de i6n
molecular a i6n molecular, por ejemplo, de 407,4 m/z a 407,4 m/z en el caso del &cido

colico.

Las muestras se reconstituyeron en 200 pl de metanol y se centrifugaron
durante 30 segundos a 18.000 xg antes de su inyeccion en el cromatégrafo. El

volumen de inyeccion fue de 2 pl.

Se construyeron rectas patréon para cada una de las especies moleculares de
ABs mediante inyeccién de soluciones metandlicas con concentraciones de cada AB
entre 0,1 y 25 uM. Se corrigié la concentracién de cada AB calculada a partir de su
recta patrén por la recuperacién obtenida para el estandar interno norDCA, que se

detecto siguiendo la transicion especifica de 377 m/z a 331,3 m/z.

3.2.12. ANALISIS ESTADISTICO

Para la expresion de los resultados se ha calculado la media y el error

estandar de la media (EEM). Para calcular la significacion estadistica de la
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comparacion entre dos medias se utilizd el test de la t de Student. Para las
comparaciones entre varios grupos se utilizé el test de comparaciones mdultiples de
Bonferroni o el test de t de Student de valores apareados, segun el caso. Las

correlaciones se obtuvieron por el método de los minimos cuadrados.
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4.1. ESTUDIO DE LA TRANSFERENCIA Y LOCALIZACION NUCLEAR DE ACIDOS
BILIARES

Como ya se ha expuesto en la Introduccion de este trabajo, la homeostasis de
los acidos biliares (ABs) esta controlada, en gran parte, por receptores nucleares
(NRs), principalmente por FXR, que activa especificamente la transcripcién de genes
implicados en la sintesis, transporte hepatobiliar y absorcion intestinal de estas
moléculas. En general, la activacién de FXR actla previniendo y protegiendo de las
consecuencias téxicas de la acumulacion de los ABs en los tejidos en los que se
expresa este receptor. Dependiendo de la estructura molecular (p.e. hidroxilaciéon en
el carbono 7 en posiciébn a o B), las distintas especies de ABs poseen diferente
capacidad para unirse a FXR (Lew et al., 2004; Makishima et al., 1999), pero para
lograr esta unién todas ellas deben alcanzar el nlcleo. Se ha demostrado la presencia
de ABs en el nlcleo de hepatocitos de rata (Mendoza et al., 2002; Monte et al., 2002;
Setchell et al., 1997) y se ha observado que sus niveles en el ndcleo aumentan tras la
ligadura del conducto biliar (Setchell et al., 1997). Ademas, se ha descrito que la
composicion cualitativa del conjunto de especies moleculares o “pool” de ABs en el
nucleo es diferente de la del “pool” citoplasmatico, y en situaciones como la
regeneracion hepatica (Monte et al., 2002) y la carcinogénesis (Mendoza et al., 2002)
se producen variaciones en la composicion del “pool” intranuclear diferentes a las que
se observan en el citoplasmatico. Se desconoce si el “intercambio” de ABs entre el
nucleo y el citoplasma se lleva a cabo exclusivamente por difusion simple a través de
los NPCs, por translocacion tras la unién a proteinas citosélicas solubles, o por otros
mecanismos. A pesar de los importantes avances que en las Ultimas décadas se han
llevado a cabo en el conocimiento de los mecanismos responsables del trafico nlcleo-
citoplasmatico de proteinas y acidos nucleicos (Bonner, 1975; Dingwall et al., 1982;
Kalderon et al., 1984), se conoce muy poco sobre el trafico nuclear de moléculas
organicas de bajo peso molecular (<1000 Da), entre las que estarian los ligandos de
los diferentes NRs, tales como ABs, acido retinoico, oxisteroles y numerosos

xenobidticos.

4.1.1. RELACION ENTRE LA CONCENTRACION INTRACELULAR E
INTRANUCLEAR DE ACIDOS BILIARES EN HEPATOCITOS DE RATA

Nuestro primer objetivo fue estudiar la entrada y retencién de ABs en el nlcleo
de los hepatocitos, y relacionarlas con su concentracion intracelular. Para ello se

aislaron hepatocitos de rata como se detalla en el apartado 3.2.3.1. Los hepatocitos
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recién aislados se incubaron en suspensién con un AB radiactivo, acido taurocélico
tritiado ([*H]-TC), en condiciones adecuadas de oxigenacion, temperatura y agitacion.
Finalizada la incubacion se aislaron los nucleos de los hepatocitos (apartado 3.2.3.2) y

se determind su contenido en radiactividad.
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Fig. 1. (A) Evolucién temporal de la acumulacién de acido taurocdlico (TC) en hepatocitos de
rata (o) y del contenido 3de TC en sus nucleos (e). Los hepatocitos recién aislados se
incubaron con 10 uM de [ H]-TC durante los tiempos indicados. (B) Acumulacion total de TC
(®) y unién o “binding” extsracelular (o) en hepatocitos de rata incubados durante 20 min con
10, 50, 100 o 200 uM de [ H]-TC. (C) Contenido de TC en nucleos aislados tras la incubacién
de los hepatocitos con el &cido biliar (m). Inserto: relacion entre el TC en los nlcleos, y el
contenido intracelular de TC (A), que se calculé como la diferencia entre el TC total en las
células y el “binding” del TC, mostrados en la figura B. Los valores son la media + EEM de
experimentos realizados con 4-8 preparaciones diferentes de hepatocitos.

En primer lugar se llevaron a cabo experimentos para determinar la evolucion

temporal de la captacién nuclear de TC, utilizando una concentraciéon 10 uM del AB
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radiactivo. En la figura 1A se observa que el contenido nuclear de TC aument6 de
manera lineal hasta los 30 min de incubacion, de ahi que eligiésemos un tiempo
inferior, 20 min, para realizar el resto de los estudios en condiciones que podriamos

denominar de velocidad inicial.

A continuacion se incubaron los hepatocitos durante 20 min, a 37°C, con
concentraciones crecientes de [°*H]-TC (10, 50, 100 o 200 uM) y se observo que tanto
el contenido en TC de las células (Fig. 1B) como el de los nucleos (Fig. 1C) se
incrementaba progresiva y paralelamente al aumentar la concentracion de TC en el
medio extracelular. Se determiné también la union inespecifica o “binding” extracelular
de TC, por medida de radiactividad en hepatocitos expuestos al AB a 4°C y en los que
se detuvo inmediatamente la captacién (tiempo O min). Como era esperable, este

parametro aumento linealmente con la concentracion de TC en el medio (Fig. 1B).

Dado que las preparaciones contenian hepatocitos binucleados y tetraploides,
los resultados del contenido nuclear de TC se normalizaron por la cantidad de ADN
presente en la muestra (Fig. 1C). El valor medio de este parametro fue de 2,86 + 0,34

ug ADN/10° células y no se alter6 por la incubacion con el TC.

La representacion del contenido nuclear de TC frente a su acumulacion
intracelular (calculada como la diferencia entre el contenido total en las células y el
“binding” inespecifico) mostrd una correlacién lineal (Fig. 1C, inserto). Estos
resultados indican que la cantidad de AB que alcanza el nucleo de los hepatocitos
depende directamente de sus niveles intracelulares. El valor positivo obtenido para la
interseccién con el eje de abscisas sugiere, ademas, la existencia de cierto grado de

union del TC a estructuras intracelulares.

4.1.2. CAPTACION DE DERIVADOS FLUORESCENTES DE ACIDOS BILIARES EN
NUCLEOS AISLADOS DE HEPATOCITOS

Los experimentos que acabamos de describir presentaban la limitacion de que,
debido a la manipulacion que entrafiaba el proceso de aislamiento de los nucleos, no
se podia descartar que durante el mismo se perdiera parte del AB que llegaba a ellos
durante la incubacién de las células. Por ello, y también para investigar si la entrada
de los ABs al nucleo dependia o no de estructuras o componentes citoplasméticos,
decidimos investigar la captacion/retencion de estos compuestos en ndcleos

previamente aislados a partir de hepatocitos de rata. Utilizamos como sustrato
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derivados fluorescentes de ABs que habiamos sintetizado por conjugacion con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (apartado 3.2.1.), y que nos permitian estudiar el
proceso mediante citometria de flujo. Los nucleos de hepatocitos se aislaron a partir
de homogenado hepatico, mediante centrifugaciones sucesivas en gradiente de
sacarosa (apartado 3.2.4.1). La pureza de las preparaciones obtenidas y la ausencia
de otros restos celulares se comprobd6, en una primera aproximacion, por microscopia
de contraste de fases. En la figura 2 se muestra una de esas preparaciones de
ndcleos aislados (Fig. 2B) y se puede comparar su tamafio y aspecto con el que
presentan los hepatocitos de rata en cultivo primario (Fig. 2A). Los nucleos aislados
se observaron también por microscopia confocal, comprobando su integridad
mediante la tincion de elementos de la envuelta nuclear como el complejo de poro
nuclear (NPC) (Fig. 2C) o la lamina B1 (Fig. 2D).

Fig. 2. (A y B) Imagenes representativas de microscopia de contraste de fases de un cultivo
primario de hepatocitos de rata (A) y de una preparacion de nacleos de rata (B) aislados a
partir de homogenado hepatico. (C y D) Imagenes representativas, obtenidas por microscopia
confocal, de los nucleos aislados de hepatocitos. EI ADN se marc6 con yoduro de propidio
(rojo, C) o con DAPI (azul, D). La envuelta nuclear se marcé mediante anticuerpos frente al
complejo de poro nuclear (verde, C) o frente a la lamina B1 (rojo, D).

Tras marcar el ADN con yoduro de propidio, los nucleos aislados se analizaron
por citometria de flujo (Fig. 3). Se observé que las preparaciones contenian dos
poblaciones de nucleos de diferente tamafo (Fig. 3A). El contenido en ADN de la
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poblacién de nucleos grandes era aproximadamente el doble que el de los nucleos
pequefios (Fig. 3B y 3C). Esto indica que estas poblaciones se obtuvieron a partir de
hepatocitos tetraploides y diploides, respectivamente.
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Fig. 3. Analisis por citometria de flujo de ndcleos aislados de hepatocitos de rata. (A y B)
Diagramas de puntos o “Dot plots” representativos que muestran las 2 poblaciones nucleares
obtenidas al aislar nucleos a partir de tejido hepatico, e incubarlos con yoduro de propidio para
marcar su contenido en ADN. (C) Histograma representativo del contenido en ADN en las 2
poblaciones de nucleos; NP, nucleos pequefios; NG, nlcleos grandes. (D-H) Histogramas
representativos correspondientes a ndcleos de hepatocitos tras 30 min de incubacion con 20
UM de isotiocianato de fluoresceina (FITC) (G), o de dextranos de diferentes pesos
moleculares marcados con FITC: FD-70S (70 kDa, D), FD-40S (40kDa, E), y FD-10S (10 kDa,
F) o del acido biliar fluorescente colilglicilamido fluoresceina (FITC-GC, H). Los nucleos se
resuspendieron en medio de carga (LM) que contenia el agente fluorescente a ensayar y se
incubaron a 37°C en oscuridad con agitacion suave. Su fluorescencia se analiz6 en el
citometro de flujo. En cada analisis se recogieron datos de 10.000 eventos (nicleos).

Para comprobar si estas preparaciones de nucleos de hepatocitos en
combinacién con la técnica de citometria de flujo, podian ser Utiles para estudiar el

transporte nuclear de moléculas fluorescentes, se realizO un primer tipo de
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experimentos cuyo objetivo era investigar la capacidad de los NPCs de limitar el paso
de moléculas al nucleo en razén del tamafio de dichas moléculas. Para ello se
utilizaron dextranos marcados fluorescentemente con FITC, de peso molecular 10
kDa, 40 kDa y 70 kDa (FD-10S, FD-40S y FD-70S, respectivamente), cuya captacion
nuclear se comparé con la de FITC.

Las suspensiones de nucleos se incubaron durante 30 min, a 37°C, con una
concentracion 20 uM del compuesto a estudiar. Tras la incubacién, una alicuota de la
suspension se afiadia al tampén FACSFlow utilizado como fluido envolvente y se
analizaba en el citometro. Las condiciones de adquisicion de datos en el citbmetro,
tales como el umbral de tamafio de la particula y el voltaje de los detectores de los
parametros FSC y SSC y del canal FL1, en el que se detecta la fluorescencia del
FITC, se ajustaron al inicio de cada analisis, utilizando para ello nacleos no tratados
con ningun compuesto fluorescente (Blanco) y nudcleos preincubados con FITC. El
voltaje del canal FL1 se ajustdé de manera que la poblacién nuclear Blanco presentase
siempre un valor de fluorescencia inferior a 10 unidades arbitrarias de fluorescencia
(UAF). En cada analisis se recogieron datos correspondientes a 10.000 eventos
(nucleos).

Cuando se incubaron los nucleos aislados con dextranos de diferentes pesos
moleculares marcados con FITC, se observé que la fluorescencia detectada en los
nucleos se fue incrementando a medida que el peso molecular de los FITC-dextranos
disminuia (Fig. 3D-3F). Estos datos concuerdan con los obtenidos en estudios previos
que afirman que los dextranos de tamafio inferior a 40 kDa pueden moverse
libremente entre el citoplasma y el nucleo (Peters, 1986). Los niveles de fluorescencia
en los nucleos fueron muy superiores tras incubarlos con FITC (389 Da) (Fig. 3G). En
ndcleos incubados con un derivado fluorescente de ABs, el conjugado de acido
glicocdlico FITC-GC (794 Da) se hallaron niveles menores de fluorescencia (aunque
entre 5-8 veces superiores a los niveles detectados para el dextrano de 10 kDa) (Fig.
3H).

A la vista de estos resultados parece evidente que el tamafio de la molécula es
determinante para su entrada/retencion en los nucleos aislados de hepatocitos. La via
mayoritaria de entrada en el nlcleo es a través de los NPCs. Estas estructuras
permiten el intercambio nucleo-citoplasmatico de iones, moléculas pequefas y
proteinas de pequefio tamafio. Ya se ha indicado que los dextranos de peso
molecular inferior a 20-40 kDa pueden moverse libremente entre el citoplasma y el

nucleo (Peters, 1986). Existen datos estructurales y funcionales que apoyan la
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existencia en el NPC de 8 canales periféricos pequefios dispuestos circularmente
alrededor de un gran canal central (Aebi, 1992; Shahin et al., 2001). Los dextranos de
10 KDa son demasiado grandes para entrar a través de estos canales periféricos,
pero difunden libremente a través del canal central. Nuestros resultados coinciden con
las observaciones de estos autores.

Los nucleos tratados con los dextranos de 40 y 70 kDa, que debido a su
tamafio no podrian pasar a través de los NPCs, presentaban una fluorescencia inicial
(inmediatamente tras afadir el compuesto fluorescente) similar en ambos casos
(datos no mostrados), que no se modificé con el tiempo de incubacién, lo que seria
compatible con una unién répida, probablemente inespecifica, de estas moléculas
fluorescentes a la envuelta nuclear (“binding”). Sin embargo, para el FD-10S, se
encontraron niveles de fluorescencia 3 veces mas altos ya al inicio del experimento
(datos no mostrados), junto con un moderado incremento con el tiempo de incubacion,
presumiblemente debido a la mayor entrada y retencidon de este compuesto en los

nacleos (Fig. 3F).

Moléculas pequefias, como el FITC, probablemente son capaces de entrar en
el ndcleo a través tanto del canal central como de los canales periféricos de los NPCs.
Eso justificaria el marcado incremento de la fluorescencia de la poblacion nuclear
encontrado tras 30 min de incubacién con este compuesto (Fig. 3G), que estaria
siendo captado y retenido dentro de los nucleos.

Por otra parte, la capacidad de captar estos compuestos fluorescentes de
manera selectiva en funcién de su tamafio es otra prueba en favor de que los nucleos
aislados en nuestras preparaciones conservaban su integridad. Otros autores han
utilizado también la capacidad de excluir dextranos fluorescentes de 64 kDa para
comprobar la integridad de nucleos aislados de oocitos de Xenopus laevis (Enss et al.,
2003).

Para estudiar la captacién nuclear de derivados fluorescentes de ABs y otros
compuestos fluorescentes de bajo peso molecular se realizaron experimentos que se
iniciaban afadiendo los nlcleos sobre la solucion del compuesto a estudiar (la
suspension resultante contenia 25 x 10° nicleos/ml). Inmediatamente tras la adicién
de los nucleos (30 seg) y a diferentes tiempos de incubacion se tomaba una alicuota
de la suspension nuclear, se afadia sobre FACSFlow y se analizaba la fluorescencia
de los ndcleos en el citometro de flujo. En primer lugar se estudid la evolucion

temporal y la dependencia de la temperatura del proceso de captacion (Fig. 4).
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Fig. 4. Andlisis por citometria de flujo de la captacion de compuestos fluorescentes por nucleos
aislados de hepatocitos de rata. (A) Evolucion temporal de la captacion nuclear de
isotiocianato de fluoresceina (FITC). Los ndcleos se incubaron en presencia de 20 uM de FITC
durante el tiempo indicado. Se distinguieron dos poblaciones de nucleos en funcién de su
tamafio y contenido en ADN, nucleos pequefios (o) y nucleos grandes (o). (B) Captacion
nuclear de ursodesoxicolilglicilamido fluoresceina (FITC-GUDC) durante 30 min. Los nudcleos
se incubaron en presencia de 20 uM de FITC-GUDC a 4 y 37°C. (C) Captacion de compuestos
fluorescentes por ndcleos aislados incubados con 20 uM de FITC, colilglicilamido fluoresceina
(FITC-GC) o FITC-GUDC, o con 5 pg/ml de calceina, rodamina 123, o doxorrubicina, a 37°C
durante 30 seg o 5 min. Los valores son medias + EEM de los valores de fluorescencia media,
obtenidos por citometria de flujo, en 5 experimentos realizados por duplicado con 5
preparaciones de nucleos distintas. *p < 0,05, significativamente diferentes al comparar
nacleos incubados a 4 y 37° C (B) o al comparar con los valores medidos a 30 seg (C) por el
test de t de Student para valores apareados. UAF, unidades arbitrarias de fluorescencia.

Se observéd que la captacién de FITC (Fig. 4A) y de los ABs fluorescentes
(datos no mostrados) por los ndcleos era un proceso rapido, tras los primeros 10 min
de incubacion los niveles de fluorescencia permanecian ya practicamente constantes,
siendo aproximadamente el doble en los nucleos grandes que en los pequefios, como
era de esperar. También se comprob6é que la captacidn era dependiente de la
temperatura, ya que fue significativamente mayor en los nucleos incubados a 37°C
gue en los incubados a 4°C (Fig. 4B).
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Se analizé a continuacion la captacion de FITC, de los derivados fluorescentes
de ABs, FITC-GC y FITC-GUDC, y de otros compuestos fluorescentes como
doxorrubicina, calceina y rodamina 123, tras incubacién con los nucleos a 37°C
durante 5 min. En la Fig. 4C se muestran los niveles de fluorescencia detectados en la
poblacion de nucleos grandes; se obtuvieron resultados cualitativamente similares
(aunque cuantitativamente diferentes) para los nudcleos pequefios (datos no

mostrados).

Tras la retencién inicial detectada a los 30 seg (debida probablemente a la
union inespecifica del compuesto, o “binding”) los ndcleos ya no captaron mas
calceina (un polianién de 666 Da) ni rodamina 123 (un compuesto cationico de 380
Da). Sin embargo, la fluorescencia de los nucleos si se increment6 tras 5 min de
incubacién con los conjugados fluorescentes de ABs, con doxorrubicina (580 Da) v,

mas marcadamente, con FITC (Fig. 4C).

Estos resultados contradicen la idea de la difusibn simple como Unica
responsable de la entrada al nucleo de moléculas pequefias, inferiores a 40 kDa
(Peters, 1986). Parece existir cierto grado de selectividad molecular, ya que moléculas
de similar tamafio y con carga eléctrica positiva 0 negativa, son capaces de entrar en
el nucleo con mas (FITC) o menos (calceina y rodamina 123) eficacia que los ABs.
Nuestros resultados sugieren que, ademas de difusién simple a través de los NPCs,
existen otros factores, distintos del tamafio molecular, que determinan el contenido

nuclear total de pequefias moléculas organicas, incluidos los ABs.

Debemos considerar que, en comparacion con lo que ocurre en condiciones
fisiologicas, el componente de difusién en el intercambio de ABs entre el citosol y el
nucleo a través de los NPCs ha sido probablemente sobrestimado en las condiciones
experimentales de nuestro estudio. En primer lugar porque, en las preparaciones
empleadas, los NPCs no estan involucrados en el trafico de macromoléculas, que en
condiciones normales tendria lugar en la célula viva. Se puede suponer que las
proteinas y el ARN que atraviesan estas estructuras se comportan como “tapones
parciales” transitorios dificultando la transferencia de pequefias moléculas a través del
NPC. En segundo lugar porque, aunque no hay mucha informacion acerca de las
concentraciones de ABs monoméricos en el citoplasma, se cree que estan en torno a
1 puM (Weinman y Maglova, 1994). Asi, la magnitud del gradiente de concentracion de
ABs entre el nacleo y el citosol probablemente es menor al empleado en este estudio.

Y por ultimo, debido al caracter hidréfobo de los ABs conjugados, éstos se uniran a

121



proteinas y lipidos intracelulares, que disminuyen sus gradientes de concentracion

eficientes para la difusion a través de los NPCs.

Por otra parte, para comprobar si el proceso de incorporacién de los ABs al
nucleo era saturable, se llevaron también a cabo experimentos de auto-inhibicion con
FITC-GUDC vy de inhibicién cruzada con ABs naturales. La carga nuclear de FITC-
GUDC fue lineal hasta una concentracion 120 uM en el medio extranuclear (datos no
mostrados). Ademas, los acidos GC, TC, GUDC, TUDC, TQDC y TDC no fueron
capaces de inhibir la carga de FITC-GUDC cuando los nucleos se incubaron durante 2
min con 5 uM de este derivado fluorescente y con 100 uM de cualquiera de los ABs

mencionados (datos no mostrados).

4.1.3. EFECTO DEL VOLUMEN NUCLEAR SOBRE LA CARGA DE COMPUESTOS
FLUORESCENTES

Para estudiar la influencia del tamafio nuclear sobre la acumulacion de
compuestos fluorescentes en los ndcleos, se disefiaron una serie de experimentos en
los que se modificé el tamafio nuclear por la presencia de diferentes concentraciones

de sacarosa (0-250 mM) en el medio de incubacion.

Cuando se incubaron nucleos aislados de hepatocitos de rata con FITC-GC
(10 uM) en presencia de sacarosa y se analizaron por citometria de flujo, ya no se
distinguieron las dos poblaciones de nucleos grandes y pequefios. Los nlcleos se
distribuian en un amplio rango de tamafio (Fig. 5A), cuyo valor medio dependia de la

concentracion de sacarosa en el medio de incubacion (Fig. 5B).

Al combinar datos obtenidos a partir de la misma preparacion de nucleos
aislados e incubados con diferentes concentraciones de sacarosa, se pudo analizar
un gran ndmero de nudcleos de diferentes tamafios. Estos se dividieron en 5
segmentos de tamafio que contenian un nimero de nudcleos similar (>1000). Los
valores de los experimentos realizados con sacarosa 0 y 50 mM no se incluyeron,
porque el tamafio de los nucleos no se distribuy6 en todos los segmentos de rango
arbitrario que se establecieron, sino que se concentrd casi exclusivamente en uno de

ellos.
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Fig. 5. (A) Diagrama de puntos o “Dot plot” representativo del tamafio nuclear frente a la
fluorescencia acumulada, tras 30 min de incubacién a 37°C, de los nlcleos aislados con un
medio que contenia 10 pM de colilglicilamido fluoresceina (FITC-GC), sacarosa 250 mM, y
HEPES/Tris 10 mM a pH 7,4. (B) Tamafio medio de los nulcleos aislados de hepatocitos
incubados en presencia de diferentes concentraciones de sacarosa (0-250 mM). Los valores
son las medias + EEM de 4 preparaciones de nlcleos diferentes. (C) Experimentos
representativos de la captacién de compuestos fluorescentes por estos nucleos. Los nucleos
se incubaron con 10 uM de isotiocianato de fluoresceina (FITC) (o), FITC-dextrano de 4 kDa
(o) o FITC-GC (A) a 37°C durante 30 min. Cada punto es el valor medio de mas de 1.000
nacleos del mismo segmento arbitrario de tamafio. (D) Media + EEM de los valores de la
interseccion con el eje Y (barras blancas) y de las pendientes de las rectas de ajuste (barras
negras) obtenidas en 4 experimentos individuales similares a los ilustrados en C. *p <0.05,
significativamente diferente de FITC mediante el test de Bonferroni.

Cuando se represent6 el valor del tamafio medio de cada segmento (corregido
por el nimero de eventos en cada uno) frente a la fluorescencia se observd una
correlacion lineal estadisticamente significativa entre el volumen nuclear y la
acumulacién de FITC, de FITC-GC y de un FITC-dextrano de 4 kDa (FD-4S) que
también se incluyo en el estudio (Fig. 5C). El punto de corte de las rectas de regresion
con el eje de ordenadas, que presumiblemente corresponde a la retencion del
compuesto fluorescente en un compartimento independiente del volumen nuclear, fue
muy similar para los tres compuestos fluorescentes (Fig. 5D). Sin embargo la

pendiente, es decir, la fluorescencia acumulada probablemente en el espacio
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intranuclear cuyo volumen podemos modificar con sacarosa, era significativamente
menor en el caso del FITC-GC que en los del FITC y el FD-4S (Fig. 5D). Hay que
sefalar que la fluorescencia de estos compuestos no se vio modificada por la

presencia de sacarosa en el medio.

El hecho de que la acumulacion intranuclear de FITC y del dextrano de 4 kDa
sean similares, mientras que el FITC-GC, con un peso molecular intermedio entre
ambos, presenta una acumulacion intranuclear significativamente menor, apoya la
hipétesis de que, ademas de un componente difusional, deben existir otros
mecanismos de transferencia afectados por factores, no estrictamente dependientes
del peso molecular y la carga, que determinen el contenido nuclear total de moléculas

pequenias, entre ellas los ABs.

4.1.4. LOCALIZACION DE LOS DERIVADOS FLUORESCENTES DE ACIDOS
BILIARES EN EL NUCLEO

Nos planteamos a continuacién tratar de visualizar los derivados fluorescentes
de ABs en el nucleo, para conocer su distribuciébn y localizacibn en ese
compartimento. En primer lugar se hicieron estudios en hepatocitos de rata en cultivo
primario, que se incubaron con 20 pM de FITC-GC durante 30 min, a 37°C. En el
microscopio confocal se observo una marcada fluorescencia verde en el citosol, junto
con una sefial mucho mas débil en el nucleo (Fig. 6A), donde el FITC-GC se distribuia
en diferentes compartimentos, como se esquematiza en la figura 6B. Dentro del
espacio intranuclear la fluorescencia del FITC-GC aparecia dispersa en el
nucleoplasma, pero también acumulada en ciertos puntos de mayor intensidad (Fig.
6A). El mismo tipo de estudios se llevé a cabo también con nucleos previamente
aislados de hepatocitos de rata, e incubados con el derivado fluorescente del AB (Fig.
6C-6H). En este caso, la fluorescencia del FITC-GC se observé con mayor nitidez
localizada en la envuelta nuclear y en el interior del ndcleo, tanto dispersa como
concentrada en ciertas regiones (Fig. 6C y 6F). Las zonas del nucleo en las que se
concentraba el AB eran regiones en las que el ADN parecia estar en un estado de
empaquetamiento mas laxo, ya que la fluorescencia del yoduro de propidio era menos

intensa en ellas (Fig. 6D y 6E).
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Fig. 6. (A) Imagen representativa de microscopia confocal de un hepatocito binucleado de rata
en cultivo primario tras la incubaciéon durante 30 min con colilglicilamido fluoresceina (FITC-
GC) 20 uM. (B) Representacién esquematica de la localizacion de la fluorescencia en los
compartimentos del ndcleo, indicada con asteriscos. (C-H) Se llevaron a cabo experimentos
similares con nucleos aislados que, tras la incubacién con FITC-GC (fluorescencia verde, C y
F), se fijaron y su ADN se tifié con 50 pug/ml de yoduro de propidio (fluorescencia roja, D y G).
(E y H) Co-localizacion de FITC-GC y ADN.

El mismo patrén de distribucidén nuclear se encontré cuando se incubaron tanto
las células (datos no mostrados) como los nucleos aislados con FITC (Fig. 7B), con el
FITC-dextrano de 10 kDa (Fig. 7C), y con varios derivados fluorescentes de ABs:
FITC-GC (Fig. 7D), FITC-GQDC (Fig. 7E), o FITC-GUDC (Fig. 7F). Sin embargo, en el
caso de nucleos incubados con calceina (Fig. 7G) o rodamina 123 (Fig. 7H), la
intensidad de la fluorescencia fue mucho menor, comparable a la autofluorescencia de
los nucleos no incubados con agentes fluorescentes, que se utilizaron como control
negativo (Fig. 7A), y no se observaron zonas intranucleares mas intensas. La
doxorrubicina, que penetraba en el nucleo con gran facilidad (Fig. 4C), se distribuia en

él homogéneamente, con una fluorescencia roja intensa (Fig. 71).
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Fig. 7. Imagenes representativas, obtenidas mediante microscopia confocal, de nucleos
aislados de hepatocitos de rata tras la incubacion con diferentes agentes fluorescentes. (A) La
autofluorescencia de los nucleos no incubados se consideré como control negativo. (B-I) Los
ndcleos se incubaron durante 30 min con 20 uM de isotiocianato de fluoresceina (FITC) (B), un
dextrano de 10 kDa marcado con FITC (FD-10S) (C), colilglicilamido fluoresceina (FITC-GC)
(D), quenodesoxicolilglicilamido fluoresceina (FITC-GQDC) (E), ursodesoxicolilglicilamido
fluoresceina (FITC-GUDC) (F) o con 5 pg/ml de calceina (G), rodamina 123 (H), o
doxorrubicina (1).

El siguiente paso de nuestro estudio fue poner a punto la inmunolocalizacion,
en hepatocitos de rata en cultivo primario, del receptor nuclear de ABs, FXR,
utilizando para ello un anticuerpo comercial especifico (Fig. 8). La fluorescencia
correspondiente a FXR se localizé fundamentalmente en el nucleo, en determinadas
zonas donde parecia acumularse (Fig. 8A y 8E). En hepatocitos preincubados con
FITC-GC se observo que la sefal intranuclear de FXR se localizaba en las mismas
regiones de baja densidad de ADN en las que también se concentraba el AB (Fig.
8C).

Estos estudios de inmunocitoquimica combinada con microscopia confocal se
extendieron también a la nucleolina y a otro receptor nuclear no relacionado con los
ABs, el PPARaq, para profundizar en la especificidad y el significado fisiolégico de la
co-localizacién de ABs y FXR (Fig. 9). Se empled nucleolina como un marcador de
regiones en las que la cromatina esta transcripcionalmente activa (Mongelard y
Bouvet, 2007; Storck et al., 2007).
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Fig. 8. (A-C) Imagenes representativas de microscopia confocal de la localizacion de FXR (A,
fluorescencia roja), FITC-GC (B, fluorescencia verde) o ambos en hepatocitos de rata en
cultivo primario preincubados durante 30 min con 20 uM de colilglicilamido fluoresceina (FITC-
GC) (C). Tras la incubacion, los hepatocitos se fijaron y se llevé a cabo la deteccion por
inmunofluorescencia con un anticuerpo especifico frente a FXR. (D y E) En una preparacion
diferente, el ADN se marcé con yoduro de propidio (fluorescencia roja) (D) y FXR con
fluorescencia verde (E). En la imagen F se muestra una mezcla de ambas fluorescencias.

A Nucleolina ADN+FXR
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| Aon+FXR
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Fig. 9. Imagenes representativas, obtenidas mediante microscopia confocal, de la localizacion en
hepatocitos de rata en cultivo primario, de FXR (A, fluorescencia roja), nucleolina (B,
fluorescencia verde), o ambas, junto a la tincion del ADN con DAPI (fluorescencia azul) (C). En
una preparacion diferente, se realiz6 un doble marcaje por inmunofluorescencia de FXR (rojo, D) y
PPARa (verde, E). En la imagen F se muestra una mezcla de ambas fluorescencias junto a la azul
debida a la tincién del ADN con DAPI.

La inmunodeteccion de FXR y nucleolina puso de manifiesto la co-localizacion

de ambas proteinas en pequefias regiones intranucleares (Fig. 9A-9C). Por el
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contrario, PPARa mostré una localizacion fundamentalmente citosdlica, ya descrita
para algunos receptores nucleares de tipo Il y en ciertas subpoblaciones de PPARa
en tejido hepético (Patel et al., 2005; Sumanasekera et al., 2003). La inmunodeteccion
de FXR y PPARa evidencid una localizacion subcelular diferente de ambos
receptores: distribucion principalmente nuclear en el caso de FXR vy citosoélica en el
caso de PPARa (Fig. 9D-9F).

En resumen, los estudios de microscopia confocal mostraron que los derivados
fluorescentes de ABs aparecen en la envuelta nuclear y también dentro del nucleo
donde, sin embargo, no se distribuyen de manera homogénea, sino que se
concentran en determinadas regiones en las que la cromatina estd menos
densamente empaquetada, pues son zonas que presentan un marcaje mas débil con
yoduro de propidio. Este tipo de distribucion no se da en el caso de otros compuestos
fluorescentes que también entran en el nicleo, como por ejemplo la doxorrubicina.
Por inmunocitoquimica pudimos comprobar que estas regiones coinciden con la
localizacién subnuclear del receptor de ABs, FXR, lo que sugiere que es la interaccion
especifica con su receptor lo que determina la localizacion de los ABs en el ndcleo.
Ademaés, las zonas del nacleo donde se concentran los ABs y se localiza FXR
corresponden a regiones de transcripcion activa de genes, como lo demuestra la
presencia en ellas de nucleolina. La co-localizacion en el nicleo de nucleolina y otros
receptores nucleares, como el receptor de glucocorticoides (Schulz et al., 2001) y de
estrégenos (Solakidi et al., 2007) ya se ha descrito. Esto apoya el concepto de que,
ademas de su presencia en el nucleolo contribuyendo a la sintesis de ARNr mediada
por la ARN polimerasa |, la nucleolina esta también implicada la sintesis de ARNm
llevada a cabo por la ARN polimerasa Il en zonas transcripcionalmente activas
(Angelov et al., 2006).

4.1.5. EFECTO DEL ATP SOBRE LA CARGA Y EL EFLUJO NUCLEAR DE
ACIDOS BILIARES Y OTROS COMPUESTOS FLUORESCENTES

Para profundizar en la naturaleza de los mecanismos implicados en la
captacion y/o retencion nuclear de los derivados fluorescentes de ABs, se realizaron
experimentos cuyo objetivo era investigar si éste es un proceso dependiente de

energia.

Para ello los nucleos aislados se incubaron con los compuestos fluorescentes

a estudiar en presencia de ATP, junto con un sistema regenerante del mismo (Marin
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et al., 1995). Este método se utiliza habitualmente para estudiar la dependencia de
ATP del transporte a través de membrana en sistemas, como las vesiculas de
membrana plasmaética, en las que la maquinaria celular implicada en la generacién de
energia no esta presente, incluyendo los estudios de transporte en nucleos aislados
(Enss et al., 2003).
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Fig. 10. Efecto del ATP sobre la captacion de compuestos fluorescentes en la poblacion de
ndcleos grandes. Los nucleos se incubaron en presencia de 20 uM de isotiocianato de
fluoresceina (FITC), colilglicilamido fluoresceina (FITC-GC), ursodesoxicolilglicilamido
fluoresceina (FITC-GUDC) o de 5 ug/ml de calceina, rodamina 123 o doxorrubicina durante 5
min a 37°C en presencia o ausencia de ATP. Los valores son medias + EEM de los valores de
fluorescencia media, obtenidos por citometria de flujo, de las poblaciones de nucleos en 5
experimentos realizados por duplicado con 5 preparaciones de nucleos distintas. *p < 0,05, al
comparar nucleos incubados en presencia o ausencia de ATP en el medio. UAF, unidades
arbitrarias de fluorescencia.

La cantidad de compuesto fluorescente incorporado al ndcleo se determiné por
citometria de flujo tras un periodo de 5 min de incubacién con los agentes
fluorescentes (Fig. 10). Se observd que la presencia de ATP en el medio redujo de
manera moderada, aunque estadisticamente significativa, la carga nuclear de los
compuestos ensayados. En el caso del FITC, por ejemplo, la fluorescencia media de

los nucleos fue 13% menor que la que se encontré en ausencia de ATP (Fig. 10).

Estos resultados sugieren la existencia de un efecto inhibidor o limitante del
ATP sobre la carga nuclear de estos compuestos, lo que podria deberse, bien a que el
ATP bloquea su entrada en el nucleo a través de los NPCs, o bien a que existen
sistemas dependientes de ATP que facilitan su expulsién, reduciendo asi la carga

nuclear. Se ha descrito que la difusién de pequefios iones a través de los canales
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periféricos del NPC es sensible al ATP (Shahin et al., 2001), pero no se sabe si esto

afecta también al paso de moléculas de pequefio tamafio como las aqui estudiadas.

Ademas del efecto del ATP, en estos ensayos se puso otra vez de manifiesto
que la conjugacion con un AB, ya sea el GC o el GUDC, tenia como consecuencia
una reduccion de la carga nuclear de FITC. De nuevo, no podemos saber si esto se
debe a que la union al AB dificulta de algin modo la entrada del compuesto
fluorescente en el nacleo a través del NPC, por ejemplo al aumentar el tamafio o
cambiar las propiedades fisicoquimicas de la molécula, o a que facilita su expulsién a
través de un mecanismo aun no conocido y que, de acuerdo con nuestros resultados,

podria ser dependiente de ATP.

Otro de los compuestos investigados, la doxorrubicina o adriamicina, es un
antibidtico derivado de la antraguinona que se utiliza como agente inmunosupresor e
inhibidor de la transcriptasa reversa y de la ARN polimerasa. Es sustrato de la bomba
exportadora MDR1 y también de proteinas de la familia MRP ("Multidrug Resistance-
associated Protein”) (Hendrikse, 2000). En células tumorales que sobreexpresan
estas proteinas se reduce el contenido intracelular de doxorrubina y, como
consecuencia de ello, su union al ADN nuclear. En presencia de ATP la fluorescencia
media de doxorrubicina determinada en los nudcleos fue inferior a la registrada en
ausencia de ATP (Fig. 10). Lo mismo ocurrié en el caso de nucleos incubados con
calceina, un polianion de pequefio tamafio (666 Da) que también es sustrato de las
proteinas exportadoras de la familia MRP (Feller et al., 1995).

Por ultimo, se incluyd en el estudio la rodamina 123, un compuesto fluorescente
de naturaleza catiénica que, precisamente por ello, tiende a acumularse en las
mitocondrias, siendo til para estudiar el potencial de membrana mitocondrial. La
fluorescencia media de los nucleos tratados con rodamina también experiment6 un

descenso con la presencia de ATP en el medio (Fig. 10).

Estos resultados refuerzan la evidencia de que existen en el nucleo
mecanismos capaces de limitar o reducir la carga nuclear de moléculas de pequefio
tamafio, que podrian ser dependientes de ATP. El hecho de que tanto la calceina
como la doxorrubicina, al igual que los ABs y el FITC (Dhar et al., 1998), sean sustrato
de bombas transportadoras de la familia ABC, que son capaces de expulsarlos de las
células a expensas de la hidroélisis de ATP, sugiere que quiza en la envuelta nuclear

existen también transportadores de ese tipo, que aun no han sido identificados, y que
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pudieran expulsar del nacleo moléculas que por su pequefio tamafio entren libremente

a través de los NPCs.

A la vista de los resultados que acabamos de describir, y para profundizar en
los mecanismos que podrian estar implicados en el descenso de la carga nuclear de
los derivados fluorescentes de ABs en presencia de ATP, se realizaron experimentos
en los que se pre-cargaron nucleos aislados con estos agentes para estudiar
posteriormente su salida al medio. Tras 30 min de incubacién a 37°C en un medio que
contenia 20 uM del AB fluorescente (Fig. 11A), los ndcleos se suspendian en 100
volimenes de medio sin agente fluorescente, que contenia 0 no ATP y un sistema
regenerante de ATP. Mediante citometria de flujo se analizé la fluorescencia retenida

en los ndcleos a diferentes tiempos de eflujo.

Como se observa en la figura 11A, el contenido de FITC-GUDC en los ndcleos
pre-cargados disminuyd rapidamente al ponerlos en el medio libre de fluorescencia,
hasta alcanzar valores mas o0 menos estables, de aproximadamente un 20% de la
carga inicial, a los 5-10 min de iniciarse el eflujo. Resultados similares se obtuvieron

también en nucleos pre-cargados con FITC-GC (datos no mostrados).

En la figura 11B se comparan los niveles de FITC-GUDC en los nucleos
determinados en el min 10 de eflujo, cuando éste ocurria en ausencia o en presencia
de ATP en el medio. El contenido fue siempre inferior en los nucleos incubados en
presencia de ATP, siendo la diferencia estadisticamente significativa. Cuando se
representaron los resultados obtenidos en las distintas preparaciones de nucleos
aislados de manera individual, se observé que el fendmeno se repetia en todos los

casos dentro de la misma preparacion (Fig. 11B).
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Fig. 11. (A) Evolucién temporal del contenido de ursodesoxicolilglicilamido fluoresceina (FITC-
GUDC) en nlcleos pre-cargados durante 30 min con 20 uM de FITC-GUDC (CAPTACION) e
incubados después 30 min en un medio sin FITC-GUDC (EFLUJO). (B) Contenido de FITC-
GUDC en los nucleos tras 10 min de eflujo en presencia (+ATP) o ausencia (-ATP) de ATP y
un sistema regenerante de ATP en el medio de incubacion. Los valores son medias + EEM de
los valores de fluorescencia media, obtenidos por citometria de flujo, en 5 experimentos
realizados por duplicado con 5 preparaciones de nucleos distintas. Se muestran también los
valores individuales obtenidos en cada experimento. Los datos corresponden a la poblacion de
ndcleos grandes y estan expresados en porcentaje respecto del contenido nuclear de FITC-
GUDC a tiempo 0 min. *p<0,05, al comparar los nucleos incubados en presencia y en ausencia
de ATP por el test de valores apareados.

Estos resultados también apoyan la hipétesis de la presencia en la envuelta
nuclear de una bomba de eflujo estimulada por ATP. Son muchos los sistemas de
transporte a través de membranas que son activados por el ATP, como las proteinas
de la familia ABC ("ATP Binding Cassette") de la membrana plasmatica, capaces de
expulsar una amplia variedad de sustratos de las células donde se expresan,
reduciendo asi su concentracion intracelular. La existencia en la membrana nuclear de
transportadores de este tipo podria reducir el contenido intranuclear de moléculas de
tamafio pequefio o0 medio, capaces de difundir hacia el interior del nlcleo a través de
los poros de la envuelta nuclear. Hay que tener en cuenta que de las méas de 70
proteinas localizadas en la membrana de la envuelta nuclear sélo se conoce la
funcion de menos de una decena (D'Angelo y Hetzer, 2006), por lo que no es
descabellado proponer que entre las mas de 50 por identificar, se encuentre una o
varias bombas exportadoras. Ademas, se han presentado evidencias que sugieren
gue las células de carcinoma de ovario y mama expresan MRP2 en la envuelta
nuclear (Maciejczyk et al., 2011; Surowiak et al., 2006), una proteina de la
superfamilia ABC capaz de transportar gran variedad de aniones organicos, aunque

no ABs monoaniénicos.
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4.2. IDENTIFICACION DE PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE LA FAMILIA
ABC EN LA ENVUELTA NUCLEAR DE HEPATOCITOS DE RATA

Los resultados descritos en el apartado anterior parecen sugerir la existencia,
en la envuelta nuclear, de proteinas ATP-dependientes capaces de expulsar del
nucleo de forma selectiva diferentes compuestos organicos de tamafio medio. Tanto
la doxorrubicina como la calceina y los ABs marcados con fluoresceina son sustratos
de bombas de eflujo de la familia ABC (Briz et al., 2007). La presencia de una de
estas proteinas en la envuelta nuclear podria explicar la reduccion del contenido

nuclear de estos compuestos en presencia de ATP.

Con el fin de investigar esta hipétesis, se decidié estudiar la presencia de
varias proteinas transportadoras de la familia ABC en nucleos aislados de hepatocitos
de rata. En primer lugar se determind, por Western blot, la pureza de las
preparaciones de nlcleos aislados, para confirmar la ausencia de contaminacién con
otras membranas, tanto de la membrana plasmatica como de las membranas de otros

organulos subcelulares (Fig. 12).

Homogenado Nucleos Aislados

- e e <« LaminaB1
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Fig. 12. Deteccién por Western blot de diferentes marcadores de organulos y membranas
celulares en tres homogenados hepaticos (calles 1-3) y tres preparaciones de nuicleos aislados
de hepatocitos de rata (calles 4-6). La deteccion se llevé a cabo utilizando los
correspondientes anticuerpos especificos (tabla 4 de Material y Métodos). Se cargaron 25 ug
de proteina en cada calle. Los pesos moleculares de las bandas se corresponden con los
esperados para lamina B1 (68 kDa), GAPDH (37 kDa), Na'/K'-ATPasa (110 kDa), calnexina
(90 kDa) y para la proteina de la red trans del Golgi TGN38 (38 kDa).
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Se llevd a cabo la inmunodeteccion de marcadores caracteristicos de
diferentes organulos y membranas celulares en varias preparaciones de homogenado
hepatico y de nucleos de hepatocitos de rata aislados a partir de estos homogenados.
En la figura 12 se muestran imagenes representativas correspondientes a este
estudio. Observamos un claro enriquecimiento de las preparaciones de nucleos con
lamina B1. Esta proteina se localiza adherida a la cara interior de la envuelta nuclear
interna (Dechat et al., 2008; Gruenbaum et al., 2005), por lo que se emple6 como
marcador nuclear. Por el contario, en las preparaciones de nlcleos no se aprecio
contaminaciébn con proteinas citosélicas (la enzima GAPDH, abundante en
homogenado, no se detectaba), con membrana plasmatica (ausencia de la enzima
Na’/K*-ATPasa), ni con el aparato de Golgi (ausencia de la proteina de la red trans-
Golgi TGN38). En los nucleos aislados si se detect6é calnexina, una proteina integral
de membrana que se localiza tanto en el reticulo endoplasmatico (RE) como en la
envuelta nuclear externa (Dreger et al., 2001), por lo que su presencia en las
fracciones nucleares aisladas era esperable. Estos resultados nos confirman la
ausencia de contaminacién con otros organulos celulares de las preparaciones de
nucleos aislados, cuya morfologia y aparente integridad funcional se habian puesto ya
de manifiesto en los experimentos descritos en el apartado 4.1.

A partir de estas preparaciones de nucleos se aislaron y purificaron las
envueltas nucleares. Para ello se sometieron los nicleos a digestién con ADNasas y
ARNasas (apartado 3.2.9.1.). Para caracterizar las preparaciones se determiné su
empobrecimiento en ADN. Al final del proceso se consiguid reducir el contenido de
ADN al 15-20% del determinado inicialmente en las preparaciones de nudcleos. Las
envueltas o membranas nucleares asi obtenidas se incluyeron, junto con los ndcleos
de partida, en el analisis por Western blot de una serie de proteinas de la superfamila
ABC que se expresan en el tejido hepatico sano (Fig. 13). Se incluyeron también
muestras de homogenado hepatico (calle 1) y de crudo de membranas (calle 2) como
controles positivos de las proteinas de interés. En todos los casos se carg6 la misma
cantidad de proteina (25 pg) en cada calle. Como marcadores de la envuelta nuclear

se utilizaron lamina B1 y nucleoporina, proteina que forma parte del NPC.

Todas las proteinas ABC analizadas se detectaban en las muestras de
homogenado hepatico y de crudo de membranas (Fig. 13), obteniéndose bandas de
diferente intensidad, pero del peso molecular esperable en todos los casos. Estas
bandas no aparecian en las preparaciones de nicleos y envueltas nucleares aislados,

con una excepcion. La banda de 190 kDa correspondiente a Mrp2 (Abcc2) se
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detectaba no sélo en las muestras de homogenado y crudo de membranas, como era
esperable tratandose de una proteina de la membrana canalicular del hepatocito, sino
también en las muestras de nucleos y envueltas nucleares. También con el anticuerpo
frente a Abcc6 se detectd una sefial tenue en la calle de los nucleos (Fig. 13), pero la
doble banda observada no se correspondia exactamente con la Unica banda
detectada en homogenado y crudo de membrana, y no aparecia tampoco en las
muestras de envuelta nuclear, por lo que pensamos que probablemente se trata de

una sefal inespecifica.

- e <« laminaBl

Fig. 13. Imagenes representativas de la deteccién por Western blot de proteinas de la
superfamilia ABC en muestras de homogenados hepaticos de rata (calle 1), y preparaciones
de crudo de membranas (calle 2), de nucleos aislados de hepatocitos de rata (calle 3) y de
envueltas nucleares aisladas (calle 4). Se cargaron 25 ug de proteina en cada calle. Los pesos
moleculares de las bandas se corresponden con los esperados para cada transportador:
MDR1 (140 kDa), ABCG2 (72 kDa), ABCC2 (190 kDa), ABCC3 (180 kDa), ABCC4 (159 kDa) y
ABCCS6 (170 kDa), y para cada uno de los dos marcadores de envuelta nuclear empleados, el
complejo de poro nuclear (NPC) (62 kDa) y lamina B1 (68 kDa). La deteccién se llevé a cabo
utilizando los anticuerpos indicados en la tabla 4 de Material y Métodos.

La sefial para Mrp2 detectada en las fracciones nucleares llam6 nuestra
atencion ya que era la primera vez que se describia la localizacion nuclear de esta
proteina en hepatocitos. Sin embargo, aunque con resultados poco contundentes, ya

se habia sugerido la presencia de MRP2 en la membrana nuclear de células de
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carcinoma de ovario (Surowiak et al.,, 2006) y de mama (Maciejczyk et al., 2011),
mientras que Babakhanian y colaboradores han descrito la presencia de la p-
glicoproteina (Mdrl) en la envuelta nuclear de células cerebrales de rata
(Babakhanian et al., 2007). Sin embargo, en nuestras preparaciones de nucleos
aislados y envueltas nucleares no observamos sefial positiva para Mdrl.

4.2.1. LOCALIZACION DE MRP2 EN LA ENVUELTA NUCLEAR DE HEPATOCITOS
DE RATA

Para confirmar la presencia de Mrp2 en la envuelta nuclear se decidié en
primer lugar probar otros anticuerpos anti-Mrp2, que reconociesen otros epitopos de
la proteina, diferentes al reconocido por el anticuerpo comercial M,l115 monoclonal de
ratén utilizado en los estudios que se muestran en la figura 13. Se empleé un
anticuerpo policlonal de conejo (K13), cedido amablemente por el Dr. Bruno Stieger
de la Universidad de Zurich, y el anticuerpo comercial M,llI6, otro anticuerpo
monoclonal de ratdn que reconoce un epitopo situado en el extremo carboxi-terminal
de la proteina Mrp2. Con ambos anticuerpos se pudo observar también una sefial
positiva para Mrp2, tanto en las preparaciones de nucleos aislados como en las de
envueltas nucleares (Fig. 14A).

A continuacion se investigo si la Mrp2 presente en la envuelta nuclear era una
proteina madura y potencialmente funcional, ya que se ha demostrado que sélo las
proteinas ABC N-glicosiladas muestran actividad excretora en hepatocitos cultivados
en sandwich (Draheim et al., 2010). Para ello se sometio a las muestras de
homogenado hepatico, crudo de membranas, nucleos aislados y envueltas nucleares
a un tratamiento con la enzima N-glicosidasa F (PNGasa F). Esta enzima es una
amidasa que rompe el enlace N-glicosidico entre el aminoacido asparragina y

oligosacaridos complejos ricos en manosa (Tretter et al., 1991).

Como se puede observar en la figura 14B, el tratamiento con PNGasa F redujo
el tamafio de la proteina Mrp2 tanto en las muestras de homogenado y crudo de
membranas, como en las de nudcleos y envueltas nucleares. El tamafio de la proteina
detectada pas6é de 190 a 180 kDa. Como se indic6 en el esquema 5 de la
Introduccion, MRP2 posee 3 sitios de N-glicosilacion. Si la proteina no esta glicosilada
correctamente, como ocurre en el caso de la MRP2 mutada de los pacientes con
sindrome de Dubin-Johnson, su tamafio es menor y es retenida y degradada en el RE

(Keitel et al.,, 2000), lo que podria explicar su eventual localizacion en el
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compartimento envuelta nuclear-RE. Sin embargo, la proteina que estamos
detectando en la envuelta nuclear de hepatocitos de rata tiene el tamafio adecuado
para la proteina madura y esta glicosilada, ya que es susceptible de ser desglicosilada
(Fig. 14B).

- M H b < ABCC2(K13)
n — P‘ . < ABCC2(M,lII6)

— - s < NPC (Mab414)

Homogenado Crudo Membranas
Control DG Control DG

ey g=

Nucleos Aislados Envueltas Nucleares
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P <« ABCC2

<« ABCC2

o —

Fig. 14. (A) Imagenes representativas de la deteccion por Western blot de la proteina MRP2
(ABCC2) en muestras de homogenados hepaticos de rata (calle 1), y en preparaciones de
crudo de membranas (calle 2), de nucleos aislados de hepatocitos de rata (calle 3) y de
envueltas nucleares aisladas (calle 4). La deteccién se llevé a cabo utilizando dos anticuerpos
diferentes frente a dos epitopos distintos de MRP2 (K13 y M2l1I6, ver tabla 4 de Material y
Métodos). Se analiz6 también el complejo de poro nuclear (NPC) como marcador de envueltas
nucleares. (B) Imagenes representativas de la deteccién por Western blot de la proteina MRP2
(ABCC2) en muestras tratadas o no con la enzima PNGasa F para desglicosilar glicoproteinas.
En la imagen superior se observan las muestras tratadas (DG) o no (Control) de homogenado
hepatico de rata (calles 1y 2) y de crudo de membranas (calles 3 y 4). En la imagen inferior las
muestras de preparaciones de nucleos aislados de hepatocitos de rata (calles 1 y 2) y de
envueltas nucleares aisladas (calles 3 y 4) tratadas (DG) o no (Control) con PNGasa F. La
deteccion se llevd a cabo utilizando el anticuerpo monoclonal M21116. En todos los casos se
cargaron 25 pg de proteina en cada calle. El peso molecular de la banda corresponde a 190
kDa, en el caso de la proteina MRP2 madura, y a 180 kDa en el caso de la proteina
desglicosilada.

Para confirmar la localizacién nuclear de Mrp2, a modo de control negativo

decidimos emplear muestras procedentes de ratas Wistar TR-, deficientes en Mrp2,
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que se consideran un modelo animal del sindrome de Dubin-Johnson. En estas ratas,
la delecién de un nucledtido en el gen Abcc2 provoca la reduccion de los niveles de
ARNmM y la ausencia de proteina, con la consiguiente aparicién de hiperbilirrubinemia
conjugada (fenotipo TR-) (Paulusma et al., 1996). En la figura 15 se puede observar la
ausencia de proteina Mrp2 en las muestras procedentes de estas ratas
hiperbilirrubinémicas, tanto en homogenado hepético como en nucleos aislados. Esto
sugiere que la sefal detectada en los nlcleos de las ratas Wistar silvestres es una

sefal genuina de Mrp2.

Por otro lado, decidimos investigar si los niveles de expresion de la Mrp2
perinuclear respondian a las manipulaciones experimentales que se sabe que alteran
la expresion de la Mrp2 canalicular. Para ello, en primer lugar, se trataron ratas Wistar
con dexametasona, un glucocorticoide sintético que induce la expresion de Mrp2 en
hepatocitos de rata (Courtois et al., 1999a). En el panel superior de la figura 15 se
puede apreciar el incremento de la expresion de Abcc2 en los animales tratados
durante 4 dias con dexametasona (50 mg/kg p.c./dia, via i.p.), tanto en homogenado

hepatico como en la fraccién nuclear.

La colestasis extrahepatica es una patologia que, entre otras alteraciones,
provoca en el higado una represion de los niveles de Mrp2, junto con un incremento
compensatorio de los de otros transportadores asociados a la resistencia a farmacos
(como Mrp3 o Mrp4) (Denk et al., 2004; Donner y Keppler, 2001). Para inducir
quirargicamente la colestasis se realizd6 una ligadura del conducto biliar (BDL, del
inglés “Bile Duct Ligation”) en ratas Wistar. Tras 2 dias de obstruccion se obtuvieron
muestras y se analizaron mediante Western blot (Fig. 15, panel inferior),
observandose una marcada reduccién de los niveles de Mrp2 con respecto a los de
las ratas control, tanto en el tejido hepatico como en los nlcleos aislados a partir del

mismo.

Se ha sugerido que el cisplatino podria ser sustrato de MRP2 siempre que
esté conjugado con glutatién (Paulusma et al., 1999). Existe cierta controversia acerca
de la capacidad de este agente citostatico de alterar los niveles de expresion de
diferentes transportadores, entre ellos MRP2. Se ha descrito tanto una induccion - en
hepatocitos y lineas celulares humanas expuestos a cisplatino (Kauffmann et al.,
1997; Taniguchi et al., 1996) - como la ausencia de cambios en ratas tratadas con
este agente (Demeule et al., 1999). El analisis de la expresion de Mrp2 en higado de
rata tras un tratamiento con cisplatino durante 4 dias (2 mg/kg p.c./dia, via i.p.) puso

de manifiesto, a diferencia de lo descrito en la bibliografia, un descenso en los niveles
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de esta proteina. Este descenso fue evidente tanto en el homogenado hepatico como

en las muestras de nucleos aislados (Fig. 15, panel inferior).

Homogenado Nucleos Aislados
Dexa Control TR- Dexa Control TR-
- .- - e
e GEES S COEEy T w» <« LaminaB1
Homogenado Nucleos Aislados
Control CDDP BDL Control CDDP

H “ ‘ <« ABce2
—_—-— B e <o

Fig. 15. Imagenes representativas de la detecciéon por Western blot de la proteina MRP2
(ABCC2) en muestras de homogenados hepaticos de rata (paneles izquierdos) y en
preparaciones de nucleos aislados de hepatocitos de rata (paneles derechos). En cada calle
se cargaron 25 ug de proteina procedentes de muestras de ratas Wistar no tratadas (control),
tratadas con dexametasona (Dexa) o cisplatino (CDDP) o con ligadura del conducto biliar
(BDL). Como control negativo se utilizaron homogenados y nucleos obtenidos de ratas TR-,
gue no expresan MRP2. Como normalizador de carga se empleo la lamina B1 (68 kDa). El
peso molecular de la banda fue el esperado para la proteina Mrp2 (190 kDa).

Todos estos resultados sugieren la presencia de la proteina Mrp2 madura y
glicosilada en lo que denominaremos compartimento nucleo/reticulo endoplasmico
(N/RE) o compartimento perinuclear, cuyos niveles de expresion son regulables por
sefiales que modulan la expresion de esta poteina en el canaliculo biliar. Sustenta
esta hipotesis la deteccion de la proteina con diferentes anticuerpos especificos anti-
Mrp2, asi como la ausencia de sefial en las muestras procedentes de ratas TR-, que
no expresan Mrp2. Ademas esta el hecho de que la proteina perinuclear responde a
diferentes tratamientos que inducen (dexametasona) o reprimen (BDL y cisplatino) la

expresion de la Mrp2 canalicular.

La MRP2, entre otros tejidos, se localiza en el higado, concretamente en la
membrana canalicular de los hepatocitos (Buchler et al., 1996; Keppler y Kartenbeck,
1996; Paulusma et al., 1997). Algunos estudios han sugerido la presencia de
proteinas ABC en la envuelta nuclear de células de cerebro de rata y de carcinoma de

ovario humano (Babakhanian et al., 2007; Surowiak et al., 2006). Basandonos en esos
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estudios y en los resultados obtenidos por Western blot, nuestro siguiente objetivo fue

intentar visualizar la localizacion subcelular de MRP2 mediante microscopia.

En una primera aproximacion se realiz6 inmunolocalizacion de Mrp2 en
hepatocitos de rata, tanto recién aislados como en cultivo primario, y también en las
preparaciones de nucleos aislados en las que habiamos detectado la proteina por
Western blot. Se probaron los tres anticuerpos frente a Mrp2 (tabla 5 de Material y
Métodos) que habian dado sefial positiva en las membranas y se observaron las
preparaciones en el microscopio confocal, buscando co-localizacién con marcadores
de la envuelta nuclear como la lamina B1 o la nucleoporina. Sin embargo, tras
numerosos intentos modificando las condiciones del cultivo y/o del inmunomarcaje, no
pudimos visualizar de manera inequivoca y reproducible Mrp2 en la envuelta nuclear
de los hepatocitos, aunque si se detectaba el transportador en la membrana
plasmética y también en actimulos intracelulares mas o menos proximos al nicleo

(datos no mostrados).

Este revés nos llevé a plantearnos la posibilidad de clonar MRP2 con una
etiqueta que pudiéramos seguir facilmente por inmunocitoquimica, transfectar con esa

construccién células hepéticas y estudiar su localizacion subcelular.

Mediante tecnologia Gateway se obtuvo un vector de expresion que contenia
el ortdlogo humano de MRP2 marcado con la etiqueta V5 (apartado 3.2.6.2. de
Material y Métodos). Este vector, denominado pcDNA6.2-MRP2-V5, cuyo esquema se
muestra en la figura 16, presenta en su secuencia el promotor CMV con objeto de
activar la expresion de MRP2-V5 en células de mamifero. El estudio de restriccién con
las enzimas EcoRV y Acc65I/Pvul (Fig. 16) permitié confirmar la estructura del vector
pcDNA6.2-MRP2-V5 que se habia construido, pues los tamafios de los fragmentos de
ADN obtenidos tras la digestion con estas enzimas coincidian con los esperados.
Posteriormente, se secuencio la construccion, y no se encontraron diferencias entre la
secuencia obtenida y la depositada en GenBank para la ORF de MRP2 (NM_000392;
25-SEP-2011).
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Fig. 16. Mapa del vector pcDNA6.2-MRP2-V5 y separacion electroforética en gel de agarosa
de los fragmentos de restriccién obtenidos tras su digestion con las enzimas EcoRV (calle 3) y
Acc651/Pvul (calle 4). La calle 2 corresponde al plasmido sin digerir, y la calle 1 al patron de
tamafios del ADN.

Se transfectaron células Alexander de hepatoma humano con la construccion

utilizando lipidos catiénicos (apartado 3.2.8.5.). En la figura 17 se muestran imagenes

representativas de microscopia confocal de las células Alexander transfectadas. Las

células, 48 h después de la transfeccion, se incubaron durante 30 min con calceina,
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un sustrato fluorescente de MRP2 (Feller et al., 1995). Se inmunolocaliz6 la proteina
exogena MRP2 utilizando un anticuerpo frente a la etiqueta V5, y la calnexina como
un marcador de RE. Se observé que la MRP2 se localizaba en el compartimento
perinuclear y también en la membrana de vesiculas citoplasmaticas, donde co-

localizaba con calnexina (Fig. 17).

Se observé también que células transfectadas con MRP2-V5 retenian menos
calceina que las células circundantes no transfectadas, lo que sugiere que se trata de
una proteina funcional. Del mismo modo, el hecho de que el nlcleo y las vesiculas en
cuya membrana se expresa la MRP2 exdégena excluyan también la fluorescencia
verde correspondiente a la calceina, apoya la funcionalidad de esta MRP2 de

localizacién intracelular (Fig. 17).

Fig. 17. Im&genes representativas de microscopia confocal de células Alexander de hepatoma
humano, en cultivo. Las células se transfectaron con la construccion MRP2-V5 y 48 h después
se incubaron durante 30 min con 10 uM de calceina (fluorescencia verde). Se inmunolocalizé
calnexina como marcador de reticulo endoplasmético (fluorescencia violeta) y V5 como
marcador de la proteina exégena MRP2-V5 (fluorescencia roja). Los nlcleos, de color azul, se
tiferon con DAPI.

En la figura 18 se puede apreciar en detalle la localizacion perinuclear de
MRP2 en las células Alexander transfectadas. Las imagenes de microscopia confocal

muestran la inmunolocalizacion de MRP2 (fluorescencia verde) y lamina Bl

142



(fluorescencia roja) utilizada como marcador de la envuelta nuclear interna Las
ampliaciones de la imagen (C y D) demuestran que, a pesar de su proximidad, MRP2
y lamina B1 no co-localizan exactamente, sino que MRP2 parece estar situada en la
envuelta nuclear externa, mientras que la lamina Bl presenta su caracteristica
localizacién adherida a la cara interior a la envuelta nuclear interna (Dechat et al.,
2008; Gruenbaum et al., 2005). En esta microfotografia podemos observar como las
envueltas nucleares interna y externa se separan en una zona (parte inferior de la

imagen), evidenciando mas aun la diferente localizaciébn de ambas proteinas.

Fig. 18. Iméagenes representativas de microscopia confocal de células Alexander de hepatoma
humano transfectadas con la construccion MRP2-V5. Inmunolocalizaciéon de V5 como
marcador de la proteina exdgena MRP2-V5 (fluorescencia verde) y de lamina B1 como
marcador de la envuelta nuclear interna (fluorescencia roja). Los nlcleos, de color azul, se
tineron con DAPI. En D se observa una ampliacion de la parte inferior de C, donde se aprecia
la separacién de las membranas nucleares externa e interna.

4.2.2. ESTUDIO DE LA POSIBLE FUNCION DE MRP2 EN EL COMPARTIMENTO
NUCLEO/RETICULO ENDOPLASMATICO

El siguiente paso de nuestro estudio fue tratar de encontrar una explicacion

funcional a la presencia de Mrp2 en el compartimento N/RE.

El cisplatino es un farmaco antitumoral ampliamente empleado en el

tratamiento de muchos tipos de cancer. Su mecanismo de accién se basa en su union
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a residuos de guanina del ADN para formar aductos, que interfieren con la replicacion
del ADN (Fichtinger-Schepman et al., 1985).

La resistencia al cisplatino se ha relacionado con la sobreexpresion de MRP2
en tejidos tumorales (Cui et al., 1999). De hecho, los mismos autores que describieron
la presencia de MRP2 en la envuelta nuclear de células de carcinoma de ovario,
encontraron que ésta se correlaciona positivamente con la resistencia a cisplatino en
estos tumores, y con un mal prondstico clinico (Surowiak et al., 2006). Por ello
elegimos este farmaco, sustrato de MRP2, para llevar a cabo un estudio in vitro,
utilizando hepatocitos de rata en cultivo primario expuestos a cisplatino, en los que se
analiz6 tanto el contenido celular de este agente como el grado de platinacion del
ADN. La hipétesis que pretendiamos comprobar era que, si la Mrp2 localizada en la
envuelta nuclear protege al ADN nuclear expulsando cisplatino de este
compartimento, para un mismo nivel de cisplatino en las células deberiamos encontrar
mayor grado de platinacion del ADN en hepatocitos procedentes ratas TR-, que

carecen de Mrp2, que en hepatocitos de ratas Wistar control.

Tras exponer el cultivo a diferentes concentraciones de cisplatino durante 3 h,
las células se lisaban y el lisado se fraccionaba, empleando una parte para determinar
el contenido celular total de platino (que se corrigié por la cantidad de proteinas) y el
resto para aislar ADN y analizar después su cantidad y el contenido de platino, lo que
permite calcular el grado de platinacion del ADN. La determinacion de platino se llevo

a cabo mediante espectrometria de absorcién atomica.

Al representar el grado de platinacién del ADN frente al contenido de platino en
los hepatocitos (Fig. 19), se observd que ambos parametros se alineaban segun
correlaciones estadisticamente significativas. Sin embargo, las pendientes de las
rectas de regresion obtenidas para hepatocitos control y TR- eran muy similares.
Estos datos indican a que, a diferencia de lo esperado, para un mismo nivel
intracelular del farmaco no existe una mayor acumulacién de platino en los nucleos de

los hepatocitos de ratas TR- que en los de ratas control.
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Fig. 19. Relacién entre el grado de platinacion del ADN y el contenido total de cisplatino en
hepatocitos en cultivo primario obtenidos a partir de ratas Wistar control (e) y TR-, deficientes
en Mrp2 (o). Los hepatocitos se incubaron durante 3 h en un medio que contenia cisplatino a
distintas concentraciones (0-200 puM). Se muestran las ecuaciones de las rectas de regresion
obtenidas para cada grupo (Control y TR-).

Es decir, la Mrp2 presente en el compartimento N/RE de los hepatocitos
control no parece tener un papel protector del ADN nuclear frente un agente de
pequefio tamafio como el cisplatino, que probablemente puede entrar con facilidad en
el nlcleo a través de los poros de la envuelta nuclear. Una posible explicaciéon podria
ser que el cisplatino que alcanza el nicleo lo haga sin ser previamente metabolizado
(conjugado con glutatiéon), ya que se cree que sélo el conjugado de cisplatino, y no la

forma libre, es sustrato de Mrp2 (Paulusma et al., 1999).

Aunque estos resultados no invalidan la idea de que la Mrp2 perinuclear sea
una proteina madura y funcional, sigue sin estar claro qué papel podria desempenfar

en esta localizaciéon subcelular.

Las UDP-glucuroniltransferasas (UGTs) constituyen una familia de enzimas
implicadas en la destoxificacién de una gran variedad de compuestos hidrofébicos,
tanto endégenos como exégenos. Las isoenzimas UGT se clasifican, en base a la
homologia de su secuencia, en dos familias, UGT1A y UGT2B. Las enzimas UGT2B
catalizan la glucuronidacion de ABs, esteroides, acidos grasos y retinoides, mientras
que las UGTI1A llevan a cabo la glucuronidacion de bilirrubina, fenoles, algunos

esteroides y diversos farmacos (Radominska-Pandya et al., 1999).
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Estas enzimas se localizan unidas a la membrana del RE y algunas de ellas,
como UGT1A6 y UGT2B7 se han situado también en la envuelta nuclear
(Radominska-Pandya et al., 2002). En base a estos datos, al hecho bien conocido de
que MRP2 en el canaliculo transporta bilirrubina conjugada con acido glucurénico a la
bilis, y a que nuestros resultados apuntaban a la localizacién perinuclear de una Mrp2
madura y funcional en células hepaticas, decidimos estudiar la posibilidad de una

“cooperacion” entre la Mrp2 perinuclear y las enzimas UGTs.

En primer lugar se analiz6, mediante Western blot , si la enzima conjugante de
bilirrubina (Ugtlal) estaba presente en las muestras de ndcleos aislados y envueltas
nucleares de hepatocitos de rata. El andlisis confirmé la presencia de la enzima en
estas preparaciones (Fig. 20A), en las que se habia detectado también la presencia
de Mrp2 (Fig. 13 a 15).
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Fig. 20. (A) Iméagenes representativas de la deteccién por Western blot de la enzima Ugtlal
en muestras de homogenado hepatico (calle 1), crudo de membranas (calle 2), nicleos
aislados de hepatocitos de rata (calle 3) y envueltas nucleares aisladas (calle 4). Se cargaron
25 ug de proteina en cada calle. Se empleé lamina B1 para comprobar el enriquecimiento de
las preparaciones en envueltas nucleares. (B) Imagenes representativas de microscopia
confocal de hepatocitos de rata en cultivo primario. Inmunolocalizacion de Ugtlal
(fluorescencia roja) y Mrp2 (fluorescencia verde). Los nlcleos, de color azul, se tifieron con
DAPI.
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También se realizaron estudios de inmunocitoquimica para Ugtlal y Mrp2 en
hepatocitos de rata en cultivo primario, que se visualizaron mediante microscopia
confocal (Fig. 20B). Las imagenes mostraron la localizacion perinuclear de la enzima
(fluorescencia roja). En el caso de Mrp2 (fluorescencia verde), se visualizd
principalmente en la membrana plasmética, aunque también se pudo apreciar sefial
en zonas cercanas al nacleo, como ya habiamos observado previamente. Este mismo
tipo de ensayos se llevaron a cabo en células Alexander transfectadas con la
construccién MRP2-V5 (Fig. 21). En las imagenes se puede observar la localizacion
perinuclear de MRP2 (fluorescencia verde, Fig. 21A) y de UGT1Al (fluorescencia
roja, Fig. 21B). Las imagenes C y D de la figura muestran en detalle la co-localizacion

de ambas fluorescencia en color amarillo.

Fig. 21. Imagenes representativas de microscopia confocal de células Alexander de hepatoma
humano transfectadas con la construccion MRP2-V5. Inmunolocalizacion de UGT1Al
(fluorescencia roja) y de V5 como marcador de la proteina exdégena MRP2 (fluorescencia
verde). Los nucleos, de color azul, se tifieron con DAPI. En D se observa una ampliacion de C,
donde se aprecia la co-localizacion de MRP2 y UGT1A1.

Estos resultados sugieren una posible funcién para la Mrp2 perinuclear, que
podria colaborar con la enzima Ugtlal (u otras enzimas de la familia UGT) en el
transporte intracelular de bilirrubina y otros compuestos potencialmente téxicos, de

manera que, una vez conjugados con glucurénico en el compartimento N/RE, los
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derivados glucuronados podrian ser bombeados hacia el citoplasma por la Mrp2
desde donde pueden ser secretados a bilis por la Mrp2 situada en la membrana
canalicular (Esquema 1).

Esquema 1. Representacion esquematica de la posible funcion de la MRP2 perinuclear
transportando bilirrubina y otros compuestos potencialmente toxicos hacia el citosol del
hepatocito, previa conjugacion con acido glucurénico por la UGT1AL.

148



4.3. INTERACCION ENTRE GLUCOCORTICOIDES Y LA VIiA DE SENALIZACION
DE FXR EN LA REGULACION DE LA EXPRESION DE PROTEINAS ABC

Como ya hemos comentado, en experimentos realizados in vivo con animales
tratados con glucocorticoides, habiamos comprobado que la dexametasona, un
glucocorticoide sintético empleado en la terapéutica de procesos inflamatorios, es
capaz de incrementar la expresion hepatica de Mrp2 en roedores (Courtois et al.,
1999a; Kubitz et al., 1999b; Turncliff et al., 2004). Se cree que el efecto de los
glucocorticoides sobre ésta y otras dianas no se debe sdélo a su interaccion directa con
el receptor de glucocorticoides (GR, del inglés “Glucocorticoid Receptor”), sino que
puede estar también modulado indirectamente por otros NRs. Asi, el receptor nuclear
CAR se ha identificado como un gen de respuesta primaria al GR, ya que posee un
elemento de respuesta a glucocorticoides en su regiéon promotora (Zollner y Trauner,
2009). Ademas, los glucocorticoides incrementan los niveles de ARNm y proteina de
otros NRs como PXR y RXRa, e inducen la translocacién al nucleo de CAR (Pascussi
et al., 2000).

Por otra parte, algunos glucocorticoides como la budesonida o la prednisona,
se han empleado en el tratamiento de diversos desoérdenes colestaticos y han
mostrado efectos beneficiosos sobre los parametros séricos indicadores de lesiéon
hepéatica por acumulacion de sustancias biliares. También se ha observado una
mejoria en la histologia hepética en estos pacientes, especialmente cuando los
glucocorticoides se combinan con la administracion de acido ursodesoxicdlico
(Leuschner et al., 1996; Mitchison et al., 1992; Rautiainen et al., 2005). Si estos
efectos son sélo consecuencia de sus propiedades antiinflamatorias o si pueden ser
atribuidos, en parte, a la modulacion del metabolismo y/o transporte de ABs, es aun

una incégnita.

Basandonos en estos antecedentes, decidimos estudiar el efecto de los
glucocorticoides sobre la expresion hepatica de diferentes proteinas ABC y de

algunos NRs relevantes en su regulacion.

Para el desarrollo de este trabajo elegimos la dexametasona, la prednisolona y
la budesonida (Esquema 2). Se trata de tres esteroides sintéticos con actividad
glucocorticoide pero con baja actividad mineralocorticoide. EI mecanismo por el que
llevan a cabo sus efectos esta determinado por la alta afinidad de éstos farmacos por
el GR, es decir que actian como agonistas del cortisol. Presentan actividad

antiinflamatoria e inmunomoduladora que justifica la mayor parte de sus utilizaciones
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en clinica. La dexametasona es un compuesto fluorado con accién antiinflamatoria 20-
30 veces mas potente que la de la hidrocortisona y 7 veces mas potente que la
prednisolona, el derivado activo de la prednisona, generada a partir de ésta por
metabolismo hepatico. La metabolizacion de la dexametasona y la prednisolona se
realiza en el higado y su vida media en la sangre es del orden de 3-5 horas. Por el
contrario, la budesonida es rapidamente metabolizada en su primer paso por el
higado que de forma muy eficaz (85%-95%) la convierte en sus metabolitos
practicamente carentes de actividad glucocorticoide. Por ello, la utlidad de la

budesonida se limita practicamente a aplicaciones topicas.

Cortisol Dexametasona Prednisolona Budesonida

Esquema 2: Estructura quimica del cortisol y de los agonistas utilizados en este estudio.

4.3.1. EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA EXPRESION DE
PROTEINAS ABC EN HIGADO DE RATA

Para investigar el efecto que los glucocorticoides ejercen sobre la expresion
hepatica de proteinas ABC, en primer lugar se trataron ratas Wistar con
dexametasona, prednisolona o budesonida (50 mg/kg p.c./dia, via i.p.) durante 4 dias.
A los animales empleados como control se les administré el vehiculo (aceite de maiz)

siguiendo la misma pauta.

La expresién en higado de los genes de interés se determin6é por RT-PCR
cuantitativa a tiempo real (apartado 3.2.7. de Material y Métodos). Se analizaron los
niveles de ARNm de Mrp2 (Abcc2) y de tres transportadores de esta familia
implicados en el transporte de ABs: la bomba exportadora de ABs Bsep (Abcbll),
Mrp4 (Abccd) y Berp (Abcg?2) (Fig. 22). La expresion de estas bombas exportadoras
en higado control era elevada en el caso de Mrp2 y Bsep, y mas baja, aunque
abundante, en el caso de Mrp4 y Bcrp, como se deduce del valor del ciclo umbral (Ct)

medio encontrado para cada una de ellas en las PCRs (ver leyenda de la figura 22).
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La administracion de dexametasona incrementé los niveles de ARNm de Mrp2
(+64%) en higado de rata (Fig. 22A). Este resultado, como hemos sefialado, esta de
acuerdo con lo descrito por otros autores en hepatocitos de rata (Courtois et al.,
1999a; Kubitz et al., 1999b; Turncliff et al., 2004). El aumento de ARNm se tradujo en
un incremento de los niveles de proteina, como demostraban los analisis por Western
blot comentados en el apartado 4.2. (Fig. 15). El tratamiento con prednisolona, el
metabolito activo del glucocorticoide sintético prednisona, también indujo la expresion
de ARNm de Mrp2. Sin embargo, la budesonida, otro glucocorticoide sintético
indicado en el tratamiento del asma o del sindrome de Crohn, no provocd cambios
estadisticamente significativos sobre los niveles de ARNm de este transportador. Es
posible que la ausencia de efecto se deba a la menor potencia antiinflamatoria de la
budesonida y/o su limitada biodisponibilidad debido a su metabolismo hepatico de

primer paso por las enzimas del citocromo P450 (Barnes y Adcock, 1993).

El efecto de los glucocorticoides sobre la expresién de otros transportadores
de la familia ABC como Mrp4 o Bsep ha sido poco estudiado. Se ha sugerido que los
glucocorticoides podrian inducir la expresién de Bsep en hepatocitos de rata in vitro
(Warskulat et al., 1999), lo que sin embargo ha sido cuestionado por otros autores
(Cheng et al., 2007; Gerloff et al., 2002). Por el contrario, en lo que respecta a Mrp4,
en nuestro estudio encontramos que su expresion se reducia de forma
estadisticamente significativa aunque moderada (-33%), exclusivamente con el
tratamiento con dexametasona (Fig. 22B). Sin embargo, este corticoide increment6 los
niveles de ARNm de Bsep, mientras que la prednisolona y la budesonida no ejercieron
ningun efecto sobre la expresién de ninguna de las dos bombas (Fig. 22C). Por otra
parte, los tratamientos con dexametasona y budesonida redujeron drasticamente los
niveles de ARNm de Bcrp (-90% y -78%, respectivamente), lo que también se
observé, aunque en mucho menor grado, en el caso de la prednisolona (Fig. 22D). En
base a los datos bibliograficos disponibles podemos sugerir que el efecto de los
glucocorticoides sobre la expresion del gen ABCG2 parece ser un proceso
dependiente del tejido y del tipo celular (Honorat et al., 2008; Narang et al., 2008;
Petropoulos et al., 2011).
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Fig. 22. Niveles relativos de ARNm de proteinas ABC en tejido hepético de ratas Wistar control
(barras negras) y tratadas con los glucocorticoides dexametasona, prednisolona o budesonida
(barras blancas), determinados por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los valores se
expresan como porcentaje respecto de higado control, y son media + EEM de 8 animales por
grupo. *, p<0,05 comparando con el grupo control, mediante el test de Bonferroni. El valor
medio de ciclo umbral (Ct) + EEM encontrado para el higado control fue: 20,1 + 0,23 para Mrp2
(A); 26,4 + 0,22 para Mrp4 (B); 18,4 + 0,21 para Bsep (C) y 25,9 £+ 0,18 para Bcrp (D).

Estos resultados ponen de manifiesto el hecho de que, entre los
glucocorticoides utilizados en este estudio, la dexametasona es el que ejerce mayor
efecto sobre la expresién de proteinas ABC en higado de rata. No obstante, este
efecto no es comun a todas las proteinas ABC estudiadas, ya que, en general, hemos
observado una estimulacién de la expresion de Mrp2 y Bsep, junto con una represion

de la expresién de Berp y Mrp4.
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4.3.2. EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA EXPRESION DE
PROTEINAS ABC EN CELULAS HepG2

Se ha descrito que, a diferencia de lo que hemos observado que ocurre en
higado de rata, la expresion de la MRP2 humana no se modifica por tratamiento con
dexametasona (Nishimura et al., 2006; Pulaski et al., 2005). Por ello decidimos
investigar también el efecto de los glucocorticoides sobre la expresién de proteinas
ABC humanas, utilizando para ello un modelo experimental in vitro, la linea celular de
hepatoblastoma humano HepG2. Las células se incubaron durante 24 h en presencia
de 20 uM de cada uno de los dos glucocorticoides que mas efecto habian mostrado
en los experimentos in vivo, dexametasona y prednisolona. La baja actividad de la
budesonida puede deberse a su eficaz inactivacion por parte del higado. Por ello,
decidimos no utilizarla en experimentos con células hepaticas. Los niveles de ARNm
de los transportadores ABC analizados en las células HepG2 control, no tratadas,
fueron comparables a los encontrados para sus ortélogos en higado de rata control,
salvo en el caso de BSEP, cuya expresion era muy baja en estas células, con un Ct
medio de 33,5 (Fig. 23) frente a 18,4 para Bsep en rata (Fig. 22).

De acuerdo con lo observado por otros autores (Nishimura et al., 2006; Pulaski
et al., 2005) y a diferencia de lo encontrado en los experimentos con ratas in vivo, la
incubacion con glucocorticoides no modificd los niveles de ARNm de MRP2 (Fig.
23A), ni de MRP4 (Fig. 23B).

Sin embargo, la expresion de BSEP y BCRP si fue sensible a la
dexametasona. Este glucocorticoide indujo cambios significativos en los niveles de
ARNmM de ambos transportadores, y en el mismo sentido que los observados en el
modelo animal. El tratamiento con dexametasona, y mas aun con prednisolona,
incrementd la expresion de BSEP (+247% y +621%, respectivamente) respecto a las
células control (Fig. 23C), aunque se encontré una notable variabilidad en la
respuesta a estos agentes entre diferentes cultivos, debida presumiblemente a la muy
baja expresién de este transportador en esta linea celular. En el caso de BCRP, el
tratamiento con dexametasona redujo moderadamente (-22%) su expresion, mientras

que la prednisolona no afecto la expresion del transportador (Fig. 23D).
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Fig. 23. Niveles relativos de ARNm de proteinas ABC en células de hepatoblastoma humano,
HepG2, control (barras negras) y tratadas con los glucocorticoides dexametasona o
prednisolona (barras blancas), determinados por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los
valores se expresan como porcentaje respecto de células control (no tratadas) y son media +
EEM de 5 cultivos llevados a cabo por duplicado. *, p<0,05 comparando con el grupo control,
mediante el test de valores apareados. El valor medio de ciclo umbral (Ct) £+ EEM encontrado
para las células control fue: 21,8 £ 0,32 para MRP2 (A); 27,9 + 0,28 para MRP4 (B); 33,5 +
0,66 para BSEP (C) y 25,9 £ 0,39 para BCRP (D).

Estos resultados ponen de manifiesto que los glucocorticoides desempefian un
papel en la regulacién de la expresion hepatica de proteinas ABC, que en ocasiones
difiere dependiendo de la especie y, probablemente, del modelo de estudio empleado.
Sin embargo, se ha observado cierta consistencia en el efecto sobre las proteinas
BSEP y BCRP, ya que tanto en el modelo in vivo en rata, como in vitro en células
humanas, los niveles de expresion de BSEP se incrementaban y los de BCRP se

reducian por el tratamiento con glucocorticoides.
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4.3.3. EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA EXPRESION DE
RECEPTORES NUCLEARES EN HIGADO DE RATA

Para profundizar en el mecanismo por el que los glucocorticoides regulan la
expresion de proteinas ABC, y teniendo en cuenta que son capaces de modular
también la expresion de ciertos NRs (Pascussi et al., 2000), decidimos analizar el
efecto de estos compuestos sobre la expresion hepatica de algunos de estos factores

de transcripcion.

En primer lugar, nos planteamos la posibilidad de que la administracion
exogena de glucocorticoides pudiera modificar los niveles de ARNm de su receptor, el
GR. La figura 24A muestra una reduccion de la expresion del GR en el higado de las
ratas tratadas durante 4 dias con dexametasona (-40%), que también se observé con
budesonida, aunque en este caso la diferencia no llegé a ser estadisticamente

significativa. La prednisolona no modifico los niveles de ARNm del GR.

Tanto Bsep como Mrp2 son dianas directas de Fxr, que se inducen cuando se
activa este receptor nuclear de ABs (Ananthanarayanan et al., 2001; Kast et al.,
2002), mientras que aun no se han identificado elementos de respuesta al GR en las
regiones promotoras de estos genes. Por ello decidimos investigar la influencia de los
glucocorticoides sobre la expresion de Fxr. Los niveles hepéticos del ARNm de Fxr
descendieron en las ratas tratadas con dexametasona (-40%), pero no con los otros
dos glucocorticoides (Fig. 24B). Este resultado nos llamé la atencién, ya que
habiamos observado previamente que Bsep y Mrp2, dianas directas de Fxr, se
inducian con el tratamiento con dexametasona, lo que no hacia prever que la

expresion de este NR estuviera disminuida.

Se ha descrito que la activacion de FXR en el higado induce la expresion de
SHP (del inglés “Small Heterodimer Partner”), que interacciona con LRH-1 (“Liver
Receptor Homolog-1”) y de esta manera reduce la expresion de la CYP7A1, enzima
llave en la sintesis de ABs (Goodwin et al., 2000; Lee y Moore, 2008; Lu et al., 2000).
A la vista de lo observado para Fxr, se decidi6 analizar también la expresion de estos
dos NRs, Shp y Lrh-1, en las ratas tratadas con glucocorticoides (Fig. 24C y 24D).
Como cabia esperar, puesto que la expresion de Shp depende de la activacion de Fxr
(Goodwin et al., 2000), los niveles hepaticos de ARNm de Shp se encontraron
marcadamente reducidos (-85%) en los animales tratados con dexametasona, pero no
con los otros dos glucocorticoides (Fig. 24C). Estos agentes no alteraron

significativamente la expresion de Lrh-1 (Fig. 24D).
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Fig. 24. Niveles relativos de ARNm de receptores nucleares en tejido hepético de ratas Wistar
control (barras negras) y tratadas con los glucocorticoides dexametasona, prednisolona o
budesonida (barras blancas), determinados por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los valores
se expresan como porcentaje respecto de higado control, y son media + EEM de 8 animales
por grupo. *, p<0,05 comparando con el grupo control, mediante el test de Bonferroni. El valor
medio de Cts + EEM encontrado para el higado control fue: 23,5 £+ 0,27 para GR (A); 22,2 +
0,35 para Fxr (B); 26,4 + 0,28 para Shp (C) y 21,2 £ 0,24 para Lrh-1 (D).

En conjunto estos resultados son interesantes, ya que hasta el momento no se
ha descrito que los glucocorticoides sean capaces de modificar la expresion de Fxr.
Esto nos llevé a plantearnos investigar si también la via de sefalizacion de Fxr, y no
s6lo su expresion hepatica, se alteraba por el tratamiento con glucocorticoides. Pero
antes decidimos comprobar si el efecto se reproducia también in vitro en el modelo de

células de hepatoblastoma humano HepG2.
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4.3.4. EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA EXPRESION DE
RECEPTORES NUCLEARES EN CELULAS HepG2

En base a los resultados observados en el modelo in vivo, se analizaron los
niveles de ARNm de los mismos NRs en las células HepG2. El GR presenta dos
isoformas en humanos, denominadas GRa y GRp, por ello, para la PCR se emplearon
una pareja de “primers” que permitia amplificar especificamente la isoforma GRa y
otra que amplificaba conjuntamente ambas isoformas (GRa) (las secuencias de

estos oligonucledtidos se detallan en la tabla 2 de Material y Métodos).

A diferencia de lo que se habia observado en el modelo in vivo, en el que la
dexametasona reducia la expresiéon del GR en higado de rata, los niveles de
expresion de las isoformas del GR en células HepG2 no se modificaron por la
presencia durante 24 h en el medio de cultivo de una concentracion 20 uM de
dexametasona o prednisolona (Fig. 25A y 25B).

La incubacion con dexametasona y prednisolona si redujo la expresion de FXR
(-48% y -55% respectivamente) en estas células (Fig. 25C). Por lo tanto, los
glucocorticoides son capaces de reducir los niveles de ARNm del NR de ABs, FXR, en
los dos modelos experimentales empleados. Sin embargo, a diferencia de lo
observado en higado de rata, la expresién del gen diana de FXR, SHP, en células
HepG2 tratadas con dexametasona sélo se redujo ligeramente y algo mas en las
tratadas con prednisolona (Fig. 25D), aunque estas caidas no fueron estadisticamente

significativas.
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Fig. 25. Niveles relativos de ARNm de receptores nucleares en células de hepatoblastoma
humano HepG2 control (barras negras) y tratadas con los glucocorticoides dexametasona o
prednisolona (barras blancas), determinados por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los
valores se expresan como porcentaje respecto de células control, no tratadas, y son media *
EEM de 5 cultivos llevados a cabo por duplicado. *, p<0,05 comparando con el grupo control,
mediante el test de valores apareados. El valor medio de ciclo umbral (Ct) £ EEM encontrado
para las células HepG2 control fue: 27,2 + 0,4 para GRa (A); 26,1 + 0,4 para GRap (B); 28,6 +
0,29 para FXR (C) y 25,8 + 0,15 para SHP (D).

4.3.5. EFECTO DE LA INDUCCION DE FXR SOBRE LA EXPRESION DE BOMBAS
ABC EN CELULAS HepG2 TRATADAS CON GLUCOCORTICOIDES

La reduccidn de la expresion de los niveles de ARNm de FXR inducida por el
tratamiento con glucocorticoides, nos llevé a disefiar una serie de experimentos en los
que se cultivaron células HepG2 con prednisolona (20 uM) en el medio durante 24 h.
Transcurrido ese tiempo, se adicionaba 0 no un potente agonista sintético de FXR, el
compuesto GW4064 (1 uM) (Goodwin et al., 2000; Maloney et al., 2000; Sinal et al.,
2000) y se prolongaba el cultivo durante otras 24 h. El objetivo de estos ensayos era
determinar si la via de sefalizacion de FXR, inducida por el agonista, se modificaba o
no por la presencia de glucocorticoides en el medio de cultivo. Para realizarlos se
eligio el tratamiento con prednisolona ya que fue el glucocorticoide que mostré6 mayor

efecto sobre la expresion de FXR y SHP en las células HepG2 (Fig. 25).
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Fig. 26. Niveles relativos de ARNm de receptores nucleares en células de hepatoblastoma
humano HepG2 control (barras negras) y tratadas con el agonista de FXR GW4064 (1 uM),
prednisolona (20 uM) o ambos (barras blancas), determinados por RT-PCR cuantitativa a
tiempo real. Los valores se expresan como porcentaje respecto de células control, no tratadas,

y son media + EEM de 3 cultivos llevados a cabo por duplicado. *, p<0,05 comparando con el

grupo control; #, p<0,05 comparando con el grupo controlGW; ¥, p<0,05 comparando con el
grupo prednisolona, mediante el test de Bonferroni. El valor medio de ciclo umbral (Ct) + EEM
encontrado para las células HepG2 control fue: 26,2 + 0,4 para GRa (A); 25,1 + 0,4 para GRaf
(B); 27,3 £ 0,3 para FXR (C) y 24,7 £ 0,2 para SHP (D).

Al igual que se habia observado en células HepG2 tratadas durante 24 h con
prednisolona, el tratamiento durante 48 h con este agente no modifico la expresion de
las isoformas del GR; como tampoco lo hizo la presencia en el medio del agonista de
FXR GW4064 (Fig. 26A 'y 26B).

Por el contrario, tras dos dias de exposicion a prednisolona la expresion de
FXR disminuyé aproximadamente un 50% respecto a la encontrada en células control
(Fig. 26C), efecto que ya se habia observado tras so6lo 24 h (Fig. 25C). El tratamiento
con GW4064 no modificé significativamente los niveles de ARNm de FXR en células

tratadas o no con prednisolona.

La activacion de FXR por GW4064 provoco un claro incremento (+72%) en los

niveles de ARNm de su gen diana SHP (Fig. 26D), como era de esperar. En células
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tratadas 48 h con prednisolona la expresion de SHP se redujo (-37%)
significativamente, confirmando la tendencia observada ya tras 24 h de exposicidon
(Fig. 25D). En estas circunstancias, el agonista de FXR siguié siendo capaz de
estimular la expresion de SHP. En presencia de prednisolona el aumento fue similar
aunque los valores finales de SHP eran inferiores a los encontrados en células
control. Probablemente la menor cantidad de FXR en estas células, reducido al 50%
por el tratamiento con prednisolona, disminuye los niveles basales de SHP, mientras
que la capacidad de estimulacion por GW4064 permanece inalterada. En cualquier
caso, no parece que los efectos de la prednisolona sobre FXR y SHP estén mediados
por cambios en la expresién del GR, que no se modifica en las condiciones

ensayadas en este estudio (Fig. 26A y 26B).

En estos experimentos decidimos estudiar también el efecto de los
glucocorticoides sobre la expresion de proteinas ABC puesto que, como ya se ha
comentado, algunas bombas ABC son dianas de FXR, y se ha descrito que la
activacion de éste por sus agonistas naturales (los ABs) o sintéticos (como el
GW4064) induce la expresion de dichos transportadores (Ananthanarayanan et al.,
2001; Kast et al., 2002).

Tras 48 h en presencia de prednisolona, los niveles de ARNm de las proteinas
ABC analizadas, con la excepcién de BSEP, eran comparables (Fig. 27) a los
determinados en los cultivos expuestos s6lo 24 h al glucocorticoide (Fig. 23). Mientras
gue la expresion de MRP2 y MRP4 no se modificé respecto a la de células control
(Fig. 27A y 27B) y la de BCRP disminuy6 un 25% (Fig. 27D), el tratamiento mas
prolongado con prednisolona no indujo el incremento en la expresion de BSEP que
habiamos observado tras 24 h de incubacién (Fig. 23C). Como ya hemos discutido en
el apartado 4.3.2. los resultados relativos a BSEP hay que considerarlos con
precaucién dado los bajos niveles de expresion de esta proteina en células HepG2.
De hecho, no se detect6 la esperable activacion de su expresion por GW4064 pero si
se observo un aumento de expresion cuando se combinaban GW4064 y prednisolona,

aungue esta diferencia no fue estadisticamente significativa (Fig. 27C).
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Fig. 27. Niveles relativos de ARNm de proteinas ABC en células de hepatoblastoma humano
HepG2 control (barras negras) y tratadas con el agonista de FXR GW4064, prednisolona o
ambos (barras blancas), determinados por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los valores se
expresan como porcentaje respecto de células control, no tratadas, y son media + EEM de 3
cultivos llevados a cabo por duplicado. *, p<0,05 comparando con el grupo control, #, p<0,05
comparando con el grupo controlGW, ¥, p<0,05 comparando con el grupo prednisolona,
mediante el test de Bonferroni. El valor medio de ciclo umbral (Ct) + EEM encontrado para las
células control fue: 20,7 + 0,29 para MRP2 (A); 27,9 + 0,22 para MRP4 (B); 31,1 + 0,72 para
BSEP (C) y 24,6 + 0,4 para BCRP (D).

El agonista de FXR provoc6 un descenso en los niveles de ARNm de MRP2,
MRP4 y BCRP que fue més acusado cuando las células se incubaron con GW4064
mas prednisolona (Fig. 27A, 27B y 27D).

En conjunto, los resultados obtenidos tanto en el modelo in vivo en rata
(Esquema 3), como en los cultivos de células de hepatoblastoma humano (Esquema
4) indican que los glucocorticoides son capaces de reducir significativamente los
niveles hepaticos de ARNm del receptor FXR, lo que a su vez podria alterar la via de

sefalizacion mediada por ABs.
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Esquema 3: Representacion esquematica de la posible interaccién entre los glucocorticoides y
la via de sefializacion de FXR en la regulacién de la expresion de proteinas transportadoras
ABC en higado de rata.
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Esquema 4: Representacion esquematica de la posible interaccion entre los glucocorticoides y
la via de sefalizacion de FXR en la regulacion de la expresién de proteinas transportadoras
ABC en células de hepatoblastoma humano HepG2.

La reduccioén en la expresion de este NR inducida por glucocorticoides podria

traducirse en una menor expresion de sus genes diana, lo que ocurre en el caso de
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SHP pero no, o no en todos los casos para las demas dianas de FXR. La clara
induccion de Bsep por glucocorticoides en el higado de las ratas tratadas, donde su
expresion basal es abundante, sugiere que los glucocorticoides modifican la expresion

de BSEP de forma alternativa a la mediada por cambios en los niveles de FXR.

Por otra parte, el efecto inhibidor de los glucocorticoides sobre la expresion de
BCRP es claro y consistente en los dos modelos experimentales empleados. Queda
aun por dilucidar si se trata de un efecto directo o esta mediado por FXR (Esquemas 3
y 4). Hasta el momento no se ha descrito la regulacién de BCRP por FXR, aunque no
seria de extrafiar, puesto que recientemente hemos demostrado que esta proteina
ABC estad implicada en el transporte de ABs fundamentalmente en la placenta
(Blazquez et al., 2011) y tendria sentido que su expresion se regulase por los niveles

de sus sustratos via FXR.

Los efectos sobre MRP2 y MRP4 parecen dependientes del modelo, aunque
MRP4 presenta una tendencia clara a la represién por glucocorticoides, mientras que
MRP2 presenta un comportamiento opuesto en ratas y células humanas. En el
esquema 4 se propone que la regulacion de la expresion de MRP2 y MRP4 podria
realizarse a través de SHP ya que, aunque este efecto represor no ha sido descrito
hasta ahora para estas proteinas, se sabe que es el responsable de la inhibicién de
otras dianas indirectas de FXR, como CYP7AL.
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4.4. INTERACCION ENTRE GLUCOCORTICOIDES Y LA VIiA DE SENALIZACION
DE FXR EN LA HOMEOSTASIS DE LOS ACIDOS BILIARES

Ademdas de su implicacién en la regulacion de proteinas transportadoras de
ABs como la BSEP, FXR desempefia un papel central en la regulacién de la sintesis
de estos esteroides. Como ya hemos indicado anteriormente, se ha descrito que la
activacion de FXR en el higado induce la expresibn de SHP, un represor
transcripcional que a su vez interacciona con el factor de transcripciéon LRH-1, lo que
reduce la expresion de la enzima colesterol 7a-hidroxilasa (CYP7Al), llave en la via
“principal” de sintesis de ABs (Goodwin et al., 2000; Lu et al., 2000). Sin embargo, el
hecho de que los ABs sean capaces de reprimir CYP7A1 en ratones “knock-out” para
SHP (Kerr et al., 2002) indica que existen mecanismos adicionales sensibles a los
niveles de ABs que reprimen esta enzima. Los receptores nucleares LRH-1 y LXR son
dos importantes inductores de los niveles de ARNm de CYP7Al en roedores
(Goodwin et al., 2000; Goodwin et al., 2003; Lee y Moore, 2008), sin embargo, en
humanos, LXR reprime la expresién de CYP7A1 (Goodwin et al., 2003).

La enzima clave en la sintesis de ABs a través de la via acida o alternativa, la
esterol 27-hidroxilasa (CYP27A1), también esta regulada por el titndem FXR/SHP. Sin
embargo, el efecto represor de los ABs sobre la transcripcién del gen CYP27Al es
menos potente que el que ejercen sobre los promotores de los genes CYP7ALl y
CYP8B1, cuyo producto esta implicado en la hidroxilacién del carbono 12 del anillo

esteroideo (Eloranta et al., 2005).

Una vez sintetizados y antes de ser secretados al canaliculo biliar, los ABs
primarios son conjugados en su cadena lateral con taurina o glicina, lo que incrementa
sus propiedades hidrofilicas. Estas reacciones son catalizadas por la enzima BAAT
(del inglés “Bile Acid coenzyme A: amino acid N-acyltransferase”) (Falany et al.,
1994). Los ABs estimulan FXR, que a su vez activa la transcripcién de la enzima
BAAT (Pircher et al., 2003).

Dado el importante papel del receptor FXR en la homeostasis de los ABs y los
resultados descritos en el apartado anterior, decidimos investigar la repercusion del
descenso en la expresion de FXR inducido por el tratamiento con glucocorticoides,
sobre las enzimas y transportadores implicados en la circulacion enterohepética de

estos compuestos.
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4.4.1. EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA EXPRESION
HEPATICA DE ENZIMAS Y TRANSPORTADORES IMPLICADOS EN LA
HOMEOSTASIS DE LOS ACIDOS BILIARES

En primer lugar se analizaron los niveles de ARNm de las enzimas clave en la
biosintesis de ABs, Cyp7al (llave de la via principal, basica o clasica) y Cyp27al
(llave en la via alternativa o &cida), en higado de ratas tratadas con glucocorticoides.
Como muestra la figura 28A, la expresion de Cyp7al se encontré reducida en los
higados de los animales tratados con dexametasona (-26%) y, sobre todo, con
budesonida (-60%). Este resultado no era esperable teniendo en cuenta la marcada
reduccién en la expresion del represor Shp que habiamos encontrado en estas ratas
(Fig. 24C), que deberia haberse traducido en una mayor transcripcién del gen Cyp7al
(ver esquema 5), como de hecho si se observo en el caso de la Cyp27al en el grupo
tratado con dexametasona (Fig. 28B). Esto podria sugerir un efecto inhibidor de los
glucocorticoides, probablemente independiente del binomio Fxr/Shp, sobre la via

principal de sintesis de ABs.

Los niveles hepéticos de ARNm de la enzima Baat, responsable de la
conjugacion de ABs, se encontraron reducidos en animales tratados con
dexametasona, pero no con los otros dos glucocorticoides (Fig. 28C). Puesto que la
Baat es una diana directa de Fxr (Pircher et al., 2003), su menor expresion podia
deberse a la reduccion de Fxr en este grupo (Fig. 24B), como habiamos argumentado
previamente para otra de las dianas de Fxr, Shp.

Entre las acciones de FXR sobre la homeostasis de los ABs, destaca el papel
represor, mediado por SHP, que ejerce sobre el polipéptido cotransportador de
Na'/taurocolato, NTCP (de sus siglas en inglés “Na‘/Taurocholate Cotransporting
Polypeptide”), el principal transportador sinusoidal encargado de captar ABs
conjugados. FXR reprime la expresion hepatica de NTCP reduciendo asi la captacion
de ABs por el hepatocito desde la sangre sinusoidal (Denson et al., 2001). En ratas
tratadas con dexametasona y budesonida los niveles de ARNm de Ntcp eran
inferiores a los determinados en higado control (Fig. 28D), lo que de nuevo, como en
el caso de Cyp7al, no corresponde con los bajos niveles de Shp y sugiere la
existencia de un efecto inhibidor de los glucocorticoides sobre estas dianas,

independiente de Fxr/Shp.
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Fig. 28. Niveles relativos de ARNm de proteinas implicadas en el metabolismo y transporte de
acidos biliares en tejido hepatico de ratas Wistar control (barras negras) y tratadas con los
glucocorticoides dexametasona, prednisolona o budesonida (barras blancas), determinados
por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los valores se expresan como porcentaje respecto de
higado control, y son media £+ EEM de 8 animales por grupo. *, p<0,05 comparando con el
grupo control, mediante el test de Bonferroni. El valor medio de ciclo umbral (Ct) + EEM
encontrado para el higado control fue: 21,65 + 0,17 para Cyp7al (A); 21,07 £ 0,30 para
Cyp27al (B); 22,18 + 0,28 para Baat (C), 19,82 + 0,18 para Ntcp (D).

En conjunto, estos resultados indican que, en higado de rata, los
glucocorticoides son capaces de modular de forma directa o indirecta la homeostasis
de ABs a diferentes niveles, alterando la expresion de genes de forma dependiente e

independiente de Fxr, como se resume en el esquema 5.
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Esquema 5: Representacidn esquematica de la posible interaccion entre los glucocorticoides y
la via de sefializacién de FXR en la regulacion de la expresién de proteinas implicadas en la
homeostasis de los acidos biliares en higado de rata.

44.2. EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LOS NIVELES
PLASMATICOS, HEPATICOS Y BILIARES DE ACIDOS BILIARES EN RATAS

Teniendo en cuenta los cambios que acabamos de describir inducidos por el
tratamiento con glucocorticoides en la expresién hepatica de enzimas (Cyp7al,
Cyp27al, Baat), proteinas transportadoras (Bsep, Ntcp, Bcrp) y NRs (Fxr, Shp)
implicados en la homeostasis de los ABs, decidimos investigar si estas alteraciones a
nivel de ARNm se traducian en cambios en los niveles de ABs en estos animales.
Para ello, se obtuvieron muestras de bilis, plasma y tejido hepatico de los animales
control y tratados, a partir de las cuales se extrajeron los ABs que se analizaron
mediante HPLC-MS/MS (apartado 3.2.11.7.).

En la figura 29 se recogen los valores obtenidos para el flujo biliar y la
concentracién y secrecion biliar de ABs en los distintos grupos. El flujo de bilis fue
significativamente mayor en las ratas tratadas con dexametasona, con respecto al
resto de los grupos (Fig. 29A). Este incremento se acompafié de una importante
reduccion en la secrecion biliar (-60%) (Fig. 29B) y la concentracion de ABs totales (-
77%) en bilis (Fig. 29C).
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Fig. 29. Flujo biliar (A), secrecion biliar de acidos biliares (B) y concentracion en bilis de acidos
biliares totales (C), tauroconjugados (D), glicoconjugados (E) y libres (F) en ratas control
(barras negras) o tratadas durante 4 dias con 50 mg/kg p.c./dia de dexametasona (barras
blancas), prednisolona (barras rayadas) o budesonida (barras punteadas). La determinacion
de acidos biliares se llevé a cabo por HPLC-MS/MS. Los valores se expresan como media +
EEM de 8 animales en cada grupo. *, p<0,05 comparando con el grupo control, mediante el
test de Bonferroni.

La mayor parte de los ABs encontrados en bilis estaban conjugados con
taurina (Fig. 29D), siendo la concentracion de ABs glicoconjugados casi 5 veces
menor que la de tauroconjugados en ratas control (Fig. 29E). S6lo un pequefio
porcentaje (<0,5%) de estos compuestos aparecian libres o no conjugados en bilis
(Fig. 29F).

La menor concentracién de ABs totales en la bilis de las ratas tratadas con
dexametasona se debié a una drastica reduccién en la concentracion biliar de ABs

tanto glicoconjugados como tauroconjugados. El aumento del flujo de bilis en este
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grupo, acompafiado de la menor concentracién biliar de ABs, los principales
responsables de la generacion del flujo biliar por arrastre osmotico, podria explicarse
por la secrecion biliar de dexametasona y sus metabolitos, fundamentalmente
glucuronados y secretados a través de la Mrp2, que ademds se encontraba
sobreexpresada en estos animales. Esto generaria un gradiente de osmolitos, lo que
arrastraria agua y disminuiria la concentracion del resto de los componentes de la
bilis, entre ellos los ABs. Aungue este hecho es muy probable, la diluciébn osmética de
la bilis no justificaria por si sola la menor secrecion de ABs encontrada en este grupo
(Fig. 29B), que refleja un menor transporte de estas moléculas a bilis. Este hecho no
podria deberse a una menor expresion del transportador canalicular, ya que los
niveles de ARNm de Bsep estaban elevados en el higado de animales tratados con
glucocorticoides (Fig. 22C). En trabajos previos, nuestro grupo ha demostrado que la
secrecion a bilis de ciertos esteroides ejerce un efecto trans-inhibidor de BSEP
(Vallejo et al., 2006). Esta puede ser la causa de parte de la reduccién de la secrecion

de ABs en ratas tratadas con dexametasona.

Por otra parte, el tratamiento con prednisolona y budesonida no alterd
significativamente ni el flujo biliar ni la secrecion biliar de ABs. S6lo con budesonida se
encontré una mayor concentracion biliar de ABs tauroconjugados (Fig. 29D), que
repercutio en un incremento en la concentracion de ABs totales (Fig. 29C), a pesar de
gue los glicoconjugados descendieron significativamente (Fig. 29E). De hecho, la
relacion entre ABs tauroconjugados/glicoconjugados pas6 de ser 4,6 en el grupo

control a 30 en los animales tratados con budesonida.

A diferencia de lo que ocurre en la bilis, en donde como acabamos de ver su
proporcion es muy baja, los ABs libres fueron las especies predominantes en el
plasma, llegando a ser el 90% de los ABs totales determinados en los animales
control (Fig. 30). El tratamiento con glucocorticoides indujo un incremento en la
concentracion plasmatica de ABs totales (Fig. 30A), que hay que atribuir al marcado
aumento en los niveles de ABs tauroconjugados encontrados en algunos animales
(aunque no en todos) a los que se administr6 dexametasona y budesonida (Fig. 30B).
No se encontraron cambios estadisticamente significativos para los niveles de ABs
glicoconjugados (muy bajos en plasma) (Fig. 30C), ni para los libres (Fig. 30D),
aunque la concentracion de éstos ultimos se elevd moderadamente en las ratas

tratadas con prednisolona.
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Fig. 30. Concentracion de &cidos biliares (ABs) totales (A), tauroconjugados (B),
glicoconjugados (C) y libres (D) en el plasma de ratas control (barras negras) o tratadas
durante 4 dias con 50 mg/kg p.c./dia de dexametasona (barras blancas), prednisolona (barras
rayadas) o budesonida (barras punteadas). La determinacién de ABs se llevé a cabo por
HPLC-MS/MS. Los valores se expresan como media + EEM de 8 animales en cada grupo. *,
p<0,05 comparando con el grupo control, mediante el test de Bonferroni.

En la figura 31 se muestra el perfil de la concentracion de las diferentes
especies moleculares de ABs presentes en el plasma de las ratas control y tratadas
con los distintos glucocorticoides. Se aprecia que las especies no conjugadas son las
predominantes en todos los grupos si bien, como ya hemos visto, los tauroconjugados
se incrementaron considerablemente en las ratas tratadas con dexametasona y
budesonida. Destaca particularmente el acido taurocdlico (TC) cuya concentracion

plasmatica media aumenté mas de 35 veces en estos grupos.
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Fig. 31. Concentracién de las diferentes especies de acidos biliares en el plasma de ratas
control (barras verdes) o tratadas durante 4 dias con 50 mg/kg p.c./dia de dexametasona
(barras amarillas), prednisolona (barras azules) o budesonida (barras rojas). La determinacion
de &cidos biliares se llevd a cabo por HPLC-MS/MS. Los valores se expresan como media +
EEM de 8 animales en cada grupo.

En conjunto, los resultados obtenidos para los niveles plasmaticos de ABs
indican que el tratamiento con glucocorticoides induce cierto grado de retencion de
estos compuestos en el compartimento sanguineo. Aunque existe bastante
variabilidad entre los animales dentro de cada grupo, el aumento de ABs
tauroconjugados, y especialmente de TC, en las ratas tratadas con dexametasona y
budesonida podria ser un reflejo de la menor expresién hepética del transportador
sinusoidal Ntcp que habiamos encontrado en ambos grupos (Fig. 28D). Ntcp es el
principal responsable de la captacion de ABs conjugados por los hepatocitos
(Hagenbuch y Dawson, 2004), por lo que la reduccién de la expresion de Ntcp
inducida por estos dos glucocorticoides, que como ya hemos argumentado no parece
que se produzca a través de la via mediada por FXR, podria explicar la elevacién de
los niveles plasmaticos de ABs. Por otra parte, se sabe que el paso limitante en la
transferencia de ABs desde el plasma hasta la bilis es la secrecién canalicular, por lo
que la menor secrecidon biliar de ABs encontrada en el grupo tratado con
dexametasona (Fig. 29B) podria contribuir también a la hipercolanemia en estos

animales.

Por ultimo, decidimos analizar también el contenido de ABs en tejido hepético,
dato que tiene particular interés si tenemos en cuenta que los ABs intrahepéaticos son
los ligandos naturales de FXR, induciendo su activacion y efectos, y habiamos visto
gue la administracion de glucocorticoides induce modificaciones tanto en la expresion

de Fxr como en la de varios de sus genes diana. En el higado control, como ocurria
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en la bilis, los ABs tauroconjugados son las especies mayoritarias, y suponen casi el

80% del total, seguidos de los glicoconjugados (15%) y de los libres (5%) (Fig. 32).
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Fig. 32. Contenido de &cidos biliares (ABs) totales (A), tauroconjugados (B), glicoconjugados
(C) y libres (D) en higado de ratas de ratas control (barras negras) o tratadas durante 4 dias
con 50 mg/kg p.c./dia de dexametasona (barras blancas), prednisolona (barras rayadas) o
budesonida (barras punteadas). La determinacién de ABs se llevé a cabo por HPLC-MS/MS.
Los valores se expresan como media + EEM de 8 animales en cada grupo. *, p<0,05
comparando con el grupo control, mediante el test de Bonferroni.

El contenido hepatico de ABs totales (Fig. 32A), tauroconjugados (Fig. 32B) y
libres (Fig. 32D) no se modifico significativamente por el tratamiento con
glucocorticoides, con excepcion de un moderado incremento (+49%) en la cantidad de
tauroconjugados en el grupo tratado con budesonida, lo que ocurria también en bilis
(Fig. 29D). Sin embargo, se observé un importante descenso en los niveles de ABs
glicoconjugados (Fig. 32C), sobre todo en animales tratados con dexametasona (-

93%) y budesonida (-84%), cambios muy similares a los observados en bilis (Fig.
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29E). Cuando se representdé de manera individual el contenido hepético de las
diferentes especies moleculares de ABs se puso de manifiesto que este descenso en
los niveles de ABs glicoconjugados, se debe especialmente los acidos glicocdlico
(GC) y glicoquenodesoxicolico (GQDC) (Fig. 33).
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Fig. 33. Contenido de las diferentes especies de acidos biliares en tejido hepatico (nmol/g de
tejido) de ratas de ratas control (barras verdes) o tratadas durante 4 dias con 50 mg/kg p.c./dia
de dexametasona (barras amarillas), prednisolona (barras azules) o budesonida (barras rojas).
La determinacion de acidos biliares se llevd a cabo por HPLC-MS/MS. Los valores se
expresan como media £ EEM de 8 animales en cada grupo.

Esta caida en el contenido hepatico y biliar de ABs glicoconjugados no puede
explicarse por los cambios que experimenta la enzima conjugante de ABs, Baat, para
la que habiamos visto una expresion reducida sélo en el higado de las ratas tratadas
con dexametasona, pero no con budesonida (Fig. 28C). Ademas la Baat conjuga ABs
tanto con taurina como con glicina, por lo que la disminucion especifica de los ABs
glicoconjugados es mas probable que se deba a cambios en la disponibilidad del
aminoacido glicina por cambios en el metabolismo energético en respuesta a la

administracion de glucocorticoides.

Por otra parte, se ha descrito que los ABs conjugados tienen una capacidad
similar a la de los libres para unirse y activar a FXR (Parks et al., 1999), por lo que la
reduccion en la proporcion de glicoconjugados observada en el tejido hepético
probablemente no afecte de manera importante a la capacidad del conjunto de ABs

para activar a este NR. No hemos encontrado cambios significativos ni en los niveles
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intrahepaticos de ABs totales (Fig. 32A), ni en los de los ligandos mas potentes de
FXR, como el QDC (Fig. 33), que pudieran justificar el hecho de que, a pesar de que
la expresion hepatica de Fxr se reduce por el tratamiento con glucocorticoides, los
niveles de algunas de sus dianas, como Bsep, estan incrementados. No hay que
descartar, sin embargo, que cambios a mas corto plazo en los niveles
intrahepatocitarios de ABs hayan puesto en marcha mecanismos compensatorios
FXR-dependientes, como sucede cuando se acumulan ABs en situaciones de
colestasis (Zollner et al., 2006a), que hayan tenido como resultado la aparente
normalizacion de los niveles intrahepaticos de ABs en el momento que se llevaron a

cabo las determinaciones analiticas, a los 5 dias de iniciado el tratamiento.
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4.4.3. EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA EXPRESION DE
PROTEINAS IMPLICADAS EN HOMEOSTASIS DE ACIDOS BILIARES EN
CELULAS HepG2

El estudio del efecto de los glucocorticoides sobre la expresion de genes
implicados en la homeostasis de los ABs se extendié también al modelo in vitro, en
cultivos de células HepG2, en los que ya habiamos confirmado que estos compuestos
alteran la expresion y probablemente la via de sefializacion del receptor de ABs FXR.
En primer lugar las células se expusieron durante 24 h a dexametasona o
prednisolona (20 uM) y se analizaron los niveles de ARNm de las enzimas claves de
la sintesis (CYP7Al y CYP27A1) y conjugacion (BAAT) de ABs. Se determino
también la expresion del transportador NTCP, encontrandose niveles extremadamente
bajos en estas células, que impidieron estudiar con fiabilidad los cambios de
expresion de esta proteina. En su lugar decidimos determinar la expresion de los
transportadores de solutos organicos OSTa y OSTp, que si se expresan en células
HepG2 y también transportan ABs. En situaciones de colestasis, cuando los ABs
alcanzan niveles elevados en higado, FXR induce la expresion del heterodimero
OSTo/OSTp para permitir la salida de los ABs del higado a la circulacion sistémica y

ser posteriormente eliminados en la orina (Zollner et al., 2006b).

La presencia de glucocorticoides en el medio de cultivo durante 24 h no indujo
cambios estadisticamente significativos en los niveles de ARNm de las enzimas
analizadas (Fig. 34). Si se observo una tendencia al aumento en la expresion de
CYP7A1 (Fig. 34A) y BAAT (Fig. 34C), sobre todo por el tratamiento con prednisolona,
mientras que la de CYP27A1 no se modificé (Fig. 34B). Estos cambios no se
corresponden con los observados en los higados de las ratas tratadas durante 4 dias,
en las que la prednisolona carecia de efecto, y la dexametasona deprimia la expresion
de Cyp7al y Baat, y estimulaba la de Cyp27al (Fig. 28). La existencia de diferencias
en la regulacién de CYP7AL entre roedores y humanos ya ha sido descrita (Goodwin
et al., 2000; Goodwin et al., 2003; Lee y Moore, 2008).

Por otra parte, otros autores han descrito una induccién en la expresion de la
enzima conjugante de ABs Baat por dexametasona en higado de rata (Chen et al.,
2009), similar a la encontrada en nuestros estudios en células HepG2 (Fig. 34C) y

opuesto a lo observado en los experimentos in vivo.

Tampoco la expresion de OSTa y OSTp se alterd significativamente tras 24 h

de exposicion a prednisolona (Fig. 34D y 34E). La dexametasona provocOd un
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descenso de su expresion, que solo fue significativo en el caso de la isoforma p del
heterodimero (-37%) (Fig. 34E).
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Fig. 34. Niveles relativos de ARNm de proteinas implicadas en la homeostasis de los ABs en
células de hepatoblastoma humano, HepG2, control (barras negras) y tratadas con los
glucocorticoides dexametasona o prednisolona (barras blancas), determinados por RT-PCR
cuantitativa a tiempo real. Los valores se expresan como porcentaje respecto de las células
control, no tratadas, y son media + EEM de 5 cultivos llevados a cabo por duplicado. *, p<0,05
comparando con el grupo control, mediante test de valores apareados. El valor medio de ciclo
umbral (Ct) £+ EEM encontrado para las células control fue: 33,92 + 0,79 para CYP7A1 (A);
25,01 + 0,26 para CYP27Al1 (B); 29,84 + 0,23 para BAAT (C), 26,9 £ 0,37 para OSTa (D) y
29,78 + 0,41 para OST (E).
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De los cambios observados, solo el incremento en la expresion de CYP7ALl y
la caida en la de los OSTs son consistentes con el descenso de los niveles de FXR
encontrado en las células HepG2 tratadas con glucocorticoides (Fig. 25C), ya que la
activacion de FXR se sabe que induce la represion de CYP7AL y la estimulacion de
OSTw/OSTB.

A la vista de estos resultados decidimos analizar también la expresion de estos
genes en los cultivos de células HepG2 tratados con prednisolona durante otras 24 h
adicionales, en las que se afiadia también al medio el agonista sintético de FXR,
GW4064 (Fig. 35), para comprobar el efecto del glucocorticoide sobre la respuesta del
NR.

Como era de esperar, la expresién de la enzima clave en la via clasica de
sintesis de ABs, CYP7AL, se reprimié un 80% en presencia de GW4064, tanto en
células control como expuestas 48 h a prednisolona, aunque ya el tratamiento
Unicamente con el glucocorticoide redujo la expresion de la enzima un 20% respecto
de las células control (Fig. 35A), lo que no se habia observado tras 24 h de exposicion
(Fig. 34A). Sin embargo ninguno de los tratamientos ensayados modifico la expresion
de CYP27A1 (Fig. 34B y 35B), lo que es consistente con una menor dependencia de
esta enzima del control por FXR (Eloranta et al., 2005).

Los niveles de ARNm de la enzima conjugante de ABs, BAAT, se redujeron
también un 26% tras 48 h de incubacion con prednisolona (Fig. 35C), a diferencia de
nuevo de lo observado tras so6lo 24 h de exposicién (Fig. 34C). En este caso, la
adicion GW4064 a las células control no tuvo el efecto esperado de estimulacién de la
expresion de esta enzima (Esquema 6), que de hecho se redujo significativamente.
Cuando se administraron conjuntamente prednisolona y GW4064 se encontré el
mismo grado de represion de los niveles de BAAT que cuando se afadieron por
separado, indicando que ambos compuestos no parecen tener efectos aditivos sobre

la expresion de esta enzima.

La expresion de las dos isoformas de OSTa/OSTp se indujo marcadamente en
células HepG2 control por la exposicibon a GW4064 (+1680% y +1410%,
respectivamente) (Fig. 35D y 35E). Sin embargo, en el caso de OSTa, la induccién
debida a GW4064 se modero6 cuando las células se trataron ademas con prednisolona
(+890%). La prednisolona por si sola no produjo cambios significativos en la expresion
de las OSTs.
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Fig. 35. Niveles relativos de ARNm de proteinas implicadas en la homeostasis de los ABs en
células de hepatoblastoma humano HepG2 control (barras negras) y tratadas con el agonista
de FXR GW4064, prednisolona o ambos (barras blancas), determinados por RT-PCR
cuantitativa a tiempo real. Los valores se expresan como porcentaje de las células control, no
tratadas, y son media £+ EEM de 3 cultivos realizados por duplicado. *, p<0,05 comparando con
el grupo control, #, p<0,05 comparando con el grupo prednisolona, mediante el test de
Bonferroni. El valor medio de ciclo umbral (Ct) + EEM encontrado para las células control fue:
31,87 + 0,96 para CYP7AL (A); 24,62 + 0,39 para CYP27A1 (B); 29,92 + 0,41 para BAAT (C),
26,23 £ 0,54 para OSTa (D) y 28,67 + 0,42 para OSTf (E).

En resumen, en el modelo in vitro hemos encontrado cambios no muy
marcados tras 24 h de exposicion a los glucocorticoides, que incluso se revierten al
prolongar un dia mas el tratamiento. La activacion de FXR por su ligando GW4064

provocé los cambios esperables (salvo en el caso de la enzima BAAT), al estimular la
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expresion de las OSTs y también de SHP (Fig. 26C), cuya sobre-expresion debe ser a
su vez responsable de la inhibicion de la de CYP7Al. La presencia de
glucocorticoides en el medio no bloqued la induccién de FXR por su ligando, pero si
se tradujo en una menor respuesta en la estimulacion de sus dianas, sobre todo de
OSTa, pero también de SHP, e indirectamente, en una menor represion de CYP7AL.
En el esquema 6 se recogen los cambios encontrados en este modelo, que en su
mayoria pueden atribuirse a la reduccién de la expresién de FXR inducida en células
HepG2 por la exposicibn a glucocorticoides, si bien no se puede descartar que
ademas de los niveles de esta proteina, también su funcién sefalizadora se vea

alterada por estos compuestos.
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Esquema 6: Representacion esquematica de la posible interaccién entre los glucocorticoides y
la via de sefializacién de FXR en la regulacion de la expresion de proteinas implicadas en la
homeostasis de los acidos biliares en células de hepatoblastoma humano HepG2.

4.4.4, EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES EN CELULAS DE HEPATOMA
HUMANO TRANSFECTADAS CON FXR

Para investigar en mayor profundidad el efecto de los glucocorticoides sobre la
via de sefalizacion del receptor FXR decidimos expresar esta proteina en células de

hepatoma humano Alexander o PLC/PRF/5. Estas células presentan unos niveles
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basales de expresion de FXR préacticamente inapreciables si los comparamos con los
detectados en higado humano (<0,1%) (Tabla 1). Se llev6 a cabo una doble
transfeccion, para introducir la isoforma de FXR mas abundante en higado, la FXRa2
(que denominaremos FXRa-, ya que es la isoforma que carece de inserto), junto con
el NR RXRa, que forma un heterodimero con FXR y con otros NRs del mismo tipo.
Esta dimerizacion es necesaria para que los receptores se unan a sus elementos de
respuesta especificos en el promotor de sus genes diana. Las construcciones de
FXRa- y RXRa utilizadas fueron obtenidas en nuestro grupo de investigacién, como
parte de su Tesis Doctoral, por el Ldo. D. Javier Rodriguez Vaquero quién también

puso a punto las condiciones de la transfeccion con lipidos catiénicos empleadas.

Tabla 1. Expresién de las proteinas de interés en células Alexander
Gen % de Higado Humano
FXR 0,07 £ 0,03
GRap 54,5 +13,4
BSEP 0,006 = 0,003
SHP 5,58 £ 2,26
CYP7Al1 ND
CYP27A1 0,07 £ 0,01
OSTa 0,74 £ 0,47
OSTB 20366 + 17162
MRP2 221+4,7
MRP4 285 + 39
BCRP 18,7+ 6,8

Niveles relativos de ARNm en células Alexander control, transfectadas con el vector vacio 3.1,
determinados por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los valores se expresan como
porcentaje respecto de higado humano control, y son media + EEM de 3 cultivos. N.D. No
detectable (Ct> 40).

Al dia siguiente de la transfeccion, las células cotransfectadas con FXRa-
/IRXRa se expusieron durante 48 h a dexametasona o prednisolona (20 pM) en
presencia 0 no del agonista de FXR GW4064 (1 uM) durante las ultimas 24 h del

cultivo. Como controles se utilizaron células transfectadas con el vector vacio 3.1, que
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se sometieron a las mismas condiciones experimentales. En la tabla 1 se muestran
los niveles basales de expresion de las diferentes proteinas estudiadas en las células
control tratadas sélo con el vehiculo, DMSO.

En estos cultivos se determind, en primer lugar, la expresion de FXR para
comprobar la eficacia de la transfeccion. Para evitar posibles interferencias en la PCR
del ADN vectorial remanente, tras la retrotranscripcion se sometié al ADNc a una
digestién con la enzima de restriccion Dpnl, que corta el ADN metilado de origen
plasmidico, asegurandonos asi de que el FXR amplificado en la PCR correspondia al
que se habia expresado en las células. Como ya hemos indicado, la expresion de
FXR fue practicamente indetectable en las células transfectadas con el vector vacio
3.1, independientemente del tratamiento aplicado (Fig. 36A, barras blancas). Por el
contrario, en las células cotransfectadas con las construcciones de FXRa-/RXRa la
expresion de FXR era elevada, comparable a la detectada en higado humano control,
aunque variable, debido probablemente a diferencias en la eficacia de transfeccion
entre los distintos experimentos (Fig. 36A, barras grises). El tratamiento con los
glucocorticoides y/o GW4064 no modificé significativamente los niveles de FXR.

En estos cultivos se analizd también la expresion del receptor de
glucocorticoides. Se emplearon los “primers” disefiados para amplificar conjuntamente
ambas isoformas del receptor, GRa y GRB. Su expresion en células Alexander control
fue algo inferior a la encontrada en higado (tabla 1) y no se maodifico por la
transfeccion de FXRa-/RXRa, ni por la exposicion a prednisolona o al ligando de FXR
(Fig. 36B). Sdlo la dexametasona mostr6 un moderado efecto inhibidor sobre la
expresion del GR en células Alexander que expresaban también FXR (Fig. 36B), al
igual que ocurria en los higados de las ratas tratadas con este glucocorticoide (Fig.
24A).
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Fig. 36. Niveles relativos de ARNm de FXR (A) y GRaB (B) en células de hepatoma humano
Alexander transfectadas con el vector vacio 3.1 (barras blancas) o cotransfectadas con las
construcciones de FXRa-/RXRa (barras grises) y tratadas o no (DMSO) con GW4064 (GW) y/o
los glucocorticoides dexametasona (DEX) o prednisolona (PRED), determinados por RT-PCR
cuantitativa a tiempo real. Los valores se expresan como porcentaje respecto de higado
humano control (A) o de células control (3.1 DMSO) (B), y son media + EEM de 4 cultivos. *,
p<0,05 comparando con el control 3.1 DMSO; #, p<0,05 comparando las células transfectadas
con FXRa-/RXRa con el grupo DMSO, mediante el test de Bonferroni.

El siguiente paso fue analizar la expresion de algunas dianas de FXR, como
BSEP, SHP y las enzimas CYP7Al y CYP27Al. Los niveles de ARNm de estas
proteinas en las células Alexander control fueron muy bajos en comparacién con el
higado (Tabla 1), de sélo el 6% para SHP, inferiores al 0,1% para CYP27A1 y al
0,01% para BSEP, e indetectables en el caso de CYP7AL, que no pudimos analizar

en estas células.

La transfeccion con FXR incrementdé (+115%) la expresion de la bomba
exportadora de sales biliares, BSEP, con respecto de las células transfectadas con el

vector vacio, si bien sigui6 siendo extremadamente baja en comparacion con los
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niveles hepaticos. En estas condiciones el tratamiento con el agonista GW4064 indujo
un incremento del 10.000% en los niveles de ARNm de BSEP, indicando asi que el
FXR expresado en estas células era funcional (Fig. 37A). La exposicion de las células
transfectadas con FXR a los glucocorticoides, aun en ausencia de GWA4064,
determiné una subida de 10 veces en la expresion del transportador. A pesar de la
considerable variabilidad de respuesta en los diferentes cultivos, hecho que quiza
haya que atribuir a los bajos niveles de expresion de BSEP en estas células (Tabla 1),
se observé una tendencia a un efecto aditivo de los glucocorticoides y el agonista de

FXR en las células FXR-positivas tratadas con ambos (Fig. 37A).

La expresion de SHP aument6 también (+79%) en las células Alexander
transfectadas con FXR, y mas cuando este NR se estimulé con GW4064 (Fig. 37B),
indicando de nuevo que la proteina expresada era funcional. La incubacién con
ambos glucocorticoides indujo una marcada reduccién (-80%) en los niveles de ARNm
de SHP en células que expresaban FXR, como ya habiamos visto en las células
HepG2 (Fig. 26D) y en los experimentos in vivo (Fig. 24C), y bloque6é en buena
medida la respuesta inductora del GW4064. Pero los resultados mas interesantes
fueron los obtenidos en las células Alexander que no expresaban FXR (Fig. 37B,
barras blancas), en las que los glucocorticoides mostraron el mismo efecto inhibidor
sobre los niveles de SHP que en las células transfectadas con FXR,
independientemente o no del tratamiento con GW4064 que, como es ldgico, carecia
de efecto en estas células.

Estos datos sugieren que SHP es sensible a glucocorticoides aldn en ausencia
de FXR, lo que nos lleva a plantearnos la idea de un posible efecto directo de los
glucocorticoides, independiente de FXR, sobre la expresion de este represor
transcripcional, que seria antagénico al que ejercen los ABs a través de su receptor
FXR (Esquema 7).
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Fig. 37. Niveles relativos de ARNm de BSEP (A), SHP (B) y CYP27Al1 (C) en células de
hepatoma humano Alexander transfectadas con el vector vacio 3.1 (barras blancas) o
cotransfectadas con las construcciones de FXRa-/RXRa (barras grises) y tratadas o no
(DMSO) con GW4064 (GW) y/o los glucocorticoides dexametasona (DEX) o prednisolona
(PRED), determinados por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los valores se expresan como
porcentaje de células control (3.1 DMSO), y son media + EEM de 4 cultivos. *, p<0,05
comparando con el grupo 3.1.DMSO; #, p<0,05 comparando las células transfectadas con
FXRa-/RXRa con el grupo DMSO; ¥, p<0,05 comparando los grupos DEX GW y PRED GW
con el grupo GW mediante el test de Bonferroni.
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SHP controla la sintesis de ABs inhibiendo la transcripcion de las enzimas
llave de la misma, CYP7Al1 y CYP27A1. Como ya hemos sefialado, los niveles de
estas enzimas eran muy bajos (indetectables en el caso de CYP7Al) en células
Alexander. Para CYP27Al se observo una tendencia a aumentar sus niveles de
ARNmM en las células expuestas a glucocorticoides (Fig. 37C), lo que estaria de
acuerdo con el descenso en la expresion de SHP (Fig. 37B).

Analizamos también en estos cultivos la expresion del heterodimero
OSTa/OSTR, proteinas diana de FXR cuya induccion por GW4064 en células HepG2
se bloqueaba en cierto grado por la presencia de prednisolona (Fig. 35D). En células
Alexander control la expresién de OSTa era muy baja (<1%) respecto a la encontrada
en higado humano (Tabla 1) y sus niveles apenas experimentaron modificaciones
significativas en las diferentes condiciones experimentales ensayadas (Fig. 38A). Sin
embargo, de todas las proteinas analizadas en células Alexander control, OST era la
que presentaba mayores niveles de expresién en comparacioén con el higado (Tabla
1), que no se modificaron por la cotransfeccion con FXRo-/RXRa (Fig. 38B). El
tratamiento con dexametasona y prednisolona reprimié la expresion (-65% y -75%,
respectivamente) de OSTB en las células que expresaban FXR y redujo también la
respuesta a la estimulacion por GW4064 (Fig. 38B, barras grises). De igual modo que
en el caso de SHP, los glucocorticoides fueron capaces de reprimir también la
expresion de OSTR (-79%) en células Alexander carentes de FXR (Fig. 38B, barras
blancas). Esto indica que estos compuestos son capaces de inhibir la expresion de
este transportador independientemente de FXR, lo que de nuevo seria un efecto

antagonista al ejercido por FXR sobre esta diana (Esquema 7).

Por ultimo, analizamos también la expresién de proteinas ABC en células
Alexander. En condiciones basales era en torno al 20% de la detectada en higado
humano control para MRP2 y BCRP, y casi 3 veces mas alta que la hepética en el
caso de MRP4 (Tabla 1), y no se modificé por la cotransfeccion con FXRa-/RXRa (Fig.
39), salvo un ligero incremento (+37%) en el caso de BCRP (Fig. 39C).
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Fig. 38. Niveles relativos de ARNm de OSTa (A) y OSTB (B) en células de hepatoma humano
Alexander transfectadas con el vector vacio 3.1 (barras blancas) o cotransfectadas con las
construcciones de FXRa-/RXRa (barras grises) y tratadas o no (DMSO) con GW4064 (GW) y/o
los glucocorticoides dexametasona (DEX) o prednisolona (PRED), determinados por RT-PCR
cuantitativa a tiempo real. Los valores se expresan como porcentaje de células control (3.1
DMSO), y son media + EEM de 4 cultivos. *, p<0,05 comparando con el grupo 3.1.DMSO; #,
p<0,05 comparando las células transfectadas con FXRa-/RXRa con el grupo DMSO mediante
el test de Bonferroni.

La incubacién con glucocorticoides no produjo cambios marcados en la
expresion de MRP2 y MRP4 en las células Alexander de hepatoma humano (Fig. 39A
y 39B), como tampoco lo habia hecho en células HepG2 (Fig. 23 y Fig. 27). En el caso
de BCRP, se observé un efecto inhibidor de los glucocorticoides, mas claro cuando
las células expresaban FXR (Fig. 39C, barras grises), lo que coincide con lo descrito

para esta proteina transportadora en el apartado anterior.
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Fig. 39. Niveles relativos de ARNm de MRP2 (A), MRP4 (B) y BCRP (C) en células de
hepatoma humano Alexander transfectadas con el vector vacio 3.1 (barras blancas) o
cotransfectadas con las construcciones de FXRa-/RXRa (barras grises) y tratadas o no
(DMSO) con GW4064 (GW) y/o los glucocorticoides dexametasona (DEX) o prednisolona
(PRED), determinados por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los valores se expresan como
porcentaje de células control (3.1 DMSO), y son media + EEM de 4 cultivos. *, p<0,05
comparando con el grupo 3.1.DMSO; #, p<0,05 comparando las células transfectadas con
FXRa-/RXRa con el grupo DMSO; ¥, p<0,05 comparando los grupos DEX GW y PRED GW
con el grupo GW, mediante el test de Bonferroni.

187



En resumen, en células de hepatoma humano Alexander, que no expresan
FXR enddgeno, la transfeccion con FXRa-/RXRa permitio identificar efectos de los
glucocorticoides sobre la expresién de diferentes proteinas relacionadas con la
homeostasis de los ABs y la funcién hepatobiliar (Esquema 7). En algunos casos los
glucocorticoides tuvieron efectos agonistas a los mediados por FXR, por ejemplo la
induccién de la expresion de BSEP (Fig. 37A), mientras que en otros su efecto fue
antagonista, como ocurrio para SHP y OSTB, cuya expresién se estimula por la
activacion de FXR con GW4064 y se reprime por el tratamiento con dexametasona y
prednisolona (Fig. 37B y 38B). Hay que destacar que este efecto inhibidor parece ser

FXR-independiente, ya gue tiene lugar también en las células que no expresan FXR.
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Esquema 7: Representacion esquematica de la posible interaccién entre los glucocorticoides y
la via de sefializacién de FXR en la regulacion de la expresion de proteinas implicadas en la
homeostasis de los acidos biliares en células de hepatoma humano Alexander transfectadas
con las construcciones FXRa-/RXR.

Ademas de por FXR, se ha descrito la regulacién de la expresion de SHP por
varios NRs y factores de transcripcion, incluyendo LXRa, LRH-1, PXR, PPARYy,
HNF4a, SF-1 (Steroidogenic Factor-1), el receptor de estrégenos ERa, SREBP-1c, c-
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jun, y otros (Zhang et al., 2011), pero no hemos encontrado en la literatura referencia
a un papel de los glucocorticoides o su receptor GR, en dicha regulacion. Al contrario,
si se sabe que el GR es una diana de SHP, que ejerce sobre él, al igual que sobre
otros NRs, su efecto represor (Borgius et al., 2002).

Aunqgue FXR es también el principal regulador de la expresién de OSTa/OST,
parece que otros factores de transcripcibn podrian estar también implicados,
incluyendo el propio SHP, LRH-1, LXR o PXR (Ballatori et al., 2009). Concretamente
para PXR se ha descrito que su activacion por un ligando especifico provoca en
ratones una represion en la expresion de OSTs (Teng y Piquette-Miller, 2007). Puesto
que se sabe que algunos efectos de la dexametasona pueden estar mediados por la
activacion de PXR (Ma et al., 2008), podria ser interesante investigar mas a fondo el
papel de este NR de xenobidticos en el efecto inhibidor inducido por glucocorticoides

sobre la expresion de OSTR y SHP en ausencia de FXR.
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Esquema 8: Representacidn esquematica de la posible interaccién entre los glucocorticoides y
la via de sefializacién de FXR en la regulacion de la expresion de proteinas implicadas en la
homeostasis de los acidos biliares.
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En resumen, los resultados de nuestro estudio en diferentes modelos
experimentales ponen de manifiesto la existencia de interacciones, hasta ahora no
descritas, entre las vias de sefializacion celular activadas por glucocorticoides y la del
receptor nuclear de ABs FXR en el higado (Esquema 8). La expresion hepatica de
FXR se reduce en respuesta al tratamiento con glucocorticoides, hecho que podria
justificar la menor respuesta a la activacion de FXR por sus ligandos. Ademas, sobre
algunos genes diana de FXR se han encontrado efectos antagénicos a los inducidos
por éste receptor, que no es probable que estén mediados por él. Tanto el mecanismo
de la inhibicion de la expresién de FXR por glucocorticoides, como los implicados en
los efectos agonistas y antagonistas de estos esteroides sobre los genes diana de
FXR permanecen aun por dilucidar y seran objeto de investigacion futura por parte de

nuestro grupo.
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Conclusiones derivadas del objetivo 1:

1.

Los &cidos biliares son capaces de alcanzar el nucleo de los hepatocitos
incluso en ausencia de ayuda por parte de proteinas y estructuras
extranucleares.

Aunque los niveles intranucleares de acidos biliares dependen de su
concentracion intracelular, la existencia de diferencias entre distintas
moléculas organicas de forma independiente del tamafio y de la carga eléctrica
sugiere que, ademas de la difusiébn desde el citoplasma, debe haber otros
mecanismos que determinen su contenido nuclear total.

Los &cidos biliares no se distribuyen de forma homogénea dentro del ndcleo
de los hepatocitos, sino que se concentran en determinadas regiones que son
transcripcionalmente activas y en las que se co-localizan especificamente con

su receptor nuclear, el FXR.

Conclusiones derivadas del objetivo 2:

4.

La proteina MRP2, responsable del transporte de bilirrubina conjugada y otros
aniones organicos a través de la membrana canalicular, también se localiza en
el sistema membranoso formado por la envuelta nuclear externa y el reticulo
endoplasmico de hepatocitos de rata.

La proteina MRP2 localizada en el compartimento perinuclear se encuentra
glicosilada y madura. En situaciones experimentales en las que la expresion
hepatica de MRP2 se modifica, como la colestasis obstructiva y tras el
tratamiento de los animales con dexametasona o cisplatino, se producen
cambios paralelos en la abundancia de proteina MRP2 perinuclear.

La MRP2 perinuclear se localiza en las mismas estructuras membranosas que
la enzima conjugante de bilirrubina UDP-glucuronil transferasa 1Al. Esto
sugiere que el papel de MRP2 en esta membrana podria ser el transporte de
derivados conjugados de bilirrubina y otros compuestos potencialmente toxicos
desde el interior de este compartimento hacia el citosol, para su posterior

secrecion canalicular.

Conclusiones derivadas de los objetivos 3y 4:

7.

El tratamiento con glucocorticoides reduce la expresion hepatica del receptor
nuclear de &cidos biliares FXR tanto in vivo, en higado de rata, como in vitro,
en células hepaticas de origen humano. Esta puede ser la causa de la menor

respuesta a la activacion de FXR, por sus agonistas, que se observa en
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presencia de glucocorticoides, si bien no se puede descartar una interaccion
directa de estas moléculas con alguno de los integrantes de la via de
sefalizacion de FXR.

El tratamiento con glucocorticoides modifica la expresion hepética de enzimas
responsables de la sintesis y conjugacion de &cidos biliares, y de
transportadores tanto sinusoidales como canaliculares implicados en su
transporte hepatobiliar, lo que concuerda con los cambios en la circulacién
enterohepética de 4cidos biliares observados en animales tratados con estos
compuestos.

Los glucocorticoides presentan efectos agonistas a los de los 4cidos biliares y
otros ligandos de FXR sobre ciertos genes diana de este receptor nuclear,
mientras que sobre otros poseen efectos antagonistasLo que sugiere que los
glucocorticoides pueden ejercer un efecto independiente de FXR sobre
algunos los genes diana de este receptor nuclear, como el transportador OSTf

y el represor transcripcional SHP.
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