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La acumulación intracelular de compuestos endógenos o xenobióticos potencialmente 
tóxicos puede producir alteraciones en el equilibrio redox celular y desencadenar situaciones 
de estrés oxidativo que finalmente conduzcan a la muerte celular por apoptosis o necrosis. 

En estas circunstancias se ponen en marcha distintos mecanismos de defensa celular 
entre los que se incluyen la activación de diversos sistemas antioxidantes, la inducción 
de mecanismos de biotransformación y eliminación de sustancias tóxicas, mediados por 
enzimas de fase I y fase II, así como por bombas exportadoras de la superfamilia ABC 
(“ATP-Binding Cassette”), y la potenciación de rutas de supervivencia celular. A pesar de 
la importancia de estos sistemas de defensa celular, los mecanismos implicados en su 
regulación no se conocen en profundidad. 

La coordinación de la expresión de los genomas nuclear y mitocondrial es fundamental 
para la correcta ejecución de funciones celulares como la respuesta a situaciones de estrés 
químico y oxidativo. Así, existen vías de “señalización retrógrada”, mediante las que las 
señales procedentes de la mitocondria pueden modular la expresión de genes nucleares. 
Puesto que estos orgánulos presentan una gran sensibilidad a la toxicidad inducida por 
compuestos endógenos y xenobióticos, la activación de rutas de señalización retrógrada 
podría participar en la regulación de la expresión de genes implicados en mecanismos 
de defensa celular lo que da lugar a un fenotipo celular caracterizado por una mayor 
quimiorresistencia. 

Por todo ello, en esta Tesis Doctoral nos planteamos como objetivo global analizar 
el papel del genoma mitocondrial en la regulación de la expresión de distintas proteínas y 
en la activación de rutas de señalización implicadas en los mecanismos de defensa frente 
al daño oxidativo y la muerte celular inducidos por compuestos endógenos y xenobióticos 
potencialmente tóxicos. Para alcanzar este objetivo se diseñaron los siguientes objetivos 
parciales:

Objetivo primero: Evaluar el efecto del tratamiento con concentraciones subtóxicas 
de paracetamol sobre la expresión de proteínas ABC a nivel hepático y de tejidos 
extrahepáticos de rata y en líneas celulares humanas.  

Objetivo segundo: Determinar el papel del genoma mitocondrial en los mecanismos 
de regulación de la expresión de proteínas ABC en situaciones de estrés oxidativo inducido 
por compuestos potencialmente tóxicos endógenos, como los ácidos biliares, y xenobióticos 
como el paracetamol.

Objetivo tercero: Analizar el efecto de la ausencia de genoma mitocondrial sobre la 
regulación de los mecanismos de resistencia a la muerte celular inducida por acumulación 
de ácidos biliares.
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Objetivo cuarto: Estudiar el papel del genoma mitocondrial en la regulación de la 
expresión de genes implicados en distintos mecanismos de resistencia a la toxicidad inducida 
por fármacos antitumorales incluidos en los regímenes de quimioterapia empleados en el 
tratamiento farmacológico del carcinoma hepatocelular.

Objetivo quinto: Determinar el efecto de la presencia de la mutación c.214C>A en el 
gen de la biliverdina reductasa α (BVRα) sobre su actividad y analizar el papel citoprotector 
de la biliverdina, mediado por esta enzima, frente al estrés oxidativo inducido por ácidos 
biliares en líneas celulares humanas de origen hepático.
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2.1. LA MITOCONDRIA

2.1.1. Características generales         

Las mitocondrias son orgánulos semiautónomos presentes en el citoplasma de 
las células eucariotas que tienen su propio genoma y su propio sistema de replicación, 
trascripción y traducción (Anderson et al., 1981; Taanman, 1999). En estos orgánulos se 
produce aproximadamente el 90% del ATP celular mediante fosforilación oxidativa (Wallace, 
1997). Además juegan un papel fundamental en la generación de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) y en la muerte celular por apoptosis (Wallace, 2008). 

El carácter procariota del sistema genético de las mitocondrias sugiere que estos 
orgánulos evolucionaron a partir de bacterias que establecieron una relación simbiótica. 
Según la hipótesis endosimbiótica, las células eucariotas ancestrales aparecieron en forma 
de organismos anaeróbicos que, hace aproximadamente 1500 millones de años, cuando 
la presencia de oxígeno en la atmosfera se hizo abundante, establecieron una relación 
endosimbiótica con algún tipo de α-protobacteria que presentaba un sistema de fosforilación 
oxidativa y que evolucionó hasta originar las mitocondrias (Gray et al., 1999; Lang et al., 
1997; Margulis, 1981). Inicialmente, ambos endosimbiontes mantuvieron su independencia 
ya que contenían todo el material genético necesario para su correcto funcionamiento. Sin 
embargo, a lo largo del proceso evolutivo, un gran número de genes mitocondriales fue 
transfiriéndose al núcleo, entre ellos la mayor parte de los genes que codifican las distintas 
subunidades de la cadena respiratoria mitocondrial (Burger et al., 2003; Wallace, 2007). 

Estos orgánulos tienen un diámetro entre 0,5 y 1 μm, son móviles y presentan un 
gran dinamismo, ya que constantemente cambian su forma y estructura en respuesta a 
distintos estímulos y a las necesidades metabólicas de la célula. Nunca se sintetizan de 
novo sino que surgen por crecimiento y división (bien por bipartición o por tabicación) de 
mitocondrias ya existentes. 

Cada mitocondria está delimitada por dos membranas, una externa y otra interna, 
altamente especializadas, que definen dos compartimentos mitocondriales distintos: la 
matriz y el espacio intermembrana.

Desde el punto de vista funcional, el principal compartimento mitocondrial es la matriz 
y la membrana interna que la delimita (Smoly et al., 1970). La membrana mitocondrial 
interna juega un papel fundamental en el proceso de fosforilación oxidativa, que consiste 
en la obtención de ATP para almacenar la energía procedente de la oxidación de los 
compuestos orgánicos. Dentro de la matriz se encuentran: varias moléculas de ADN 
mitocondrial (ADNmt), ARN mensajero (ARNm) y ARN transferentes (ARNt) característicos 
de las mitocondrias, ARN ribosómicos (ARNr) que constituyen los mitorribososmas (70S), 
enzimas del ciclo de Krebs y de la β-oxidación y la superóxido dismutasa (SOD) mitocondrial, 
Mn-SOD, distinta a la citoplásmica, Cu,Zn-SOD, que interviene en la eliminación de los 
radicales libres que se producen en gran cantidad dentro de la mitocondria. 
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2.1.2. Fosforilación oxidativa

Como se mencionó anteriormente, la función principal de la mitocondria es la de llevar 
a cabo la fosforilación oxidativa, un proceso que permite la síntesis de moléculas de ATP a 
partir de la energía liberada de los compuestos orgánicos mediante una serie de reacciones 
oxidativas. Para ello, en la mitocondria tienen lugar dos procesos fundamentales: el ciclo 
de Krebs y el transporte de electrones a través de la cadena transportadora localizada en 
su membrana interna.

A. El ciclo de Krebs

El ciclo del ácido cítrico o ciclo de Krebs es una ruta bioquímica en la que convergen 
un gran número de metabolitos, de hecho, es responsable de la oxidación total de 
aproximadamente dos terceras partes de los compuestos de carbono. Este ciclo se lleva 
a cabo en la matriz mitocondrial y consiste en la oxidación de acetil-CoA a CO2 y agua 
mediante una serie de reacciones de óxido-reducción. 

Las moléculas de acetil-CoA provienen fundamentalmente de dos fuentes: la 
descarboxilación del piruvato (procedente de la glucólisis citosólica) y la β-oxidación de los 
ácidos grasos, ambos procesos llevados a cabo en la matriz mitocondrial. Estos grupos 
acetilo se incorporan al ciclo de Krebs, donde reaccionan con el oxalacetato produciendo 
ácido cítrico. Posteriormente, por medio de siete reacciones  de óxido-reducción consecutivas 
se eliminan dos átomos de carbono en forma de CO2 y se regenera el oxalacetato. Durante 
este proceso se obtienen también moléculas de alto poder reductor, NADH y FADH2, que 
pasan a la cadena transportadora de electrones, situada en la membrana mitocondrial 
interna (Tzagoloff y Siekevitz, 1982).

B. La cadena transportadora de electrones  

La cadena transportadora de electrones o cadena respiratoria mitocondrial es un 
conjunto macromolecular compuesto por 20 transportadores organizados en cuatro grandes 
complejos en la membrana mitocondrial interna. Su función es transportar los electrones 
cedidos por el NADH y el FADH2 a través de los centros activos de los distintos complejos 
hasta llegar al aceptor final de electrones, el oxígeno, formándose una molécula de agua. 
En determinados puntos del transporte, la energía liberada es suficiente para bombear 
protones a través de alguno de estos complejos proteicos. Así, se genera un gradiente 
electroquímico que después se acopla a la síntesis de ATP en un quinto complejo formado 
por la ATP sintasa.

La mayoría de sus componentes se encuentran fijos en la membrana mitocondrial 
interna, formando parte de los siguientes complejos multienzimáticos: NADH deshidrogenasa 
(complejo I), succinato deshidrogenasa (complejo II), complejo citocromo b-c1 (complejo III) 
y citocromo oxidasa (complejo IV), mientras que otros, como la ubiquinona o el citocromo 
c, pueden desplazarse para poner en contacto los componentes que se mantienen fijos. 
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Formando parte de este sistema encontramos dos flavoproteínas, la NADH 
deshidrogenasa localizada en el complejo I y la succinato deshidrogenasa localizada en el 
complejo II, encargadas de catalizar la etapa inicial de transporte de los electrones desde 
el NADH al complejo I y desde el FADH2 al complejo II. En el paso de estos electrones por 
los distintos centros activos se produce una caída progresiva del valor del potencial redox. 
Esta caída de energía en algunos puntos es gradual, suave y no se puede aprovechar, pero 
en otros (complejos I, III y IV) es más brusca y permite el bombeo de protones al espacio 
intermembrana (Casey, 1984). Según explica la Teoría quimiosmótica de Mitchell, la energía 
que se libera de los electrones de alta energía de los hidrógenos del NADH y FADH2 cada 
vez que pasan de una molécula transportadora a la siguiente de la cadena respiratoria, se 
utiliza para bombear protones desde la matriz al espacio intermembrana, generándose un 
gradiente electroquímico de protones a través de la membrana mitocondrial interna cuyo 
flujo es utilizado por la enzima ATP sintasa para convertir el ADP y Pi en ATP (Mitchell, 
1961) (Figura I1). 
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Figura I1.  Principales funciones de la cadena respiratoria mitocondrial. Los electrones llegan a la 

cadena respiratoria mitocondrial en forma de NADH y FADH2 y son utilizados para la síntesis de ATP. 

Los complejos de la cadena transportadora de electrones se muestran en la figura marcados del I al V. 

Durante el transporte de electrones también se generan ROS, fundamentalmente en los complejos I y III. 

El citocromo c, uno de los componentes de la cadena respiratoria juega un papel fundamental en la 

apoptosis cuando se libera al citoplasma a través de poros constituidos por las proteínas proapoptóticas 

Bax o Bak. Tomado de Fogg et al., 2011. 
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respiratoria mitocondrial en forma de NADH y FADH2 y son utilizados para la síntesis de ATP. Los complejos 
de la cadena transportadora de electrones se muestran en la figura marcados del I al V. Durante el transporte 
de electrones también se generan ROS, fundamentalmente en los complejos I y III. El citocromo c, uno de 
los componentes de la cadena respiratoria juega un papel fundamental en la apoptosis cuando se libera al 
citoplasma a través de poros constituidos por las proteínas proapoptóticas Bax o Bak. Tomado de Fogg et 
al., 2011.



O
bj

et
iv

os
In

tr
od

uc
ci

ón
M

at
er

ia
l y

 M
ét

od
os

R
es

ul
ta

do
s 

y 
D

is
cu

si
ón

C
on

cl
us

io
ne

s
B

ib
lio

gr
af

ía
En

gl
is

h 
Su

m
m

ar
y

Mª Ester González Sánchez

10

Durante el transporte de electrones a lo largo de la cadena respiratoria se producen 
también especies reactivas de oxigeno (ROS), fundamentalmente radical superóxido, a 
nivel de los complejos I y III (Murphy, 2009) y en circunstancias especiales también en 
el complejo II (Quinlan et al., 2012) (Figura I1). El aumento en la generación de ROS 
incrementa el daño mitocondrial presente en distintos tipos de patologías y juega un papel 
fundamental en los procesos de señalización redox desde este orgánulo al resto de la 
célula (Murphy, 2009). 

Otro de los mecanismos en los que está implicada la cadena respiratoria mitocondrial 
es en la ejecución de la muerte celular por apoptosis. Concretamente el citocromo c, 
uno de los elementos móviles de la cadena transportadora de electrones desempeña un 
papel fundamental en la vía intrínseca de apoptosis (Liu et al., 1996) (Figura I1). Distintos 
estímulos proapoptóticos hacen que el citocromo c se libere al citosol donde favorece la 
activación de caspasas que participan en este proceso de muerte celular programada 
(Green, 2000; Wang, 2001).

2.1.3. El genoma mitocondrial

Todas las células eucariotas animales poseen dos genomas diferentes e 
interdependientes que constituyen un sistema genético dual: uno está localizado en el 
núcleo celular y codifica la mayoría de las proteínas de la célula y el otro se encuentra 
en las mitocondrias y codifica un número pequeño de proteínas determinantes para su 
correcto funcionamiento. La interacción entre estos dos genomas es fundamental para 
el proceso de fosforilación oxidativa implicado en la producción de la mayor parte de la 
energía necesaria para realizar las distintas funciones celulares (Falkenberg et al., 2007).

El posible origen enbosimbiótico de las mitocondrias así como la transferencia de 
genes desde este orgánulo al núcleo durante el proceso evolutivo explicarían porqué 
las mitocondrias presentan su propio genoma con sus propios sistemas de trascripción, 
traducción y maquinaria de ensamblaje de proteínas que dependen de ciertos genes 
nucleares para su correcto funcionamiento 

El ADNmt, cuya herencia se produce exclusivamente por vía materna, supone entre 
el 0,1-1% del total del ADN en la mayoría de células de mamíferos. Cada mitocondria 
contiene de 2-10 copias de moléculas de ADNmt y cada célula humana contiene más de 
1000 copias de ADNmt (Wei, 1992). En células hepáticas de rata hay aproximadamente 
de 5 a 10 moléculas de ADNmt por orgánulo y unas 1000 mitocondrias por célula, lo que 
supone el 1% del ADN celular (Singh et al., 1992).



O
bjetivos

Introducción
M

aterial y M
étodos

R
esultados y D

iscusión
C

onclusiones
B

ibliografía
English Sum

m
ary

Introducción

11

2.1.3.1. Estructura y función

El ADNmt es una molécula superenrollada, de doble cadena, circular y de tamaño 
variable según la especie, al igual que el número de copias por mitocondria. Suele 
localizarse en una zona específica dentro de la matriz, menos densa a los electrones, 
llamada nucleoide mitocondrial. Cada cadena de la doble hebra presenta una proporción 
muy diferente de bases: la llamada cadena pesada o H (del inglés “heavy”), tiene una 
elevada proporción de bases púricas (guanina y adenina), mientras que la llamada ligera o 
L (del inglés “light”), es rica en bases pirimidínicas (citosina y timina). La nomenclatura ligera 
o pesada tiene que ver con la diferente movilidad que presentan las cadenas separadas en 
un gradiente desnaturalizante de cloruro de cesio.

El genoma mitocondrial de mamíferos es pequeño, aproximadamente 16,5 kb. La 
mayor parte de la capacidad codificadora de este genoma se dedica a proteínas de la 
cadena respiratoria mitocondrial, aunque también codifica los principales ARNr y ARNt 
(Figura I2) necesarios para el proceso de traducción. Todas las proteínas codificadas por 
este genoma son sintetizadas en los ribosomas mitocondriales.
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Genoma mitocondrial humano (16.5 kb)
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Figura I2. Mapa del genoma mitocondrial humano. Los 37 genes mitocondriales codifican 13 proteínas 

de la cadena transportadora de electrones, 2 ARNr y 22 ARNt. La zona reguladora D-Loop es la única 

región no codificante de este genoma. Tomado de Chatterjee et al., 2011. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I2. Mapa del genoma mitocondrial humano. Los 37 genes mitocondriales codifican 13 proteínas de 
la cadena transportadora de electrones, 2 ARNr y 22 ARNt. La zona reguladora D-Loop es la única región 
no codificante de este genoma. OH, origen de replicación de la cadena pesada. OL, Origen de replicación de 
la cadena ligera. PH, promotor de la cadena pesada. PL, promotor de la cadena ligera. Tomado de Chatterjee 
et al., 2011.
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En 1981 se publicó la secuencia completa del genoma mitocondrial humano, que 
consta de 16569 pares de bases (Anderson et al., 1981) y codifica 37 genes. En la cadena 
H se encuentran los genes que codifican para 13 proteínas de la cadena respiratoria 
mitocondrial, 2 ARNr (16S y 12S) y 14 ARNt necesarios para la síntesis polipeptídica 
mientras que en la cadena ligera se encuentra codificada la información para 8 ARNt. 

Los trece polipéptidos codificados por el genoma mitocondrial, son subunidades 
proteicas constituyentes de los complejos multienzimáticos I, III, IV y V de la cadena 
respiratoria mitocondrial, mientras que el complejo II está constituido exclusivamente por 
proteínas codificadas por el genoma nuclear. En concreto, las proteínas codificadas por 
el genoma mitocondrial son las subunidades ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND6 
del complejo I, NADH deshidrogenasa, un citocromo b del complejo III, 3 subunidades 
citocromo c oxidasa (I, II y III) del complejo IV y dos ATPasas (6 y 8) del complejo V (Figura 
I3). Los otros polipéptidos de la cadena respiratoria son codificados por el genoma nuclear 
e importados a la mitocondria tras su traducción en el citosol (Figura I3). 

El genoma mitocondrial humano presenta varias características que lo hacen 
diferenciarse del nuclear. Una de ellas es la ausencia de intrones en toda la molécula 
exceptuando la zona reguladora, conocida como D-loop, comprendida más o menos entre 
los nucleótidos 16160 y 570 (1112 nucleótidos). El resto de la molécula es codificante 
(Figura I2). Algunos de los genes proteicos están superpuestos, y parte de los codones 
de terminación no están codificados, pero son generados post-transcripcionalmente por 
poliadenilación de los ARNm (Schon, 1997). Además el código genético utilizado para su 
traducción presenta algunas diferencias con respecto al código universal (Osawa et al., 
1992). 
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Figura I3. Localización de las proteínas codificadas por el genoma mitocondrial en los complejos de la 

cadena transportadora de electrones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I3. Localización de las proteínas codificadas por el genoma mitocondrial en los complejos de la 
cadena transportadora de electrones. ND, NADH deshidogenasa. SDH, succinato deshidrogenasa. CoQ, 
Coenzima Q. Cyt b, citocromo b. COX, citocromo c oxidasa. A, ATPasa.
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2.1.3.2. Replicación, transcripción y traducción del genoma mitocondrial 

A. Replicación

La síntesis del ADNmt es llevada a cabo por  la ADN polimerasa γ, una enzima 
multifuncional que participa en la síntesis y la reparación del ADN por escisión de bases 
(de 3´ a 5´) y en la síntesis de ARN utilizando ADN como molde (Murakami et al., 2003). A 
diferencia del ADN nuclear (ADNn), el ADNmt puede replicarse más de una vez en cada 
ciclo celular o no replicarse (Bogenhagen y Clayton, 1977). Además, el ADNmt puede 
replicarse en células que no estén en división (Wei, 1992).

En mamíferos la región D-loop es no codificante y contiene el origen de replicación 
para la síntesis de la cadena H, además de los promotores de la transcripción mitocondrial. 
Y, por tanto, está implicada en la regulación de la replicación y en la transcripción.

Actualmente existen dos modelos que explican el proceso de replicación del genoma 
mitocondrial: el modelo clásico o asimétrico (Clayton, 1982) y el modelo simétrico, mucho 
más parecido al del genoma nuclear (Holt et al., 2000). 

Modelo de replicación asimétrica (Brown et al., 2005; Clayton, 1982) El genoma 
mitocondrial presenta dos orígenes de replicación, uno en la cadena pesada (OH) y otro 
en la cadena ligera (OL), separado del origen de la cadena pesada por dos terceras partes 
del genoma (Kasamatsu y Vinograd, 1974). La síntesis de ADN se inicia en el origen de 
replicación de la cadena H en el sentido de las agujas del reloj y continúa dos tercios del 
genoma. Una vez que la horquilla de replicación ha pasado sobre OL empieza la síntesis 
de la cadena L en dirección opuesta a la síntesis de la nueva cadena H. Para comenzar la 
replicación de cada una de las cadenas se requiere la presencia de un cebador de ARN, 
sintetizado en ambos casos por la  ARN polimerasa mitocondrial (POLRMT) (Clayton, 
1991; Fuste et al., 2010). La síntesis de las dos cadenas continúa en sentido contrario. 
A continuación, y con la ayuda de una topoisomerasa mitocondrial, se separan las cuatro 
cadenas, dando lugar a dos moléculas de ADNmt.

Modelo de replicación simétrica (Holt et al., 2000): En el año 2000 Holt y 
colaboradores analizaron el modelo de replicación del genoma mitocondrial utilizando geles 
bidimensionales de agarosa en los que consiguieron separar productos intermediarios de 
replicación. Encontraron dos, uno resistente y otro sensible a la digestión por nucleasa 
S1, que degrada ADN de cadena sencilla. La presencia de este intermediario resistente 
contradecía el modelo de replicación asimétrica. Durante este estudio, los autores 
determinaron la existencia de un modelo de replicación muy similar al del genoma nuclear, 
con una cadena de replicación rápida y otra más lenta. Los autores concluyeron que los 
dos modelos coexisten y cada uno predomina en determinadas condiciones. El modelo 
asimétrico o clásico parece predominar en células en cultivo en condiciones basales, 
mientras que el modelo simétrico, análogo al nuclear, predomina en células que se están 
recuperando de una deficiencia de ADNmt o de otro tipo de estrés que pudiera afectar al 
número de copias de ADNmt (Holt et al., 2000; Yasukawa et al., 2005).
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Estudios comparativos entre las secuencias de ADN de distintos organismos indican 
que la velocidad de sustitución de nucleótidos durante el proceso evolutivo ha sido 10 veces 
mayor en el genoma mitocondrial que en el nuclear. Este fenómeno podría atribuirse a la 
reducida fidelidad de los sistemas de replicación y/o reparación del genoma mitocondrial, 
ya que, aunque el ADNmt posee mecanismos de reparación, estos son mucho más 
simples y menos eficientes que los del ADNn. El principal y más estudiado es el sistema de 
reparación por escisión de base, utilizado para reparar el daño oxidativo en las bases del 
ADNmt (Pinz y Bogenhagen, 1998).

B. Transcripción

El ADNmt humano tiene tres promotores para la transcripción de ARN, uno para la 
cadena L y dos para la cadena H (H1y H2). El origen de transcripción de la cadena L se 
localiza en la región D-loop, mientras que H1 está situado al principio del gen F y H2 está 
localizado justo antes del gen ARNr 12S (Montoya et al., 1982) (Figura I2). Parece que H2 
está implicado en la transcripción de los genes que codifican los ARNr (Martin et al., 2005; 
Montoya et al., 1983). 

Los 37 genes codificados por el ADNmt son inicialmente sintetizados en dos grandes 
transcritos policistrónicos, uno codificado por la cadena L, y otro codificado por la cadena 
H. Uno de los inconvenientes de la transcripción policistrónica del ADNmt es que, para 
la traducción de los ARNm se necesitan grandes cantidades de ARNr y ARNt, cuyos 
transcritos deberían ser mucho más abundantes. La capacidad del factor mitocondrial de 
terminación de la transcripción, MTERF, para estimular la producción de ARNr permite 
solucionar este problema  ya que facilita que, además del transcrito policistrónico de 16kb, 
se sintetice otro transcrito más pequeño, de 3 kb, que incluye los dos ARNr, además de 
los ARNt que los flanquean y cuya tasa de síntesis es 25 veces superior a la del transcrito 
largo (Kruse et al., 1989; Yakubovskaya et al., 2010). De esta forma, la mitocondria puede 
producir una cantidad de ARNr suficiente para el funcionamiento de todos los ribosomas 
necesarios para el proceso de traducción. 

Puesto que el genoma mitocondrial carece de intrones, el procesamiento de los 
transcritos es relativamente sencillo. Los genes que codifican los ARNt flanquean los dos 
genes ribosomales así como el resto de genes que codifican proteínas. Distintos estudios 
indican que esta distribución de los ARNt genera unas señales específicas que pueden 
ser reconocidas por endonucleasas (Ojala et al., 1980), que cortan estos transcritos en los 
extremos 5´ y 3´ de los ARNt.

C. Traducción

La traducción de los ARNm mitocondriales tiene lugar en los ribosomas mitocondriales, 
que están formados por los ARNr 5S, 12S, y 16S, codificados por el genoma mitocondrial, y 
por otras proteínas codificadas por el genoma nuclear (Magalhaes et al., 1998).
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Existen algunas diferencias entre la traducción de proteínas que tiene lugar en el 
citoplasma y la que tiene lugar en la mitocondria. Por ejemplo, los ARNm mitocondriales 
no tienen estructura CAP en la posición 5´ y no tienen apenas secuencias UTR (del inglés 
“Untranslated Regions”). Además, el código genético mitocondrial presenta algunas 
variaciones en la lectura de los codones respecto al código genético universal, de modo 
que 5 de los 64 codones tienen distinto significado. Así, UGA que en todas las células es 
un codón de terminación, en las mitocondrias de mamíferos, hongos y protozoos codifica 
triptófano, AUA/AUU que codifican normalmente isoleucina, codifican metionina en las 
mitocondrias de mamíferos y AGG/AGA que codifican arginina, son codones de terminación 
en las mitocondrias (Osawa et al., 1992).

También el sistema de reconocimiento de codones es inusual, ya que permite la 
lectura del código genético y síntesis proteica mitocondrial con sólo 22 ARNt, y se basa 
exclusivamente en las dos primeras bases del codón, lo que sugiere que en dicho código 
existe una variación al azar (Lagerkvist, 1978).

2.1.3.3. Mutaciones en el genoma mitocondrial: papel en carcinogénesis

La mayor susceptibilidad del genoma mitocondrial a la aparición de mutaciones no 
sólo se debe a la escasez de mecanismos de reparación del ADN en la mitocondria sino 
también a su proximidad a la cadena transportadora de electrones, que constantemente 
genera ROS, y a la ausencia de histonas que protejan su estructura (Croteau y Bohr, 
1997; Maynard et al., 2009; Wallace, 2005). Todos estos factores hacen que la tasa de 
mutación en el genoma mitocondrial sea entre 10 y 20 veces superior a la que afecta al 
genoma nuclear. Puesto que el ADNmt carece de intrones la mayor parte de las mutaciones 
aparecen en regiones codificantes. 

Debido a que el genoma mitocondrial es clave para el proceso de fosforilación 
oxidativa, la acumulación de mutaciones en este genoma puede afectar a la obtención 
de energía, a los niveles de estrés oxidativo y a la supervivencia celular, contribuyendo 
al desarrollo de distintas enfermedades metabólicas y degenerativas, al proceso de 
envejecimiento y la carcinogénesis (Wallace, 2005).

El hecho de que en una misma célula existan múltiples copias de ADNmt hace que, 
las moléculas que contienen mutaciones puedan coexistir con aquellas de tipo silvestre, en 
una situación denominada heteroplasmia. El porcentaje de moléculas de ADNmt mutadas 
puede variar entre las mismas células de un mismo tejido y entre los distintos tejidos de un 
mismo individuo. Aquellos tejidos que presentan una mayor demanda energética como el 
tejido muscular esquelético o el tejido cardiaco son los más susceptibles a la presencia de 
mutaciones en este genoma. Como se mencionó anteriormente, la replicación del genoma 
mitocondrial no está ligada al ciclo celular, por lo que una molécula de ADNmt puede 
replicarse un gran número de veces o ninguna antes de la división celular. Este sistema de 
replicación hace que una mutación pueda expandirse o bien perderse durante el proceso 
de división celular. Este fenómeno es muy importante, ya que las mutaciones del ADNmt en 
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heteroplasmia sólo causan disfunciones en la cadena respiratoria mitocondrial si superan 
un determinado umbral que varía en función de la mutación. 

La posible relación entre la alteración de la función mitocondrial y el desarrollo y 
la progresión del cáncer se ha estudiado durante mucho tiempo. Hace más de 50 años 
Otto Warburg comenzó a estudiar el papel de las alteraciones mitocondriales en cáncer y 
propuso que, a diferencia de las células sanas, las células tumorales utilizan la glucólisis en 
lugar de la fosforilación oxidativa para obtener la mayor parte del ATP, incluso en presencia 
de oxígeno (Warburg, 1956). Este fenómeno se conoce como “efecto Warburg” o “glucolisis 
aerobia”. Una de las hipótesis que podría explicar este efecto es la acumulación de 
mutaciones en el ADNmt, que producen alteraciones en la cadena respiratoria mitocondrial.

La elevada producción de ROS en la mitocondria se ha asociado con el desarrollo de 
un gran número de enfermedades, entre ellas el cáncer. Este aumento en la generación de 
ROS junto con la reducción de los sistemas de defensa antioxidante observada en células 
tumorales hace que aparezcan mutaciones en el ADNmt que a su vez alteran la funcionalidad 
de la cadena respiratoria generando más ROS. Esta situación de daño oxidativo persistente 
hace que se incremente el daño mitocondrial y contribuye al crecimiento de las células 
tumorales y al desarrollo de metástasis (Chatterjee et al., 2011).

Durante las dos últimas décadas se han identificado numerosas alteraciones en el 
ADNmt en tumores primarios humanos. Estas alteraciones incluyen deleciones, mutaciones 
puntuales y cambios en el número de copias de ADNmt.

Aunque se ha detectado la presencia de deleciones de gran tamaño en distintos 
tumores humanos, como el carcinoma hepatocelular (HCC) (Fukushima et al., 1995; Kotake 
et al., 1999; Wheelhouse et al., 2005; Yin et al., 2004), distintos estudios indican que su 
acumulación en el tejido tumoral es inferior a la detectada en tejido sano. Esto podría 
deberse a la existencia de algún tipo de mecanismo para reducir o eliminar el número de 
copias de ADNmt con deleciones en estas células tumorales, o bien a la mayor sensibilidad 
a la apoptosis de las células tumorales con deleciones de gran tamaño. Sin embargo, se ha 
descrito la presencia de altos niveles de ADNmt con deleciones de pequeño tamaño (<1kb) 
en distintos tipos de tumores humanos. Así, se ha encontrado una deleción de 50 pb en la 
zona D-loop en pacientes con tumores gástricos (Burgart et al., 1995) y HCC (Lee et al., 
2004). También se ha descrito la presencia de una deleción de 66 pb en el gen ND1 en más 
del 65% de los pacientes con HCC (Yin et al., 2010).  

Las primeras mutaciones puntuales en regiones codificantes del ADNmt en células 
tumorales se detectaron en 1998 en 10 líneas celulares derivadas de tumores colorrectales 
humanos (Polyak et al., 1998). Los resultados obtenidos en distintos estudios indican que 
la mayoría de estas mutaciones aparecen en homoplasia (Fliss et al., 2000; Polyak et 
al., 1998). Esto podría deberse a que confieren algún tipo de ventaja en el crecimiento 
o la supervivencia celular o bien facilitan la replicación del ADNmt, favoreciendo así la 
expansión de este tipo de mutación hasta alcanzar la homoplasia y el crecimiento de las 
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células portadoras en el tumor.

Una de las zonas del genoma mitocondrial en la que las mutaciones son más 
frecuentes es la región reguladora D-loop. Además de mutaciones puntuales, en esta 
región aparecen también inserciones y deleciones que se han detectado en varios tipos 
de tumores, entre ellos el HCC (Hung et al., 2008; Nishikawa et al., 2001; Nomoto et al., 
2002; Wheelhouse et al., 2005). De hecho, las inserciones y deleciones que aparecen 
en la región D310 del D-loop, una zona rica en citosinas entre los nucleótidos 303 y 309, 
son las mutaciones del ADNmt más frecuentes en tumores humanos (Lee y Wei, 2009). 
Distintos estudios indican que esta región es mucho más susceptible al daño oxidativo y 
electrofílico que otras regiones del ADNmt (Mambo et al., 2003). Además, la baja eficacia 
de los mecanismos de reparación del ADNmt puede contribuir a aumentar la frecuencia de 
mutaciones homoplásmicas en esta región (Mambo et al., 2003). En humanos, la limitada 
actividad correctora de errores de la ADN polimerasa γ podría contribuir a la alta incidencia 
de este tipo de mutaciones (Graziewicz et al., 2002; Wanrooij et al., 2004). La presencia 
de mutaciones en el D-loop se ha asociado con un mal pronóstico y una reducción de la 
supervivencia en distintos tipos de tumores como el carcinoma colorrectal (Lievre et al., 2005) 
o el cáncer de mama (Tseng et al., 2006). En el caso del HCC la presencia de mutaciones 
en esta región se asocia con una menor diferenciación del tumor (Tamori et al., 2004).

Las alteraciones en el número de copias de ADNmt también son frecuentes en 
tumores humanos aunque dependen del tipo de tumor (Lee et al., 2005). En el HCC el 
tejido tumoral tiene menor número de copias de ADNmt que el tejido sano (Cuezva et al., 
2002; Lee et al., 2004; Yamada et al., 2006; Yin et al., 2004). Esta reducción en el número 
de copias de ADNmt se ha asociado con la presencia de mutaciones cerca de los orígenes 
de replicación que impedirían la replicación del genoma mitocondrial (Lee et al., 2004). En 
el caso del HCC, esta alteración se ha asociado con una reducción en la esperanza de vida 
de los pacientes, un mayor tamaño del tumor y desarrollo de cirrosis hepática (Yamada et 
al., 2006). 

Además del papel de las alteraciones en el genoma mitocondrial en el desarrollo y 
progresión de esta enfermedad, estudios recientes sugieren su implicación en el desarrollo 
de resistencia frente a fármacos antitumorales. Varios estudios realizados utilizando cíbridos 
(células generadas a partir de la fusión de células enucleadas que contienen la mutación 
de interés en el ADNmt con células desprovistas de genoma mitocondrial) indican que una 
mutación puntual en el gen de la ATPasa 6 confiere resistencia a la muerte celular por 
apoptosis inducida por cisplatino (Shidara et al., 2005). También la reducción en el número 
de copias de ADNmt puede contribuir al desarrollo de resistencia a fármacos antitumorales, 
este fenómeno se ha observado en una línea celular derivada de cáncer de mama en la 
que la reducción en el contenido de ADNmt aumenta la resistencia al hidroxitamoxifeno 
(Naito et al., 2008).
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2.2. SEÑALIZACIÓN RETRÓGRADA

2.2.1. Concepto de señalización retrógrada

La coordinación de la expresión de los genomas nuclear y mitocondrial es fundamental 
para el correcto funcionamiento de la mitocondria y, por tanto, para el desarrollo de los 
distintos procesos celulares en los que este orgánulo está implicado. Además de las señales 
nucleares que regulan el funcionamiento de la mitocondria existe también un sistema de 
regulación en sentido opuesto, denominado “señalización retrógrada” que permite modificar 
la expresión de genes nucleares en respuesta a los cambios en la función respiratoria 
mitocondrial (Butow y Avadhani, 2004; Liu y Butow, 2006). 

La mayor parte de los estudios sobre estos procesos de señalización se han llevado 
a cabo en levaduras, concretamente en Saccharomyces cerevisiae. En este organismo 
se han descrito varias rutas de señalización entre la mitocondria y el núcleo y se han 
identificado muchos de los genes implicados en ellas. En este modelo, los procesos de 
señalización retrógrada se han relacionado con el reajuste de las actividades metabólicas 
celulares en respuesta a las alteraciones mitocondriales (Liu y Butow, 2006) y con los 
procesos de envejecimiento (Kirchman et al., 1999).

Aunque la existencia de estas rutas de comunicación entre la mitocondria y el núcleo 
se ha descrito también en células animales, los mecanismos moleculares implicados en los 
procesos de señalización retrógrada difieren entre los distintos organismos (Liu y Butow, 
2006).

2.2.2. Señalización retrógrada en mamíferos: papel en carcinogénesis

Las primeras evidencias sobre el efecto de las alteraciones en la función mitocondrial 
sobre la expresión de genes nucleares en mamíferos se obtuvieron en varios estudios 
realizados en distintas líneas celulares desprovistas de ADNmt (células Rho) en las que 
se observó un aumento en los niveles de ARNm para distintas proteínas mitocondriales 
(Marusich et al., 1997; Wang y Morais, 1997). 

La existencia de una vía de señalización retrógrada o señalización por estrés 
mitocondrial, como también se denomina en mamíferos, se describió por primera vez en la 
línea celular C2C12, derivada de rabdomiocitos de ratón, y se confirmó en la línea celular 
A549, derivada de carcinoma de pulmón humano (Amuthan et al., 2002; Biswas et al., 
1999). Para estudiar estos procesos de señalización, las células se trataron con  Bromuro 
de Etidio (BrEt), que reduce los niveles de ADNmt, o con CCCP (del inglés “Carbonyl 
Cyanide m-Chlorophenylhydrazone”), un ionóforo específico para la mitocondria. De esta 
forma, las células se ven sometidas a una situación de estrés mitocondrial caracterizada 
por alteraciones en el potencial de membrana mitocondrial (PMM) que impiden el 
almacenamiento de Ca2+ en la mitocondria y por tanto hacen que aumente su concentración 
en el citoplasma.
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Este aumento en los niveles de Ca2+ citosólico produce la activación de la calcineurina, 
que a su vez activa los factores de transcripción NFAT y NFκB, y de varias quinasas 
dependientes de Ca2+ como PKC, JNK, CamKIV y MAPK (Butow y Avadhani, 2004) que  
activan factores de transcripción como ATF2, C/EBPδ o CREB capaces de regular la 
expresión de los genes diana de estas vías de señalización retrógrada (Mellstrom et al., 
2008) (Figura I4) entre los que se encuentran varios marcadores tumorales como catepsina 
L y TGF-β (Amuthan et al., 2001).

Además de esta ruta de señalización retrógrada, en la mitocondria también existe 
una vía de señalización similar a la respuesta frente a proteínas no plegadas (UPR) en 
el retículo endoplásmico (Mori et al., 1993; Travers et al., 2000). En mitocondrias, la 
activación de esta ruta UPR parece estar desencadenada por la acumulación en la matriz 
mitocondrial de proteínas plegadas de forma incorrecta y es mediada, al menos en parte, 
por los factores de transcripción CHOP y C/EBPβ que activan la expresión de chaperonas y 
proteasas específicas de la mitocondria, como Hsp60, Hsp10 y ClpP (Ryan y Hoogenraad, 
2007; Zhao et al., 2002).

Los cambios en la generación de ROS también podrían estar implicados en estos 
procesos de comunicación entre la mitocondria y el núcleo, ya que actúan sobre un gran 
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con el objetivo de recuperar la correcta actividad mitocondrial. Tomado de Ryan y Hoogenraad, 2007.
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número de vías de señalización que permiten adaptar el funcionamiento celular a los 
cambios en sus niveles. Existe un gran número de factores de transcripción sensibles a los 
cambios en el estado redox de la célula como NFκB, AP-1, p53 (Finkel y Holbrook, 2000), 
que podrían estar implicados en estos procesos de señalización. 

Además de todos los factores de transcripción mencionados anteriormente, distintos 
estudios indican que otros factores pueden estar implicados en estos procesos de 
señalización retrógrada en mamíferos. Este es el caso de TOR (Jacinto y Hall, 2003) y 
MYC, implicado en la regulación de muchas funciones celulares como la respuesta a estrés 
celular y apoptosis y que presenta homología con Rtg3, uno de los genes implicados en la 
principal ruta de señalización retrógrada descrita en levaduras (Miceli y Jazwinski, 2005).

Como se mencionó en el apartado 2.1.3.3, la presencia de mutaciones en el ADNmt 
es una característica común en células tumorales, por lo que los procesos de señalización 
retrógrada podrían jugar un papel destacado en el desarrollo de esta enfermedad. 

Estudios realizados en células C2C12 (derivada de rabdomiocitos de ratón) y A549 
(derivada de carcinoma de pulmón humano) parcialmente deficientes en ADNmt indican que 
la activación de los procesos de señalización retrógrada aumenta la invasividad tumoral de 
estas células e induce la expresión de distintos marcadores tumorales específicos como, 
TGF-β, epirregulina o catepsina L (Amuthan et al., 2002; Amuthan et al., 2001; Biswas et 
al., 1999). La expresión de este último marcador tumoral puede ser modificada a través 
de factores de transcripción activados por el aumento de la concentración de Ca2+ en el 
citosol como PKC (del inglés “Protein Kinase C”) (Amuthan et al., 2002; Amuthan et al., 
2001). En algunos casos, la reducción parcial o total de los niveles de ADNmt confiere una 
mayor resistencia a la apoptosis, mediante la inducción de la proteína antiapoptótica Bcl2 
y la reducción de la activación de Bid (Amuthan et al., 2002). Por tanto, la inducción de la 
expresión de genes antiapoptóticos y genes implicados en tumorigénesis, dos factores 
fundamentales en el desarrollo tumoral, parecen estar regulados mediante rutas de 
señalización retrógrada.

Algunos estudios indican que estas rutas de señalización entre la mitocondria y el 
núcleo podrían estar implicadas en el desarrollo de resistencia a la quimioterapia mediante 
la inducción de la expresión de proteínas de la superfamilia ABC (del inglés “ATP Binding 
Cassette”), implicadas en la expulsión de distintos fármacos. El aumento en los niveles 
de expresión de MDR1 (ABCB1) se ha descrito en varias líneas celulares deficientes en 
ADNmt como las SK-Hep-1, derivadas de hepatoma humano. En esta línea celular, el 
aumento de la expresión en MDR1 se ha relacionado con una mayor resistencia a los 
tratamientos con doxorrubicina y cisplatino (Ling et al., 2012). 

2.2.3. Modelo de estudio en señalización retrógrada: células Rho

Uno de los modelos más utilizados para estudiar el efecto de las alteraciones en el 
genoma mitocondrial sobre la fisiología celular y los procesos de señalización retrógrada 
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es el uso de líneas celulares desprovistas parcial o totalmente de ADNmt, denominadas 
células Rho. Puesto que estas células son parcial (Rho-) o totalmente (Rho0) deficientes en 
ADNmt no pueden llevar a cabo de forma eficaz el proceso de fosforilación oxidativa por lo 
que requieren de ciertos suplementos nutricionales como el piruvato y la uridina para poder 
crecer en cultivo (King y Attardi, 1989; Morais et al., 1994). 

Aunque existen distintos métodos para la obtención de células Rho, el más extendido 
es el tratamiento con bajas concentraciones de BrEt (50-100 ng/ml) que, a largo plazo 
reduce los niveles de ADNmt, ya que inactiva la ADN polimerasa γ, enzima responsable de 
la replicación del ADNmt, por lo que el genoma nuclear no se ve afectado por el tratamiento 
(Nass, 1972). En 1978 Tarrago y colaboradores utilizaron por primera vez el BrEt para 
obtener una sublínea celular Rho a partir de la línea celular de carcinoma de mama de ratón 
EMT-6 en la que se inhibía más del 90% de la actividad enzimática de la ADN polimerasa 
γ (Tarrago-Litvak et al., 1978). Desde entonces, el tratamiento con este compuesto se 
ha utilizado para obtener sublíneas celulares deficientes en ADNmt derivadas de distintas 
células tumorales humanas. En 2004, Park y colaboradores cultivaron las células de 
hepatoma humano SK-Hep-1 en presencia de BrEt, consiguiendo eliminar totalmente el 
ADNmt (Park et al., 2004). 

A diferencia de lo que ocurre con las células humanas, el tratamiento de células 
de ratón con BrEt sólo permite obtener una reducción parcial de los niveles de ADNmt 
(Hayashi et al., 1990). Para conseguir la eliminación total del genoma mitocondrial en 
estas células se utiliza el ditercalinio, un agente intercalante originalmente utilizado como 
fármaco antitumoral capaz de inactivar la ADN polimerasa γ (Okamaoto et al., 2003). Este 
compuesto permite eliminar completamente el ADNmt tanto en células humanas como en 
células de ratón (Inoue et al., 1997a; Inoue et al., 1997b). Parece que las diferencias en la 
eficacia de estos dos compuestos en la reducción de los niveles de ADNmt en células de 
ratón se debe a que el BrEt se acumula en menor cantidad y de forma más difusa en la 
mitocondria que el ditercalinio (Okamaoto et al., 2003). 

También se han utilizado distintos inhibidores análogos de nucleósidos de la 
transcriptasa reversa (NRTI), como la azidotimidina (AZT) (Collins et al., 2004; Lewis y 
Dalakas, 1995), que impiden el correcto funcionamiento de la ADN polimerasa γ para reducir 
los niveles de ADNmt tanto en cultivos celulares como en modelos animales (Collins et al., 
2004; Pan-Zhou et al., 2000). 

Además de su utilidad para el estudio de los procesos de señalización retrógrada y 
el efecto de las mutaciones mitocondriales, las células Rho se han convertido en modelos 
celulares para estudiar funciones importantes de la mitocondria como la fosforilación 
oxidativa, la producción de ATP, el transporte de electrones y la generación de ROS. Este 
modelo celular también se ha utilizado en estudios de los procesos de muerte celular en 
los que se demostró que la carencia de ADNmt en las células SK-Hep-1 Rho confería 
resistencia frente a la apoptosis inducida por p53, de forma dependiente a la producción de 
ROS (Park et al., 2004). 
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2.3. ESTRÉS OXIDATIVO

2.3.1. Especies reactivas de oxígeno

Las ROS son moléculas altamente reactivas que contienen algún átomo de oxígeno 
en su estructura. Muchas de ellas son radicales libres cuya reactividad viene dada por la 
presencia de electrones desapareados en su orbital más externo. Esto hace que sean 
moléculas muy inestables y reactivas ya que tienden a donar o recibir electrones para 
poder estabilizarse. 

Estas moléculas se generan en la célula como resultado de la reducción parcial del 
oxígeno, el principal aceptor de electrones en las reacciones del metabolismo aeróbico, 
aunque también pueden derivar de fuentes exógenas, bien por captura directa por parte de 
la célula de su medio extracelular o bien como consecuencia de la exposición de la célula 
a un daño exterior.

Aunque las ROS pueden generarse en distintos orgánulos como el retículo 
endoplásmico, los lisosomas y los peroxisomas, la mitocondria es considerada la principal 
fuente celular de ROS, ya que, es en este orgánulo donde se produce la mayor parte del 
radical superóxido como consecuencia del funcionamiento de la cadena transportadora de 
electrones (Bartosz, 2009). También existen distintos sistemas enzimáticos que contribuyen 
a la generación de ROS como la xantina oxidorreductasa, la ciclooxigenasa o las NADPH 
oxidasas consideradas como la principal fuente extramitocondrial de ROS (Nauseef, 2008). 

Las principales ROS producidas a nivel celular son (Figura I5):

	Radical superóxido (O2
.-): puede generarse en los complejos I y III de la cadena 

respiratoria mitocondrial, en el retículo endoplásmico por el citocromo P450 y en 
algunas células, como los leucocitos, por la acción de la NADP-oxidasa. El radical 
superóxido puede reaccionar con el óxido nítrico (NO) generando peroxinitrito y otras 
especies reactivas de nitrógeno (RNOS) que también participan en los procesos de 
estrés oxidativo.

	  Peróxido de hidrógeno (H2O2): se genera principalmente en los peroxisomas. Si no 
es reducido a agua puede dar lugar a la formación del radical hidroxilo.

	Radical hidroxilo (·OH): es el agente oxidante más potente que se conoce.

A pesar de que tradicionalmente la generación de ROS se ha asociado con la 
aparición de alteraciones a nivel celular, diversos estudios llevados a cabo en los últimos 
años confirman que, a bajas concentraciones, las ROS juegan un papel fundamental en 
procesos de señalización celular y de regulación de la expresión génica (Bartosz, 2009). 
Para poder mantener los niveles de ROS dentro de los parámetros fisiológicos, las células 
cuentan con un gran número de mecanismos de defensa antioxidante que limitan su 
acumulación, entre ellos se incluyen moléculas de bajo peso molecular como el ácido 
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ascórbico, la vitamina E o el glutatión (GSH) y sistemas enzimáticos como tiorredoxina, la 
SOD, la catalasa (CAT) y la glutatión peroxidasa (GPX) (Deavall et al., 2012). Sin embargo, 
en respuesta a determinados estímulos como la exposición a compuestos tóxicos o la 
radiación, o como resultado de distintos procesos patológicos puede producirse un 
incremento en la generación de ROS que supera la capacidad reguladora de los sistemas 
antioxidantes, dando lugar a una situación de estrés oxidativo. Este desequilibrio entre los 
sistemas prooxidantes y antioxidantes hace que se acumulen ROS que interaccionan con 
distintos componentes celulares como ADN, proteínas y lípidos, alterando su actividad. Si 
la situación se prolonga en el tiempo, los daños acumulados pueden conducir a la muerte 
celular.

La oxidación del ADN produce un gran número de lesiones en esta molécula, como 
la oxidación de bases (purinas y pirimidinas), la aparición de sitios abásicos y la rotura 
del ADN de cadena doble o sencilla. La guanina es la base nitrogenada más sensible 
ya que presenta un potencial de oxidación muy bajo, lo que hace que existan un gran 
número de productos procedentes de la oxidación de esta base (Neeley y Essigmann, 
2006). Si la presencia de lesiones en el ADN supera la capacidad de los sistemas de 
reparación comienzan a aparecer mutaciones que finalmente conducen a la muerte celular 
por apoptosis. Así, las células que presentan daños intensos en su ADN se eliminan, 
manteniendo la integridad genética de la población celular. 

En una situación de estrés oxidativo, las ROS pueden interaccionar con un gran 
número de proteínas, incluyendo fosfatasas, quinasas, factores de transcripción y enzimas 
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implicadas en el metabolismo celular. Por tanto, la oxidación proteica, tiene un gran 
impacto sobre la homeostasis celular ya que altera procesos de señalización y reacciones 
metabólicas y daña la estructura celular. La sensibilidad de las distintas proteínas al daño 
oxidativo está condicionada por distintos factores como la presencia de sitios de unión a 
metales, su localización celular, su conformación y su tasa de degradación (Avery, 2011). 
Entre los aminoácidos más sensibles al daño oxidativo en las proteínas se incluyen la 
histidina, la prolina, la arginina, la lisina y la cisteína, a partir de los que se forman productos 
de carbonilación. Las lesiones oxidativas más frecuentes son agregación, fragmentación, 
rotura y modificaciones de grupos funcionales. 

La acción de los radicales libres sobre las membranas celulares hace que se 
desencadene un proceso de peroxidación lipídica mediante el cual los lípidos de membrana, 
especialmente los ácidos grasos insaturados, se transformen en radicales libres que 
amplifican el daño oxidativo. Debido a la presencia de dobles enlaces en su estructura, los 
ácidos grasos poliinsaturados son moléculas muy sensibles al ataque de los radicales libres, 
que inician el proceso de peroxidación lipídica con la extracción de un electrón del carbono 
contiguo al doble enlace. Se forma así un radical alquil (L-) que por adición del oxígeno se 
convierte en peroxil (LOO-). Tras varias reacciones se reduce formando un hidroperóxido 
(LOOH) que a su vez genera a su lado otro radical alquil (L-), propagándose así la reacción 
de peroxidación. Todas estas especies intermedias van a ser a su vez reactivas. El proceso 
termina cuando reaccionan entre sí dos radicales alquil (L-) o cuando se produce la ruptura 
del ácido graso en múltiples productos, como el malondialdehído (MDA), que es tóxico por 
sí mismo. Este proceso de peroxidación lipídica altera el funcionamiento de la membrana, 
aumentando su fluidez, inactivando la unión de enzimas y receptores de membrana o 
aumentando la expulsión de solutos citosólicos (Avery, 2011).

Los daños celulares causados por el estrés oxidativo parecen estar implicados en el 
desarrollo de numerosas patologías como la arterioesclerosis, la diabetes, la hipertensión 
o el cáncer (Bartosz, 2009; Finkel y Holbrook, 2000) y enfermedades degenerativas como 
el Parkinson, el Alzheimer o la artritis, además de en el proceso general de envejecimiento 
(Finkel y Holbrook, 2000).

2.3.2. Agentes causantes de estrés oxidativo

2.3.2.1. Compuestos endógenos: ácidos biliares

Los ácidos biliares (ABs) son ácidos carboxílicos que se sintetizan en los hepatocitos 
como resultado del metabolismo del colesterol. Son compuestos hidrosolubles, fácilmente 
excretables y con utilidad en los procesos digestivos. En su mayoría son compuestos 
anfipáticos con dos regiones diferenciadas, una hidrofílica y otra hidrofóbica, lo que les 
confiere propiedades detergentes. Esta particular estructura les permite asociarse entre 
sí y formar micelas a partir de una concentración determinada denominada concentración 
micelar crítica (CMC).
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Respecto a su estructura química, los ABs son esteroides con 24 átomos de carbono, 
saturados, mono o polihidroxilados y con un grupo carboxilo en la cadena lateral que puede 
estar conjugado con glicina o taurina (Roger et al., 1983). La Figura I6 muestra la estructura 
química de un AB típico, el ácido cólico (AC).

Los ABs primarios son el ácido cólico (AC: 3α, 7α, 12α-trihidroxi-5β-colanoico) y el 
ácido quenodesoxicólico (AQDC: 3α, 7α-dihidroxi-5β-colanoico). Se sintetizan directamente 
en el hígado y a su paso por el intestino las bacterias de la flora intestinal los degradan 
dando lugar a los denominados ABs secundarios. Éstos carecen del grupo hidroxilo en 
posición 7α y son el ácido desoxicólico (ADC), procedente del AC, y litocólico (ALC), 
procedente del AQDC. Además de ésta existen otras transformaciones minoritarias que 
producen una gran variedad de derivados de los ABs primarios. En los fluidos biológicos 
la mayoría de los ABs se encuentra en forma de sales, formas ionizadas solubles de estos 
compuestos (Hofmann, 1998).

Estos compuestos endógenos permanecen en su mayoría recluidos en la circulación 
enterohepática gracias a la existencia de proteínas transportadoras específicas 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 vesícula biliar donde se almacenan 
hasta que la ingesta de alimentos, especialmente si son ricos en grasas, estimula su 
vaciamiento. Los ABs alcanzan entonces el duodeno donde llevan a cabo los procesos de 
digestión y absorción de las grasas y vitaminas liposolubles. La mayoría son reabsorbidos 
de forma activa en el íleon, aunque una alta proporción de ABs dihidroxilados conjugados 
con glicina se reabsorben pasivamente en el yeyuno (Angelin et al., 1976) y los ABs libres 
(generalmente desconjugados por las bacterias intestinales durante el tránsito intestinal) 
se reabsorben de forma pasiva en el colon (Mekhjian et al., 1979). Los ABs reabsorbidos 
pasan en proporción de un 99,9% a las ramas de la vena porta, se transportan unidos 
principalmente a albúmina y a lipoproteínas (Kramer et al., 1979) y son captados con gran 
eficacia por los transportadores de la membrana sinusoidal de los hepatocitos. Este ciclo se 
lleva a cabo unas 6-10 veces al día (3-4 veces por comida) con escasas pérdidas fecales 
(menos del 5% del “pool” total). Los ABs que se pierden son reemplazados por moléculas de 
nueva síntesis, que se mantiene inhibida por un mecanismo de retroalimentación negativa.6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I6. Estructura química del ácido cólico 

(AC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I6. Estructura química del ácido cólico (AC).



O
bj

et
iv

os
In

tr
od

uc
ci

ón
M

at
er

ia
l y

 M
ét

od
os

R
es

ul
ta

do
s 

y 
D

is
cu

si
ón

C
on

cl
us

io
ne

s
B

ib
lio

gr
af

ía
En

gl
is

h 
Su

m
m

ar
y

Mª Ester González Sánchez

26

A. Síntesis de ácidos biliares

Los ABs primarios se sintetizan a partir del colesterol a través de dos vías:

	  La vía clásica o vía neutra, denominada así porque los compuestos intermediarios son 
esteroles neutros. Sus productos principales son el AC y el AQDC, y el paso limitante es 
la hidroxilación en el C7 del núcleo esteroideo llevada a cabo por la enzima microsomal 
colesterol 7α-hidroxilasa (gen CYP7A1).

	  La vía alternativa o vía ácida, en la que los compuestos intermediarios tienen carácter 
ácido. El producto mayoritario de esta vía es el AQDC (Bjorkhem, 1992), y el paso 
limitante es la hidroxilación en el C27 de la cadena lateral llevada a cabo por la enzima 
mitocondrial esterol 27-hidroxilasa (gen CYP27A1).

La contribución relativa de estas dos vías a la biosíntesis global de los ABs no está 
muy clara, aunque parece que la vía clásica es la mayoritaria en la biosíntesis de ABs en 
humanos en condiciones fisiológicas. Sin embargo, la vía alternativa puede adquirir un papel 
fundamental en ciertas patologías hepáticas, y parece ser la vía mayoritaria durante la vida 
fetal (Deleze et al., 1978). Además, se ha comprobado que en cultivos de hepatocitos de 
rata, la vía alternativa produce aproximadamente un 50% de los ABs sintetizados (Stravitz 
et al., 1996).

Una vez sintetizados, los ABs pueden sufrir distintas biotransformaciones, 
fundamentalmente procesos de conjugación con sulfato, ácido glucurónico, 
N-acetilglucosamina o con aminoácidos (glicina o taurina). A diferencia de la amidación 
con glicina o taurina, la glucuronidación o la sulfatación son vías minoritarias en individuos 
sanos. Sin embargo, en situaciones patológicas como la colestasis, la conjugación de los 
ABs con sulfato o ácido glucurónico se incrementa para formar especies más hidrosolubles 
(Hofmann, 1994).

B. Papel fisiológico de los ácidos biliares

Los efectos fisiológicos de los ABs son muy diversos. En el hígado, su secreción 
genera el flujo biliar dependiente de los ABs por su efecto osmótico en la luz canalicular. 
Estos compuestos inducen la secreción de lípidos biliares, principalmente fosfolípidos y 
colesterol, y modulan la biosíntesis de este último. El flujo de ABs a través del hepatocito 
determina la cantidad de los receptores de membrana para las lipoproteínas de baja 
densidad (LDL). En la bilis forman micelas que transportan sustancias hidrofóbicas 
(colesterol, protoporfirinas, etc) y actúan como tampones para el Ca2+.

A nivel intestinal estas micelas permiten emulsionar las grasas y vitaminas liposolubles 
(A, D, E y K) de la dieta facilitando así su absorción. También activan lipasas intestinales, 
modulan la actividad de proteasas, la motilidad intestinal, la secreción de hormonas 
gastrointestinales como la colecistoquinina (Combettes et al., 1992; Izukura et al., 1991), e 
inducen la secreción de agua y electrolitos. 
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Recientemente, se ha descrito que los ABs participan en la homeostasis energética, 
ya que intervienen en la regulación del metabolismo de lípidos y de la glucosa (Houten, 
2006). También se ha confirmado que los ABs inhiben la obesidad inducida por la dieta y 
previenen el desarrollo de resistencia a la insulina (Ikemoto et al., 1997).

En los últimos años se ha descrito que los ABs son moléculas señalizadoras, con 
funciones sistémicas endocrinas. Son capaces de activar cascadas de proteína quinasas 
activadoras de mitógenos (MAPK, del inglés “Mitogen-Activated Protein Kinases”) (Qiao 
et al., 2003), son ligandos del receptor acoplado a proteínas G TGR5 y activan receptores 
hormonales nucleares como FXR (del inglés “Farnesoid X Receptor”) (Houten, 2006). 
También, se ha demostrado su participación en el control de la proliferación y apoptosis 
en los tejidos en los que estos compuestos se encuentran en concentraciones elevadas 
(Marin et al., 1993).

Por otro lado, se ha estudiado la capacidad genotóxica de los ABs, mayor en los 
ABs secundarios que en los primarios. Este poder genotóxico parece estar relacionado 
con el mayor o menor carácter hidrofóbico de las distintas especies de ABs (Rosignoli 
et al., 2008). Sin embargo, un AB terciario como es el ácido ursodesoxicólico (AUDC), 
posee gran interés terapéutico. Este AB difiere del AQDC, mucho más tóxico, sólo en la 
orientación ecuatorial del grupo 7b-hidroxilo, pero esta propiedad permite que el AUDC sea 
marcadamente más hidrofílico que otros ABs (Perez y Briz, 2009). Así, diversos estudios 
han confirmado su utilidad en la disolución de cálculos biliares en la vesícula (Portincasa et 
al., 2009) y en el tratamiento de la cirrosis biliar primaria (Gong et al., 2008).

C. Colestasis

La colestasis se define como una retención del flujo biliar. Esta situación produce un 
acúmulo de los componentes de la bilis en el plasma, como la  bilirrubina (BR), dando lugar 
a ictericia, y los ABs, alcanzándose valores superiores a 100 μM (Fischer et al., 1996), con 
predominio del AGC frente a los ABs secundarios (Carey, 1958).

Una característica común a las diversas patologías que cursan con colestasis es una 
regurgitación de los ABs desde el hepatocito a la sangre acompañada de una disminución 
de estos compuestos en bilis. Esta carencia puede producir una deficiente absorción 
intestinal de lípidos biliares, esteatorrea y síndromes variados por deficiencia de vitaminas 
liposolubles. La colestasis prolongada puede conducir a complicaciones por hipovitaminosis 
como puede ser hipoprotrombinemia, osteomalacia y ceguera nocturna.

La colestasis puede ser de origen intra o extrahepático: en el primer caso, esta 
patología aparece como resultado de alteraciones hepatocelulares, de los canalículos 
biliares o de los pequeños conductillos microscópicos, mientras que en la colestasis 
extrahepática la lesión obstructiva se encuentra en los conductos biliares grandes. 

Un tipo particular de colestasis intrahepática es la colestasis gravídica o colestasis 
intrahepática gestacional (CIG), una enfermedad que aparece generalmente durante el 
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último tercio de la gestación en mujeres sanas y que desaparece pocos días después del 
parto. Aunque ha sido diagnosticada mundialmente, su prevalencia varía mucho de unos 
países a otros. En España, su prevalencia es baja según se desprende de los estudios 
epidemiológicos realizados (Pascual et al., 2002).

Su etiología es compleja, ya que en ella están implicados factores genéticos, 
endocrinos y ambientales. Aproximadamente en el 10% de los casos se han identificado 
mutaciones en diversos genes que codifican transportadores de ABs (Dixon et al., 2009; 
Mullenbach et al., 2005) y en el receptor de ABs FXR (Van Mil et al., 2007). Además se 
considera que el polimorfismo p.V444A en el gen ABCB11, que codifica BSEP, constituye 
un factor de riesgo en la CIG (Dixon et al., 2009). Esta predisposición metabólica hereditaria 
afectada por distintos factores desencadenaría la enfermedad y modularía su intensidad. 

Los estrógenos parecen tener un papel destacado en el desarrollo de la CIG, ya que 
esta patología suele aparecer en el tercer trimestre del embarazo, cuando la producción 
de estrógenos es más elevada. Distintos estudios demuestran  que tanto el etinilestradiol, 
como el 17β-glucurónido de estradiol (17βGE) pueden afectar al flujo biliar (Crocenzi et 
al., 2003; Yamamoto et al., 2006), reduciendo la expresión de transportadores de ABs 
(Geier et al., 2003; Yamamoto et al., 2006). Además, el 17βGE puede afectar al eflujo 
de ABs mediado por Bsep (Crocenzi et al., 2003; Vallejo et al., 2006). Sin embargo, el 
papel de la progesterona no está muy claro. La concentración plasmática de los derivados 
glucuro o sulfoconjugados de progesterona está aumentada en CIG con respecto a un 
embarazo normal y el perfil de sus derivados sulfatados está modificado y es característico 
de estas pacientes. En un estudio realizado por nuestro grupo (Pascual et al., 2002) se 
encontró una relación inversa entre los niveles séricos de progesterona y la aparición de 
hipercolanemia gestacional subclínica. Así, en el caso de la progesterona  y sus derivados 
aún no se ha determinado si su elevada concentración plasmática y urinaria es la causa o 
la consecuencia de la enfermedad (Meng et al., 1997; Pascual et al., 2002).

En cuanto a los factores exógenos que pueden condicionar una mayor prevalencia 
de la CIG, se han estudiado la estación del año, el ácido erúcico (ácido graso presente en 
algunas variedades de aceite de colza de consumo humano durante los años 70), dietas 
bajas en selenio o la administración de progesterona natural vía oral para prevenir el riesgo 
de parto prematuro.

La sintomatología de la CIG se caracteriza por la presencia de prurito (60% de los 
casos) con o sin ictericia, anorexia, náuseas, a veces hepatomegalia, malabsorción de 
grasas, esteatorrea, malnutrición de la madre, incapacidad de ganar peso normalmente, 
y una incidencia elevada de formación de cálculos en la vesícula. Desde el punto de 
vista analítico, se observa una elevación de los niveles plasmáticos de transaminasas, 
fostatasa alcalina y ABs primarios fundamentalmente. Aunque es una enfermedad benigna 
para la madre, suele acompañarse de trastornos graves en el feto: peso fetal reducido, 
parto prematuro, alteraciones hepáticas del recién nacido, aparición de deformaciones 
graves, asfixia y muerte perinatal. Estas alteraciones se han correlacionado con niveles 
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plasmáticos maternos de ABs, de 10 a 100 veces superiores a los normales y, como ha 
podido demostrarse en ratas, son debidas a la elevada capacidad teratogénica de los ABs 
secundarios (Zimber y Zusman, 1990; Zusman y Zimber, 1990). 

Hasta hace poco el objetivo del tratamiento farmacológico de la CIG era reducir el 
prurito y corregir los parámetros bioquímicos maternos. Sin embargo, el tratamiento debería 
mantener bajo control el balance de los ABs, ayudando así a la madre a llegar al final del 
embarazo y a tener un parto por vía vaginal sin sufrimiento para el feto. Hasta el momento, 
los fármacos utilizados han sido la colestiramina, el carbón vegetal, la dexametasona y la 
S-adenosil metionina. El tratamiento de la CIG con AUDC, mejora notablemente el prurito 
y los parámetros bioquímicos de las pacientes y no produce aparentes efectos adversos 
en los fetos.

Desde el punto de vista experimental, la colestasis obstructiva inducida en ratas 
gestantes durante el último tercio de la gestación es una situación, como en el caso de la 
CIG, en la que no se superponen otras alteraciones graves (hepatitis, cirrosis, etc.) que 
dificulten la interpretación del papel primario de los ABs en las repercusiones fetales. Es 
por lo tanto, un buen modelo para el estudio de la importancia del control de la homeostasis 
de los ABs en el binomio madre-feto y de lo peligroso que puede ser para el feto un 
desequilibrio en el pool materno-fetal de estas moléculas.

D. Colestasis y estrés oxidativo

La acumulación de ABs hidrofóbicos (fundamentalmente AQDC y ADC) en los 
hepatocitos durante la colestasis es la principal causa de daño hepático en pacientes con 
esta patología (Attili et al., 1986). 

Uno de los mecanismos implicados en la alteración de la funcionalidad hepática 
mediada por estos ABs es su capacidad para inducir la generación de ROS, que pueden 
dañar distintos componentes celulares como lípidos, proteínas y ácidos nucléicos y que 
parecen jugar un papel destacado en la aparición de daño hepático asociado a colestasis 
tanto en ratas (Sokol et al., 1991) como en humanos (Togashi et al., 1990). La capacidad 
de los ABs para inducir estrés oxidativo ha sido ampliamente estudiada en ratas, tanto 
en cultivos de hepatocitos (Sokol et al., 1993; Sokol et al., 1995) como en hepatocitos in 
vivo (Sokol et al., 1998). Los estudios realizados en hepatocitos en cultivo indican que la 
exposición a altas concentraciones de ABs hidrofóbicos provoca su necrosis (Galle et al., 
1990; Sokol et al., 1995), mientras que, a bajas concentraciones, induce alteración de la 
replicación del ADN (Gumpricht et al., 2000; Patel et al., 1994) y desencadena mecanismos 
de apoptosis. También se ha demostrado que las sales biliares más hidrofóbicas pueden 
estimular a las células de Kupffer aumentando así la producción ROS. Éstos, a su vez, 
pueden aumentar la peroxidación de los lípidos de la membrana de los hepatocitos 
induciendo su apoptosis (Ljubuncic et al., 1996).

Las mitocondrias hepáticas parecen ser la principal fuente de ROS producidas por 
los ABs. Estos compuestos pueden alterar el funcionamiento de la cadena respiratoria 
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mitocondrial modificando la actividad de los complejos I, III y IV (Krahenbuhl et al., 1994) y 
generar peroxidación lipídica en las mitocondrias del hepatocito (Sokol et al., 1991; Sokol 
et al., 1998). 

Los ABs hidrofóbicos también pueden inducir la permeabilidad mitocondrial transitoria 
(MPT) (Botla et al., 1995; Sokol et al., 1995; Yerushalmi et al., 2001) implicada en la muerte 
celular de los hepatocitos por necrosis y apoptosis (Lemasters et al., 1998). La alteración en 
la permeabilidad de este orgánulo se ha asociado con una pérdida del PMM, una reducción 
en el proceso de fosforilación oxidativa, la rotura de la membrana mitocondrial externa, la 
liberación de citocromo c y la generación de ROS (Lemasters et al., 1998). En hepatocitos 
de rata y en mitocondrias aisladas la MPT inducida por los ABs hidrofóbicos se ha asociado 
con un aumento en la generación de ROS (Rodrigues et al., 1998; Sokol et al., 2001). 
Parece que el aumento en la concentración de Ca2+ citosólico inducido por los ABs puede 
ser un importante factor en la apertura del poro de permeabilidad mitocondrial y la posterior 
inducción de la producción de ROS (Anwer et al., 1988). 

Estudios realizados en ratas colestáticas confirman que el aumento en la generación 
de ROS mediado por los ABs también puede conducir a la reducción en los niveles celulares 
de antioxidantes, incluyendo la pérdida total de las reservas hepáticas y mitocondriales 
de GSH, y a la disminución de la concentración de distintos componentes de la cadena 
transportadora de electrones como la ubiquinona-9 y la ubiquinona-10 (Scheuer, 1980).

2.3.2.2. Compuestos xenobióticos

La generación de ROS en las células no sólo se produce en respuesta a estímulos 
endógenos, sino que también puede deberse a la interacción con distintos agentes 
exógenos. Estudios realizados tanto in vivo como in vitro indican que la generación de ROS 
puede estar inducida por diversos factores exógenos entre ellos la radiación o distintos 
compuestos xenobióticos (Ziech et al., 2010).

El tratamiento con un amplio número de fármacos puede desencadenar situaciones 
de estrés oxidativo (Deavall et al., 2012) .Este incremento en los niveles de ROS puede 
ser consecuencia del propio mecanismo de acción del fármaco o bien puede producirse 
como consecuencia del metabolismo del mismo. Puesto que el hígado juega un papel 
fundamental en el metabolismo de distintos fármacos es también uno de los principales 
tejidos afectados por el potencial efecto tóxico de los distintos intermediarios generados 
durante este proceso (Park et al., 1995).

A. Paracetamol

El paracetamol o acetaminofeno es un analgésico y antipirético muy utilizado y 
seguro a dosis terapéuticas. Sin embargo, su uso en dosis superiores a las recomendadas 
produce una severa necrosis centrolobulillar en el hígado (Prescott, 1980), que constituye 
la principal causa de fallo hepático en distintos países occidentales (Jaeschke et al., 2012). 
De hecho, el daño hepático producido por sobredosis de paracetamol es el modelo más 
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utilizado para estudiar los mecanismos de hepatotoxicidad inducida por fármacos (David 
Josephy, 2005).

A dosis terapéuticas el paracetamol es eliminado mediante glucuronidación o 
sulfatación y sólo una pequeña proporción es metabolizada por el citocromo P450 
formándose un metabolito reactivo, N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI), que se elimina 
eficazmente mediante conjugación con GSH (Figura I7). Sin embargo, tras una dosis tóxica, 
la producción de NAPQI se incrementa superando la capacidad de detoxificación del GSH 
y se une covalentemente a distintas proteínas (Nelson, 1990) (Figura I7), causando un 
deterioro de la función hepática.  

Uno de los mecanismos más destacados en la toxicidad inducida por paracetamol 
parece ser la alteración de la función mitocondrial. El metabolito reactivo del paracetamol, 
NAPQI, se une a un gran número de proteínas mitocondriales (Cohen et al., 1997; Qiu 
et al., 1998) alterando su funcionalidad. Esta situación hace que se inhiba la respiración 
mitocondrial (Meyers et al., 1988) y por tanto la producción de ATP (Jaeschke, 1990), y se 
incremente la producción de ROS y RNOS (Especies Reactivas de Oxigeno y Nitrógeno) 
(Cover et al., 2005). Esta situación de estrés oxidativo puede conducir a la apertura del 
poro de MPT (Kon et al., 2004), que produce la pérdida del PMM (Bajt et al., 2004; Kon 
et al., 2004). El aumento en la permeabilidad mitocondrial provoca finalmente la rotura de 
este orgánulo y hace que se liberen al citoplasma distintas proteínas, entre ellas el factor 
inductor de la apoptosis (AIF) que se transloca al núcleo, donde induce la fragmentación 
del ADN (Bajt et al., 2006). Finalmente, la alteración del metabolismo aeróbico, la reducción 
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masiva de los niveles de ATP y el daño al ADN nuclear conducen a la muerte celular por 
necrosis (Gujral et al., 2002). 

Los mecanismos implicados en la toxicidad del paracetamol se han estudiado in 
vivo en roedores o bien en cultivos primarios de hepatocitos de ratón (Nelson, 1990). Sin 
embargo, existen pequeñas diferencias en cuanto al daño hepático producido por este 
fármaco en roedores y en humanos (Knight et al., 2001; Singer et al., 1995). Un estudio 
reciente llevado a cabo en una línea celular hepática humana tratada con dosis tóxicas de 
paracetamol, indica que la exposición a este fármaco reduce los niveles intracelulares de 
GSH, aumenta la formación de aductos de proteínas, estimula la producción mitocondrial 
de radical superóxido y peroxinitrito y conduce a la pérdida de la función mitocondrial, 
llegando a producir la muerte celular por necrosis en estas células. Estos resultados 
confirman que, a pesar de las diferencias en el desarrollo de las lesiones hepáticas, los 
mecanismos de toxicidad por paracetamol observados en células humanas son iguales a 
los descritos previamente en roedores (McGill et al., 2011).

Aunque el efecto tóxico del paracetamol ha sido estudiado fundamentalmente a nivel 
hepático, este fármaco también puede producir toxicidad en otros tejidos. La alteración 
a nivel renal tras la exposición a dosis tóxicas de paracetamol se ha descrito tanto en 
animales de experimentación como en humanos, ya que entre el 1 y el 2% de los pacientes 
por sobredosis de paracetamol presentan cuadros de insuficiencia renal  (Mazer y Perrone, 
2008). En ratones, la toxicidad del paracetamol también afecta a otros tejidos como la 
mucosa nasal o el pulmón (Genter et al., 1998; Jeffery y Haschek, 1988; Placke et al., 
1987). Parece que la toxicidad extrahepática del paracetamol está relacionada con el efecto 
de distintos metabolitos tóxicos generados a nivel hepático (Gu et al., 2005).

B. Fármacos antitumorales 

Como ya se mencionó en el apartado 2.1.3.3, una característica frecuente en las 
células tumorales es la elevada presencia de ROS. Esta situación de estrés oxidativo 
permanente hace que estas células sean más vulnerables a la generación de ROS inducida 
por distintos agentes exógenos (Pelicano et al., 2004). Por tanto, la manipulación de los 
niveles celulares de ROS podría utilizarse para inducir la muerte de estas células tumorales 
sin que aparezca toxicidad en células sanas (Schumacker, 2006).

Muchos fármacos antitumorales pueden inducir la generación de ROS en células 
cancerosas, entre ellos se incluyen agentes alquilantes, antraciclinas, derivados de platino 
y camptotecinas (Block et al., 2008) y también inhibidores de tirosina quinasas como el 
sorafenib (Chiou et al., 2009). Sin embargo, en la mayoría de los casos, este aumento en 
los niveles de ROS se ha relacionado con la aparición de distintos efectos secundarios tras 
el tratamiento farmacológico (Fuchs-Tarlovsky, 2013).

La doxorrubicina es un antibiótico perteneciente al grupo de las antraciclinas que 
se ha utilizado en el tratamiento frente a distintos tumores sólidos y hematológicos. Su 
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actividad antineoplásica se basa fundamentalmente en su capacidad para intercalarse en 
la molécula de ADN, interfiriendo con su replicación y con el proceso de síntesis proteica, 
y en su actividad como agente inhibidor de la actividad de la topoisomerasa II (Fortune y 
Osheroff, 2000; Gewirtz, 1999). El metabolismo de la doxorrubicina puede generar ROS 
mediante varios mecanismos. En presencia de NADPH, la acción de distintas reductasas 
mitocondriales sobre la doxorrubicina hace que se formen metabolitos reactivos que a su 
vez interaccionan con el oxígeno molecular generando radical superóxido (Malhi et al., 
2012). Además, esta antraciclina puede reaccionar con el hierro haciendo que se genere 
radical hidroxilo mediante reacciones de Fenton (Myers et al., 1977). Aunque la generación 
de ROS derivada de su metabolismo se ha asociado fundamentalmente con la aparición 
de cardiotoxicidad en los pacientes durante el tratamiento, recientemente también se ha 
observado que el aumento en la generación de ROS a nivel mitocondrial mediado por la 
doxorrubicina puede utilizarse como una estrategia para inducir la muerte selectiva de 
células tumorales (Malhi et al., 2012).

El cisplatino es un potente fármaco citostático utilizado en el tratamiento de un gran 
número de tumores, entre los que se incluyen el cáncer testicular, el cáncer de ovario, 
el cáncer de vejiga, el cáncer de cuello de útero, varios cánceres gastrointestinales o el 
cáncer de pulmón (Deavall et al., 2012). A pesar de su importancia clínica, su uso está 
limitado al tratamiento de ciertos tumores, ya que algunos, como el cáncer colorrectal o 
el cáncer de pulmón de células no pequeñas presentan resistencia a dicho fármaco y 
otros como el cáncer de ovario o el cáncer de pulmón de células pequeñas lo desarrollan 
durante el tratamiento (Cepeda et al., 2007). Otra de las limitaciones para su uso en clínica 
es la aparición de efectos secundarios en numerosos tejidos, siendo los más destacados 
ototoxicidad, neurotoxicidad y nefrotoxicidad (Deavall et al., 2012). El mecanismo de 
acción de este fármaco se basa fundamentalmente en su capacidad para unirse al ADN, 
especialmente a los residuos de guanina y adenina situados en el surco mayor de la 
molécula, y a otros componentes celulares, fundamentalmente proteínas. Las alteraciones 
producidas en los distintos componentes celulares hacen que el cisplatino induzca la 
muerte celular por apoptosis o por necrosis (Cepeda et al., 2007). Distintos experimentos 
realizados in vitro e in vivo indican que el tratamiento con cisplatino induce la formación 
de radical superóxido, H2O2 y radical hidroxilo, mediante varios mecanismos (Itoh et al., 
2011; Masuda et al., 1994; Tsutsumishita et al., 1998). Este aumento en la producción de 
ROS junto con la capacidad de este fármaco para unirse al GSH (Ishikawa y Ali-Osman, 
1993; Kasherman et al., 2009), conducen a la célula a una situación de estrés oxidativo que 
se ha relacionado con la aparición de sus efectos secundarios más destacados (Deavall 
et al., 2012). Estudios recientes indican que el estrés oxidativo derivado del tratamiento 
con cisplatino puede jugar un papel fundamental en su efecto citotóxico sobre las células 
tumorales induciendo la muerte celular por apoptosis, especialmente cuando se administra 
en dosis elevadas (Berndtsson et al., 2007).

El irinotecán es un análogo semisintético de la camptotecina que se utiliza para el 
tratamiento de distintos tipos de tumores sólidos como el cáncer colorrectal o el cáncer de 
ovario que presentan metástasis (Ramesh et al., 2010). Su principal mecanismo de acción 
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es la inhibición de la topoisomerasa I, que hace que se produzcan roturas en la doble 
cadena de ADN, desencadenado un estrés genotóxico que finalmente conduce a la muerte 
celular por apoptosis (Liu et al., 2000). En humanos, el irinotecán es metabolizado por 
carboxiesterasas endógenas en una reacción que genera un metabolito altamente reactivo, 
el SN-38. Aunque existen estudios que indican que las camptotecinas pueden inducir la 
generación de ROS (Block et al., 2008), poco se sabe sobre el estrés oxidativo asociado al 
tratamiento con irinotecán. Un estudio reciente llevado a cabo en ratones indica que, tras el 
tratamiento con este fármaco, se produce un aumento de los marcadores de peroxidación 
lipídica y daño oxidativo en el ADN en suero. En estos animales también se observa una 
reducción en los niveles séricos de GSH. Todas estas evidencias sugieren que el efecto 
genotóxico del irinotecán podría estar mediado por un mecanismo de inducción de estrés 
oxidativo (Attia, 2012).

El sorafenib es una bi-arilurea que puede inhibir distintas proteínas quinasas, 
fundamentalmente Raf serina/treonina quinasas y receptores tirosina quinasas. 
Recientemente la FDA (“Food and Drug Administration”) ha autorizado su uso para el 
tratamiento del carcinoma renal (Bracarda et al., 2007) pero también para el HCC, ya que 
mejora la supervivencia de los pacientes con HCC en estadio avanzado y no resecable 
(Llovet et al., 2008). Debido a su reciente incorporación al grupo de fármacos antitumorales 
sus mecanismos de acción no se conocen con exactitud. Estudios llevados a cabo 
recientemente indican que, además de su actividad como inhibidor de quinasas, el sorafenib 
puede incrementar los niveles de estrés oxidativo en células tumorales estimulando la 
muerte celular por apoptosis (Chiou et al., 2009). En células de HCC se ha observado que 
el tratamiento con sorafenib induce la generación de ROS en la mitocondria, reduce los 
niveles de GSH y aumenta la concentración de Ca2+ en la mitocondria. Todos estos eventos 
alteran la funcionalidad mitocondrial y conducen a la muerte celular (Chiou et al., 2009). En 
el suero de pacientes de HCC tratados con sorafenib se ha observado un aumento de la 
concentración de productos proteicos de oxidación avanzada que se han relacionado con 
una mayor efectividad del tratamiento (Coriat et al., 2012).
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2.4. MECANISMOS DE DEFENSA FRENTE A COMPUESTOS POTENCIALMENTE 
TÓXICOS

2.4.1. Mecanismos de defensa antioxidante

Como se ha mencionado anteriormente, la célula presenta una amplia variedad de 
mecanismos que previenen y limitan el daño celular provocado por la acumulación de 
ROS. Entre ellos se encuentran el ciclo biliverdina (BV)/bilirrubina (BR) y otros mecanismos 
antioxidantes de diversa naturaleza.

2.4.1.1. Ciclo biliverdina/bilirrubina

A. Síntesis de pigmentos biliares

El grupo hemo es el componente no proteico de varias proteínas de nuestro organismo, 
entre ellas la hemoglobina.

En mamíferos, la reacción de degradación del grupo hemo transcurre en dos pasos: 
en primer lugar, el grupo hemo es oxidado por la acción catalítica de la hemo oxigenasa (HO) 
en una reacción en la que se liberan ión ferroso, monóxido de carbono (CO) y biliverdina 
(BV) (Florczyk et al., 2008); posteriormente, esta última es reducida a bilirrubina (BR) por 
la acción de la biliverdina reductasa (BVR).

Las HOs son unas enzimas altamente conservadas encontradas en bacterias, algas, 
plantas y animales. Hasta el momento se han identificado tres isoformas: HO-1, HO-2 y 
HO-3. La HO-1 es la isoforma inducible cuya expresión puede modificarse en respuesta 
a distintos estímulos como la presencia del grupo hemo, el óxido nítrico (NO) y/o el estrés 
oxidativo (Alam et al., 1989; Alcaraz et al., 2001; Durante et al., 1997). Aunque se expresa 
de forma ubicua en tejidos de mamíferos, sus niveles de expresión son más elevados en 
hígado y bazo (Elbirt y Bonkovsky, 1999; Maines, 1997).

Aunque la rotura del anillo tetrapirrólico del grupo hemo puede ocurrir en cada uno 
de los cuatro meso puentes de carbono y generar cuatro isómeros de la BV (IXα, IXβ, IXγ, 
IXδ), las HOs presentan una alta selectividad por el puente α, de forma que en vertebrados 
prácticamente toda la BV formada es del tipo IXα. En humanos también se producen 
pequeñas cantidades de los otros tres isómeros en condiciones normales y patológicas 
(Yamaguchi y Nakajima, 1995).

En aves, reptiles y anfibios, la BV se excreta directamente a la bilis y constituye 
el producto final de la degradación del grupo hemo. Sin embargo, en mamíferos, la BV 
se transforma en BR por acción de la enzima BVR citoplasmática en una reacción muy 
eficiente que hace que, en circunstancias fisiológicas, la concentración de BV en suero sea 
muy baja (Fevery, 2008).
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En el individuo sano, la mayor parte de la BR se produce en las células del sistema 
retículo-endotelial localizadas en el bazo, en la médula ósea y en el hígado. En adultos, el 
isómero más abundante de la BR es el IXα, que presenta una baja solubilidad en soluciones 
acuosas. Así, la BR se transporta en sangre en su mayor parte unida a la albúmina junto 
a una fracción no unida que es minoritaria. Debido a su carácter lipofílico, debe ser 
glucuronidada para poder ser excretada por vía biliar (Florczyk et al., 2008).

B. Biliverdina reductasa 

La BVR es una enzima altamente conservada desde el punto de vista evolutivo en 
diferentes organismos. No sólo está presente en el reino animal, sino que también se ha 
encontrado una enzima homóloga en algas rojas (Beale y Cornejo, 1984; Schluchter y 
Glazer, 1997). 

La biliverdina IXα reductasa (BVRα) es una enzima citosólica soluble, que presenta 
una elevada actividad en hígado, bazo, riñón y placenta (McDonagh, 1983), y que cataliza 
la adición regioespecífica de hidrógeno al grupo -HC(10)=C-N= de la BV IXα. Este cambio 
convierte una molécula conformacionalmente flexible y polar, la BV, en una altamente 
lipofílica y con una conformación más restringida, la BR. Esta enzima tiene la particularidad 
de que puede utilizar NADH o NADPH como cofactores en función del pH. De los cuatro 
isómeros de BV, la actividad enzimática es muy selectiva para el isómero IXα (Maines y 
Trakshel, 1993). La BVRα, que utiliza como sustrato la BV IXα, es la forma mayoritaria en 
el hígado adulto, lo que explica que el isómero IXα de la BR sea el más abundante durante 
la vida adulta.

La biliverdina IXβ reductasa (BVRβ) cataliza la reducción de los isómeros IXγ y IXδ 
además del IXβ que le da nombre. Su importancia metabólica es aparentemente marginal 
en adultos, pero alta durante el crecimiento fetal. La BR IXβ representa casi un 90% del 
total de la BR encontrada en la bilis fetal y, al contrario que el isómero IXα, no requiere 
glucuronidación para su excreción hepatobiliar (McDonagh, 2001; Pereira et al., 2001).

C. Ciclo BV/BR

Las ventajas fisiológicas de la transformación del grupo hemo a BV y de BV a BR 
se han conocido recientemente, ya que durante muchos años se consideró simplemente 
un mecanismo de eliminación de productos de desecho mediante el que la BV, un 
producto inocuo y fácilmente excretable se transformaba en BR, una sustancia de baja 
hidrosolubilidad, neurotóxica, que forma cálculos biliares y que necesita ser metabolizada 
para su excreción. Sin embargo, esta biotransformación adquiere significado fisiológico 
si tenemos en cuenta que la BR es un potente antioxidante que protege frente al daño 
oxidativo celular (Baranano et al., 2002).

Actualmente, se considera a la BR como una molécula protectora ya que presenta 
un  alto potencial antioxidante frente a los radicales peroxilo (Stocker et al., 1987). Además, 
la BR puede proteger a los componentes nucleares de la oxidación por su capacidad 
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antioxidante y por su actividad como inhibidor de la NADPH oxidasa encargada de la 
producción de superóxido (Fujii et al., 2010).

Aunque la concentración sérica de BR es lo suficientemente elevada como para 
justificar una considerable fracción de la capacidad antioxidante total en suero (Belanger 
et al., 1997; Gopinathan et al., 1994), las bajas concentraciones tisulares de BR (≈20-50 
nM), casi 10.000 veces inferiores a las determinadas para el antioxidante GSH, sugieren en 
principio que la BR no es fisiológicamente relevante frente al estrés oxidativo intracelular. Sin 
embargo, se ha demostrado que concentraciones bajas de BR (≈10 nM) pueden proteger 
tanto a células cerebrales como a células HeLa (de adenocarcinoma de cervix humano) 
frente a la toxicidad ocasionada por una concentración casi 10.000 veces superior de 
H2O2, lo que indica que la BR no actúa simplemente como un antioxidante estequiométrico 
(Baranano et al., 2002; Dore et al., 1999). Este potente efecto protector podría explicarse 
en base a la capacidad de reciclaje de la BR, que en presencia de ROS se oxida a BV. 
Posteriormente, la BV es de nuevo transformada a BR por acción de la enzima BVRα, 
estableciéndose así un ciclo redox que permitiría amplificar unas 10.000 veces los efectos 
antioxidantes de la BR (Figura I8), sin necesidad de que ésta se encuentre presente en los 
tejidos en elevadas concentraciones, ya que podría resultar tóxica (Baranano et al., 2002). 
Además la BVRα puede actuar como factor de transcripción regulando la expresión de la 
HO-1 (Tudor et al., 2008). Este eficiente sistema antioxidante que consiste en el control del 
ciclo redox y la inducción de la HO-1 por parte de la BVRα puede fortificar la capacidad 
de la BR como una de las moléculas de defensa fisiológica más eficiente frente al estrés 
oxidativo. 

Además de su papel en el metabolismo del grupo hemo la BVRα también está 
implicada en distintos procesos de señalización celular, de regulación de la expresión génica, 
metabolismo, crecimiento celular y apoptosis (Kravets et al., 2004; Lerner-Marmarosh et 
al., 2005; Salim et al., 2001).
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Figura I8. Ciclo de oxidación de la bilirrubina. Efecto antioxidante ejercido sobre los lípidos y proteínas 
integrantes de la membrana celular, y sobre las proteínas citoplasmáticas. 

Figura I8. Ciclo de oxidación de la bilirrubina. Efecto antioxidante ejercido sobre los lípidos y proteínas 
integrantes de la membrana celular, y sobre las proteínas citoplasmáticas.
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2.4.1.2. Otros sistemas antioxidantes

A. Sistemas no enzimáticos 

El glutatión reducido, GSH, es uno de los principales antioxidantes del organismo. 
Está presente en casi todas las células animales, aunque predomina en el tejido hepático. 
A pesar de que se produce exclusivamente en el citoplasma, un 10-15% se almacena en la 
mitocondria gracias a un transportador específico (Fernandez-Checa et al., 1991). 

Estructuralmente, el GSH es un tripéptido formado por tres aminoácidos, el glutamato 
y la glicina, que determinan su disposición, y la cisteína que es la responsable de sus 
funciones. El grupo tiol (SH) presente en la cisteína es el que le confiere una alta reactividad 
frente a sustancias endógenas y exógenas e incluso consigo mismo (Meister y Anderson, 
1983). Puede conjugarse directamente con gran variedad de compuestos tóxicos de 
forma espontánea (no enzimática) o mediante la acción de un grupo de enzimas tisulares 
conocidas como la glutatión-S-transferasa (GST).

También juegan un papel fundamental en este mecanismo de defensa antioxidante 
varias enzimas como la glutatión peroxidasa (GPX) y la glutatión reductasa (GR) (Inoue, 
1994). Todas ellas necesitan el cofactor glutatión para poder llevar a cabo sus funciones. 

La relación intracelular de GSH/GSSG es generalmente superior a 10:1, gracias a la 
acción de la enzima GR que cataliza la regeneración de GSH. Cuando un tejido se expone 
a una gran cantidad de radicales libres, puede producirse un desequilibrio en esta relación, 
que altera el estado redox intracelular.

También existen otros antioxidantes no enzimáticos de bajo peso molecular, como la 
vitamina C (Wilson, 2005), la vitamina E, el ubiquinol y los carotenoides (Machlin y Bendich, 
1987). 

B. Sistemas enzimáticos 

Además de las enzimas relacionadas con el glutatión (GPX, GR y GST), también 
forman parte del sistema antioxidante enzimático celular, la SOD y la CAT (Inoue, 1994). 
Estas enzimas se encuentran distribuidas por todo el organismo, y su actividad depende 
del consumo de oxígeno, de la tasa metabólica, de la concentración de iones metálicos 
presentes y de la cantidad de ácidos grasos existentes.

La SOD dismuta los radicales superóxido, produciendo H2O2 y singlete de oxígeno 
(1O2). Existen dos formas de SOD en base al metal que contienen como cofactor, el 
homodímero que contiene cobre y zinc (Cu,Zn-SOD o SOD1), presente en el citosol y en 
la matriz nuclear, y un homotetrámero que contiene manganeso (MnSOD o SOD2) y que 
se encuentra principalmente en la matriz mitocondrial (Deby y Goutier, 1990). También 
se ha descrito la existencia de una forma Cu,Zn-SOD extracelular (SOD3) con diferente 
estructura a la SOD1 (Petersen et al., 2003) .
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La enzima CAT controla la concentración intracelular de H2O2 junto con la GPX, 
siendo la constante de Michaelis Menten (Km) mucho mayor para la primera enzima, por 
lo que a concentraciones elevadas de H2O2 interviene la CAT y a concentraciones bajas, 
la GPX. De esta manera, ambos sistemas enzimáticos se complementan y constituyen un 
sistema reductor de H2O2. La CAT se localiza principalmente en los peroxisomas, o en el 
citoplasma en el caso de aquellas células que no poseen estos orgánulos. 

2.4.2. Bombas exportadoras ABC 

La acumulación de compuestos endógenos potencialmente tóxicos o de xenobióticos 
en la célula puede alterar su correcto funcionamiento y conducir a la muerte celular por 
necrosis o apoptosis. Ante esta situación la célula pone en marcha una serie de mecanismos 
de defensa entre los que se incluye el reajuste de los niveles de expresión de distintas 
proteínas implicadas en el transporte de estos compuestos al exterior de la célula.

2.4.2.1. Superfamilia de proteínas ABC 

A. Características generales

La superfamilia de proteínas ABC está constituida por un amplio grupo de proteínas 
integrales de membrana presentes en todos los organismos y que tienen una gran relevancia 
clínica (Klein et al., 1999). La mayoría son proteínas transportadoras que, gracias a la 
hidrólisis de ATP, obtienen la energía necesaria para exportar, a través de membranas extra 
e intracelulares, una amplia variedad de sustratos: glúcidos, aminoácidos, iones metálicos, 
péptidos, proteínas, así como un gran número de metabolitos endógenos y xenobióticos 
(Lage, 2003). 

En tejidos sanos estos transportadores están implicados en una gran variedad de 
procesos fisiológicamente importantes. Su expresión es alta en la mayoría de los epitelios, 
especialmente en el plexo coroideo, la barrera hematoencefálica y el trofoblasto, donde 
mantienen la función de barrera al actuar como bombas de expulsión de compuestos 
potencialmente tóxicos (Klein et al., 1999). En hígado, tracto gastrointestinal y riñón, las 
proteínas ABC participan en la mayoría de las vías que determinan la excreción de metabolitos 
y xenobióticos (Leslie et al., 2005). Además, algunas proteínas ABC desempeñan un papel 
importante en el sistema inmune (Abele y Tampe, 2004) y participan en la homeostasis y 
transporte celular de lípidos (Albrecht y Viturro, 2007). 

Estas proteínas están formadas por cuatro dominios: dos dominios transmembrana 
implicados en el transporte de sustratos a través de las membranas celulares, y dos 
dominios de unión a nucleótidos (“Nucleotide-Binding Domain” o “ATP-Binding Cassette 
Domains”), responsables de la unión e hidrólisis del ATP, y por tanto de generar la fuerza 
motriz para el transporte. Puesto que todas estas proteínas tienen un sustrato común, ATP, 
los dominios de unión a nucleótidos contienen varias regiones conservadas: las regiones 
Walker A y Walker B y la denominada “ABC signature”, específica de cada familia. Por 
el contrario, los dominios transmembrana, habitualmente formados por seis α-hélices, 
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presentan secuencias mucho más diversas que reflejan la gran variedad de sustratos 
transportados por estas proteínas (Seeger y van Veen, 2009). En función de su estructura, 
los transportadores ABC también se denominan “full transporters”, cuando contienen los 
cuatro dominios, o “half transporters”, cuando sólo están formados por un dominio de 
unión a ATP y un dominio transmembrana, por lo que necesitan formar homodímeros o 
heterodímeros con otro “half transporter” para dar lugar al transportador funcional con la 
estructura completa. Los primeros se localizan en la membrana plasmática mientras que los 
segundos se encuentran generalmente en membranas intracelulares (Litman et al., 2001). 
La Figura I9 muestra un esquema de la topología en la membrana de un “full transporter” 
(MDR1) y un “half transporter” (BCRP).

El mecanismo de translocación de los sustratos de un lado a otro de la membrana 
es aún discutido. En general se acepta que el sustrato se une al sitio de máxima afinidad 
del transportador (bien desde el citosol o bien desde la membrana) y que tras la unión y/o 
la hidrólisis de 2 ATP (también denominado “ciclo catalítico de transportadores ABC”), la 
afinidad del sitio de unión al sustrato disminuye causando la liberación del mismo en el lado 
opuesto de la membrana (Seeger y van Veen, 2009).  

B. Clasificación

En humanos, se han caracterizado más de 48 genes ABC que se clasifican en siete 
familias atendiendo a sus características filogenéticas y su secuencia de aminoácidos 
(Dean, 2005). 
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Figura I9. Modelos topológicos de la estructura secundaria predicha para MDR1 (“full transporter”) y 

BCRP (“half transporter”). En naranja están representados los residuos glucídicos de estas glicoproteínas. 

ABC, dominio de unión a ATP o “ATP-binding cassette domain”. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I9. Modelos topológicos de la estructura secundaria predicha para MDR1 (“full transporter”) y BCRP 
(“half transporter”). En naranja están representados los residuos glucídicos de estas glicoproteínas. ABC, 
dominio de unión a ATP o “ATP-binding cassette domain”.
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1. Familia ABCA

Hasta la fecha se han identificado 12 miembros de esta familia en humanos 
(Albrecht y Viturro, 2007). Su papel principal parece ser el transporte de lípidos a través 
de la membrana plasmática y de orgánulos intracelulares. Además, se han encontrado 
líneas celulares resistentes a fármacos citostáticos que sobreexpresan alguno de los 
transportadores de esta familia, lo que sugiere que podrían participar en el desarrollo de 
resistencia a la quimioterapia antitumoral, probablemente mediando el almacenamiento 
de los fármacos en lisosomas y promoviendo su metabolismo o su expulsión de la célula 
(Albrecht y Viturro, 2007).

2. Familia ABCB 

Uno de los primeros transportadores ABC en ser caracterizado fue MDR1 (de “Multidrug 
resistance protein 1”, gen ABCB1), también conocido como P-glicoproteína (Pgp) (Juliano, 
1976). Inicialmente se la identificó como la proteína de membrana plasmática responsable 
del fenotipo de resistencia a múltiples fármacos (MDR) en células tumorales (Bosch y 
Croop, 1996; Goldstein, 1996; Goldstein et al., 1991). MDR1 se expresa en células sanas, 
como en el borde en cepillo de los túbulos renales apicales, en la membrana canalicular de 
los hepatocitos, en la membrana apical de los enterocitos, en las membranas luminares de 
las células endoteliales capilares del cerebro (Cordon-Cardo et al., 1990), en colangiocitos, 
en pulmón, en placenta y en testículo (Chan et al., 2004). También se encuentra en muchos 
tumores de origen epitelial, en los que la sobreexpresión de esta proteína es uno de los 
mecanismos por los que las células tumorales desarrollan resistencia a múltiples fármacos 
(Marin et al., 2009b).

Dada su característica distribución, MDR1 está implicada en los procesos 
farmacocinéticos de absorción, distribución y eliminación de fármacos (Fromm, 2004; 
Schinkel, 1998). A pesar de que se ha convertido en la proteína modelo en muchos de 
los estudios de caracterización del mecanismo de transporte de las bombas ABC (Seeger 
y van Veen, 2009), su papel en la formación de la bilis aún no se conoce con exactitud, 
aunque se sabe que contribuye a la excreción canalicular de fármacos y otros xenobióticos.

Participa principalmente en el transporte de cationes orgánicos hidrofóbicos (Muller 
et al., 1994). Entre sus sustratos se incluyen multitud de fármacos como glucósidos 
cardiotrópicos, antihistamínicos, analgésicos, inmunosupresores o narcóticos (Chan et al., 
2004; Matheny et al., 2001) y una amplia variedad de fármacos antitumorales como las 
campotecinas o el paclitaxel (Marin et al., 2009a). 

Otro miembro de esta familia involucrado en la secreción de compuestos colefílicos, 
es decir, sustancias que se excretan preferentemente por vía biliar, es MDR3 (gen ABCB4), 
también denominada Mdr2 en roedores (Smit et al., 1993). Esta proteína está implicada 
en la translocación de fosfatidilcolina desde la cara interna a la cara externa de la bicapa 
lipídica de la membrana canalicular de los hepatocitos (Ruetz y Gros, 1994), un papel 
fundamental para neutralizar el efecto detergente de los ABs, presentes en la bilis a una 
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concentración elevada. La MDR3 también participa en el transporte de algunos xenobióticos, 
como paclitaxel y vinblastina, aunque con una eficacia menor que la de MDR1 (Smith et 
al., 2000). 

La bomba exportadora de sales biliares (BSEP; gen ABCB11) es el principal 
transportador de ABs monoaniónicos conjugados a bilis (Byrne et al., 2002; Gerloff et al., 
1998) y participa en el transporte de algunos sustratos típicos de MDR1, como la vinblastina 
(Lecureur et al., 2000). BSEP se expresa fundamentalmente en hígado, concretamente en 
las microvellosidades canaliculares y en vesículas subcanaliculares de los hepatocitos. 
Las mutaciones del gen ABCB11 humano pueden determinar un subtipo de colestasis 
intrahepática familiar progresiva o PFIC2 (del inglés “Progressive Familial Intrahepatic 
Cholestasis 2”) que cursa con prurito extremo, retraso en el crecimiento y progresión hacia 
la cirrosis en la primera década de vida. 

3. Familia ABCC

A principios de los años 90 se descubrió en humanos una proteína que confería a 
las células tumorales el fenotipo MDR y era diferente a la P-glicoproteína. Se denominó 
proteína asociada a la resistencia a múltiples fármacos o MRP (del inglés “Multidrug 
Resistance-associated Protein”) (Krishnamachary y Center, 1993).

Hasta el momento se han clonado y caracterizado trece miembros de la familia 
de proteínas MRP (Sheps y Ling, 2007) cuya principal función es la protección frente a 
compuestos tóxicos, como metales pesados, toxinas y xenobióticos. Las isoformas 1, 4 y 5 se 
distribuyen ampliamente en el organismo, mientras que MRP2 y 3 aparecen principalmente 
en el hígado, el riñón y el intestino (Borst et al., 1999; Lee et al., 1998). MRP1, 3, y 6 se 
localizan en la membrana plasmática basolateral de células polarizadas, para impedir que 
las sustancias potencialmente dañinas accedan al interior de la célula, mientras que MRP2, 
y probablemente MRP5, aparecen en la membrana apical para secretarlas, por ejemplo, 
en bilis o en orina. El nivel de expresión de MRP1, 3 y 4 en hepatocitos sanos es muy 
bajo, lo que indica que en circunstancias fisiológicas su papel en el tráfico de diferentes 
compuestos en el hepatocito es minoritario.

De todos estos transportadores, MRP2 (gen ABCC2) es el que presenta una mayor 
expresión en hígado. Esta proteína se localiza en la membrana apical de células polarizadas, 
como los hepatocitos, el epitelio del túbulo proximal renal y el epitelio intestinal. Desempeña 
un papel fundamental en la detoxificación hepática mediando la excreción a la bilis de 
aniones orgánicos endógenos y xenobióticos (Jedlitschky et al., 1997), contribuyendo a la 
fuerza motriz que genera el flujo biliar. Su especificidad de sustrato es amplia, aunque tiene 
una mayor afinidad para los conjugados de GSH, ácido glucurónico o sulfato y compuestos 
lipofílicos como leucotrieno C4, BR y algunos esteroides (Nies y Keppler, 2007). La Mrp2 
de rata tiene capacidad de transportar ABs dianiónicos sulfatados (Akita et al., 2001) 
y glucuronidados (Keppler et al., 1997). Entre los sustratos de este transportador se 
incluyen numerosos agentes antitumorales, como el cisplatino o las camptotecinas (Nies 
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y Keppler, 2007), esto hace que MRP2 tenga una gran relevancia clínica ya que puede 
conferir resistencia a numerosos agentes antineoplásicos en tumores sólidos como el HCC 
(Sandusky et al., 2002). La deficiencia adquirida o hereditaria de MRP2 en humanos, como 
ocurre en el síndrome de Dubin-Johnson, provoca un incremento en la concentración de 
glucurónidos de BR en sangre, debido al reflujo de estos compuestos desde los hepatocitos 
hacia la sangre sistémica mediado principalmente por MRP3 (gen ABCC3), localizada en 
la membrana basolateral de los hepatocitos, como mecanismo compensatorio al deficiente 
eflujo apical mediado por MRP2 (Kartenbeck et al., 1996). 

Además de en hígado, MRP3 se expresa en intestino y, en menor medida en riñón 
(Kool et al., 1997; Scheffer et al., 2002). La contribución de MRP3 en la homeostasis de los 
ABs aún no está clara (Zelcer et al., 2006), ya que en humanos sólo transporta AGC (Zeng 
et al., 2000). MRP3 también interviene en el transporte de algunos fármacos antitumorales 
como etopósido, tenipósido, vincristina y metotrexato (Kool et al., 1999). 

Otro miembro de esta familia localizado en la membrana basolateral de los hepatocitos 
es MRP1 (gen ABCC1) que está implicado en el transporte de distintos compuestos 
hidrofóbicos. MRP1 transporta fármacos antitumorales, entre los que se incluyen los 
alcaloides de la vinca, las antraciclinas o las camptotecinas (Bakos y Homolya, 2007). En 
condiciones normales se encuentra poco expresada en hígado y transporta ABs dianiónicos 
como los ácidos taurosulfolitocólico (ATSLC) y tauroquenodesoxicólico (ATQDC). Sin 
embargo, cuando la ruta de excreción biliar no es funcional, como ocurre en colestasis o 
endotoxemia, se induce la expresión de MRP1 y MRP3 (Donner y Keppler, 2001; Soroka 
et al., 2001; Vos et al., 1998) que permite el transporte de sustancias colefílicas de vuelta 
a la circulación sistémica para su posterior eliminación por vía renal (Tanaka et al., 2002).

MRP1 y MRP3, que comparten un 58% de su secuencia aminoacídica participan 
también en el transporte de glucurónidos y conjugados de GSH de distintos compuestos 
exógenos (Akita et al., 2001).

MRP4 se expresa a bajos niveles en la membrana basolateral de los hepatocitos en 
condiciones normales (Kartenbeck et al., 1996), y también en otros tejidos como yeyuno, 
riñón, cerebro, pulmón y vesícula biliar (Kool et al., 1997). Esta proteína cotransporta ABs 
junto con GSH hacia el exterior del hepatocito (Rius et al., 2006; Rius et al., 2003), además 
de distintos fármacos como análogos de nucleótidos, como la lamivudina, y antitumorales, 
como el metotrexato (Borst et al., 2000). Este transportador presenta una alta afinidad por 
los conjugados con glicina y taurina de los ácidos AQDC, AQC y AUDC, además del AC 
(Rius et al., 2006; Rius et al., 2003). Estudios de inhibición del transporte sugieren que los 
derivados sulfatados también podrían incluirse entre sus sustratos (Zelcer et al., 2003).

Otros transportadores de esta familia cuya expresión también se ha encontrado 
en los hepatocitos son MRP6 (ABCC6), MRP7 (ABCC10) y MRP8 (ABCC11). MRP6 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 
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hígado humano, su papel en el transporte de fármacos no está claro (Bergen et al., 2007). 
Parece que MRP6 no está implicada en el transporte de productos de biotransformación de 
fase II como conjugados con ácido glucurónico, sulfato o GSH, aunque tiene capacidad para 
transportar cisplatino, doxorrubicina o etopósido (Belinsky et al., 2002). Menos conocidos 
son MRP7 y MRP8. El ARNm de MRP7 se ha encontrado en numerosos tejidos, incluyendo 
el hígado, y transporta algunos fármacos antitumorales como paclitaxel y vincristina (Hopper-
Borge et al., 2004). El ARNm de MRP8 se ha detectado a bajos niveles en el hígado y entre 
sus sustratos se encuentran fármacos como el metotrexato y el 5-fluorouracilo (Chen et al., 
2005; Guo et al., 2003).

4. Familia ABCG

Esta familia de proteínas ABC está constituida por “half transporters”, que necesitan 
forman dímeros para poder llevar a cabo su función. Muchos de ellos, como ABCG1, ABCG4, 
ABCG5 y ABCG8, son bombas exportadoras de colesterol (Kusuhara y Sugiyama, 2007). 
A nivel hepático, los más destacados son ABCG5 y ABCG8 que forman un heterodímero 
localizado en la membrana canalicular (Graf et al., 2003), que promueve la excreción biliar 
de esteroles neutros (Wittenburg y Carey, 2002).

BCRP (de “Breast Cancer Resistance Protein”; gen ABCG2) presenta una amplia 
especificidad de sustrato, incluyendo una gran variedad de fármacos antitumorales. 
Desempeña un papel importante en la biodisponibilidad y eliminación hepática de fármacos 
y en el desarrollo de resistencia a la quimioterapia antitumoral (Kusuhara y Sugiyama, 
2007). Esta proteína está altamente expresada en la placenta (Allikmets et al., 1998) y en 
menor grado en cerebro, hígado, próstata, intestino delgado y colon (Doyle et al., 1998). 
Su estado de oligomerización en la membrana aún no se conoce con exactitud (Kage et 
al., 2002; Litman et al., 2002; McDevitt et al., 2009). Inicialmente se sugirió que la unidad 
funcional mínima de BCRP era un homodímero (Kage et al., 2002; Litman et al., 2002). Sin 
embargo nuevas evidencias indican que BCRP podría formar oligómeros de mayor entidad 
en la membrana (McDevitt et al., 2006; Xu et al., 2004). 

Entre los compuestos endógenos que son sustratos de BCRP se encuentran varios 
esteroides, principalmente derivados sulfatados, sobre todo estrona-3-sulfato y DHEAS 
(Imai et al., 2003) (Janvilisri et al., 2005; Xu et al., 2004), porfirinas (Krishnamurthy et 
al., 2004) y ABs (Blazquez et al., 2012). El transporte de ABs mediado por BCRP es 
especialmente importante en placenta, donde los niveles de expresión de BSEP son muy 
bajos. Además, interviene en el transporte de numerosos fármacos antitumorales entre los 
que se incluyen la doxorrubicina o las camptotecinas, (Kusuhara y Sugiyama, 2007).

2.4.2.2. Papel de las proteínas ABC en el transporte de ácidos biliares 

A. Hígado

Los procesos de transporte en el hepatocito desempeñan un papel fundamental en la 
homeostasis hepática de los ABs, ya que a pH fisiológico, tanto en sangre como dentro de 
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las células, la mayoría de los ABs se encuentran en forma aniónica (Hofmann, 1998). En 
esta forma la difusión a través de las membranas lipídicas se dificulta; si bien algunos ABs 
con elevado pKa pueden atravesar las membranas, la mayoría requiere de transportadores 
específicos de membrana. 

En el proceso de recaptación de ABs de la circulación sanguínea por el hepatocito 
participan principalmente dos grupos de proteínas (Figura I10): unas que pertenecen a la 
familia de transportadores SLC10A (del inglés “Solute Carriers”) y que median la captación 
de ABs dependiente de Na+, y otras, de la familia de polipéptidos transportadores de aniones 
orgánicos (OATP), del inglés “Organic Anion Transporting Polypeptides”, que llevan a cabo 
el transporte de ABs independiente de Na+. La secreción canalicular de ABs tiene lugar 
gracias a transportadores miembros de la superfamilia ABC (Muller y Jansen, 1997) (Figura 
I10). 

Dependiendo de su localización en la membrana plasmática de los hepatocitos, los 
transportadores ABC son responsables del eflujo de compuestos a la bilis, si se localizan 
en la membrana canalicular, o, si se encuentran localizados en la membrana basolateral, 
expulsan compuestos a la sangre. Dentro de los primeros destacan varios miembros de las 
familias de genes ABCB, ABCC y ABCG. Por el contrario, los transportadores sinusoidales 
más relevantes pertenecen únicamente a la familia ABCC (Marin et al., 2008). 

Los ABs recién sintetizados y los que retornan desde el intestino durante el transcurso 
de la circulación enterohepática son secretados activamente por los hepatocitos hacia el 
lumen canalicular por acción de la bomba exportadora de sales biliares BSEP. La secreción 
activa de ABs proporciona una importante fuerza impulsora para la formación de bilis 
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Figura I10. Localización de las principales proteínas implicadas en el transporte hepatobiliar en 
hepatocitos humanos y de roedores.  
 

Figura I10. Localización de las principales proteínas implicadas en el transporte hepatobiliar en 
hepatocitos humanos y de roedores. 
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(Trauner y Boyer, 2003) y, por tanto, es de crucial importancia para la eliminación hepática 
de compuestos endógenos potencialmente tóxicos y xenobióticos a través de la vía 
hepatobiliar. Además, la secreción de ABs impulsa la secreción de fosfolípidos y colesterol 
a la bilis. La secreción de estos lípidos también depende de forma crucial de la actividad 
de transportadores de la superfamilia ABC, como, MDR3 (gen ABCB4), en el caso de los 
fosfolípidos, y el heterodímero ABCG5/ABCG8, para el transporte de colesterol (Elferink y 
Groen, 2002). La secreción conjunta de ABs, fosfolípidos y colesterol permite la formación 
de micelas mixtas en la bilis, que son determinantes para la protección del sistema biliar 
de las acciones detergentes provocadas por las altas concentraciones de ABs (Smit et al., 
1993). Además de BSEP, el transportador MRP2 juega un destacado papel en el transporte 
de ABs ya que  secreta a bilis ABs sulfatados dianiónicos y glucurónidos de BR (Jedlitschky 
et al., 1997).

Cuando existe un fallo en los procesos de secreción biliar como ocurre en la colestasis, 
las proteínas trasportadoras de ABs sufren también respuestas adaptativas con el fin de 
proteger al hígado de la retención de productos tóxicos facilitándose las rutas de excreción 
extrahepáticas. Bajo condiciones normales, la pérdida de ABs en orina es mínima mientras 
que, en situaciones de colestasis la eliminación renal se convierte en una vía mayoritaria 
para la eliminación de estos compuestos. Recientemente se ha demostrado que la expresión 
de MRP4 a nivel de ARNm y de proteína aparece incrementada en colestasis (Gradhand 
et al., 2008), por lo que puede ejercer un papel importante en el eflujo de ABs hacia la 
sangre en esta situación. Otros miembros de la familia ABCC con localización también 
basolateral, MRP1 y MRP3 parecen estar implicados en la excreción de ABs a sangre, ya 
que su expresión, aumenta en colestasis (Donner y Keppler, 2001). Este hecho supone una 
respuesta adaptativa para reducir los efectos citotóxicos producidos por la acumulación de 
compuestos colefílicos, mediante su transporte de nuevo a la circulación sistémica y su 
posterior eliminación por vía renal (Tanaka et al., 2002). 

B. Placenta

A diferencia de lo que ocurre en el adulto, en el que el sistema hepatobiliar en 
colaboración con el sistema renal son los responsables de la biotransformación y eliminación 
de ABs, pigmentos biliares y compuestos xenobióticos, durante la vida intrauterina la 
principal ruta de eliminación de estos productos es la transferencia placentaria de los 
mismos hacia la sangre materna. Una vez en la sangre materna, el principal responsable de 
su detoxificación es el hígado materno aunque también hay una pequeña contribución del 
riñón que participa en la eliminación de las especies sulfatadas y glucuronidadas (Frohling 
y Stiehl, 1976). 

En esta función excretora de tipo hepatobiliar de la placenta, participan transportadores 
OATP y proteínas ABC (Figura I10), que en conjunto confieren al proceso de transferencia 
placentaria características de vectorialidad feto-maternas. 
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Estudios realizados en vesículas de membrana apical de trofoblasto humano y de 
rata (Bravo et al., 1995; Marin et al., 1995) revelan que la salida de los ABs hacia la sangre 
materna se lleva a cabo mediante un mecanismo dependiente de ATP, apuntando a la 
posible implicación de distintas proteínas ABC. Dentro de las proteínas ABC con capacidad 
para transportar ABs, MDR1 y algunas MRPs (MRP1, MRP2 y MRP3) son las candidatas 
más probables, ya que se han localizado en la cara apical del trofoblasto humano (St-Pierre 
et al., 2000), así como en la placenta de rata (Serrano et al., 2003). Un estudio reciente 
llevado a cabo en nuestro grupo de investigación indica que BCRP puede transportar ABs, 
por lo que juega un papel destacado en la eliminación de estos compuestos a través de 
la placenta (Blazquez et al., 2012), donde los niveles de expresión de BSEP, principal 
transportador de ABs a la bilis, son muy bajos. En placenta, la expresión de BCRP se ha 
detectado en la membrana apical del trofoblasto y en los vasos fetales (Ceckova et al., 
2006).

Además de su papel en el transporte de ABs a través de la placenta, varios miembros 
de la superfamilia de proteínas ABC podrían participar en los procesos de  eliminación de 
compuestos potencialmente tóxicos de este tejido. La localización de estos transportadores 
en la barrera placentaria (en la cara materna) es la óptima para proteger al feto de la entrada 
de xenobióticos o para facilitar su eliminación desde el compartimento fetal al materno (Marin 
et al., 2004). Varios miembros de las subfamilias ABCB, ABCC y ABCG, relacionados con 
el desarrollo de resistencia a determinados fármacos, se expresan en este tejido y parecen 
ser los mejores candidatos para realizar el transporte activo dependiente de ATP de una 
gran variedad de compuestos a nivel de la barrera placentaria (Young et al., 2003). En este 
sentido, recientemente se ha confirmado que la proteína BCRP puede transportar a través 
de la placenta gliburide, un fármaco administrado a pacientes diabéticas, reduciendo la 
exposición del feto a este fármaco (Gedeon et al., 2008).
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Figura I11.  Representación esquemática de transportadores de compuestos colefílicos en el trofoblasto. 

Figura I11.  Representación esquemática de transportadores de compuestos colefílicos en el trofoblasto.
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2.4.2.3. Papel de las proteínas ABC en los procesos de detoxificación del paracetamol

Como se mencionó en el apartado 2.3.2.2 los procesos de detoxificación del 
paracetamol implican su conjugación con ácido glucurónico, sulfato o GSH. Puesto que 
los procesos de detoxificación son iguales en roedores y en humanos, la mayoría se han 
estudiado en modelos animales. En ratas, la excreción de los metabolitos de paracetamol 
conjugados con GSH y ácido glucurónico se llevan a cabo fundamentalmente por vía biliar, 
mientras que los metabolitos conjugados con sulfato son transportados de vuelta al torrente 
sanguíneo para ser eliminados por vía renal (Gregus et al., 1988). Distintos estudios llevados 
a cabo tanto in vitro como in vivo indican que Mrp2, Mrp3, Mrp4 y Bcrp pueden transportar 
una amplia variedad de fármacos, incluyendo los metabolitos del paracetamol. En hígado 
sano, la excreción mayoritaria de los metabolitos sulfoconjugados y glucuroconjugados 
así como de las formas unidas a GSH está mediada por Mrp2, mientras que Bcrp sólo 
participa en el transporte de los metabolitos sulfoconjugados (Zamek-Gliszczynski et al., 
2005; Zamek-Gliszczynski et al., 2006b). En cuanto a la eliminación por vía renal, las 
proteínas Mrp3 y Mrp4, situadas en la membrana basolateral de los hepatocitos, son las 
responsables del transporte de los metabolitos conjugados con ácido glucurónico y sulfato 
a la sangre para su posterior eliminación  a través de la orina (Manautou et al., 2005; 
Zamek-Gliszczynski et al., 2006a) 

Tras el tratamiento con dosis tóxicas de paracetamol, se ha observado un aumento 
en los niveles de expresión de Mrp1, Mrp2, Mrp3, Mrp4 y Mdr1a/b en ratón (Aleksunes et 
al., 2007; Aleksunes et al., 2006; Aleksunes et al., 2005; Campion et al., 2008), y de Mrp2 
y Mdr1 en rata (Ghanem et al., 2004). En humanos, los niveles de ARNm de MRP1 y 
MRP4 se encuentran aumentados en el hígado después de la ingesta de dosis tóxicas de 
paracetamol. En estos pacientes también se ha observado un aumento en los niveles de 
proteína de MRP4, MPR5, BCRP y MDR1 (Barnes et al., 2007).

2.4.2.4. Papel de las proteínas ABC en quimiorresistencia

Los tumores hepáticos ocupan el sexto lugar en frecuencia de diagnóstico y son la 
tercera causa de muerte relacionada con cáncer (Ferlay et al., 2010). A pesar de la larga 
lista de fármacos que han sido utilizados en el tratamiento de estos tumores, la marcada 
refractariedad junto con la aparición de resistencia durante el tratamiento, suponen uno de 
los principales problemas a los que se enfrenta hoy en día la clínica a la hora de aplicar una 
terapia contra el cáncer.

La resistencia a la quimioterapia tiene un origen multifactorial en el que se engloban 
diferentes mecanismos (MOC del inglés “Mechanism Of Chemoresistance”) que han sido 
clasificado en cinco categorías  (Marin et al., 2010) dependiendo de que impliquen cambios 
en la expresión de genes que codifican proteínas transportadoras de sustancias tóxicas 
(proteínas de captación catalogadas como MOC-Ia, o bombas de eflujo que se engloban 
en el MOC-Ib), cambios en proteínas celulares implicadas en procesos de detoxificación 
(MOC-II), disminución de la expresión de proteínas diana y aumento de la expresión de 
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vías metabólicas alternativas (MOC-III), cambios en las moléculas que participan en la 
reparación del DNA (MOC-IV), cambios de expresión y/o presencia de mutaciones en genes 
proapoptóticos (MOC-Va) o antiapoptóticos (MOC-Vb) que determinan una alteración de 
las vías que controlan el balance apoptosis/supervivencia (MOC-V) (Figura I11). 

La sobreexpresión de proteínas transportadoras ABC (incluidas en el MOC-1b) en 
células tumorales es uno de los principales mecanismos responsables de la resistencia 
a múltiples fármacos o lo que se conoce como fenotipo MDR (Gillet et al., 2007), que se 
caracteriza porque las células tumorales desarrollan resistencia a un amplio espectro de 
fármacos, con diferente estructura y mecanismo de acción, y a los que nunca habían sido 
expuestas (Lage, 2003). De todas ellas, merecen especial atención por su implicación con 
la resistencia a la quimioterapia antitumoral las familias B, C y G. 

Como se mencionó en el apartado 2.4.2.1, MDR1 está implicada en el transporte de 
un gran número de fármacos antitumorales. Por ello, los cambios de expresión de MDR1 en 
HCC se han estudiado en profundidad, aunque aún existe controversia sobre su implicación 
en esta patología (Zollner et al., 2005). La primera evidencia del papel de MDR1 como 
mecanismo detoxificante se obtuvo en las líneas celulares Caco-2, HT29 y T84, derivadas 
de adenocarcinoma de colon humano, en las que la expresión de MDR1 se acompañaba 
de un incremento en la capacidad de eflujo de vinblastina (Hunter et al., 1993). Además, 
se ha propuesto que MDR1 es capaz de inhibir la apoptosis inducida en ciertos modelos in 
vitro (Smyth et al., 1998). En ratones “knockout” para Mdr1, la biodisponibilidad de muchos 
fármacos administrados por vía oral se encuentra marcadamente aumentada (Schinkel et 
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Figura I12.  Mecanismos responsables del desarrollo de quimiorresistencia a la terapia antitumoral en 
células tumorales. MOC, “Mechanism Of Chemoresistance”. 
Figura I12.  Mecanismos responsables del desarrollo de quimiorresistencia a la terapia antitumoral en 
células tumorales. MOC, “Mechanism Of Chemoresistance”.
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al., 1997). En humanos se ha propuesto una actividad similar para MDR1 (Drescher et al., 
2003).

En cuanto a BSEP, su papel en la resistencia a la quimioterapia en tumores hepáticos 
no está claro. Estudios llevados a cabo en células de mamífero transfectadas con Bsep de 
rata, se apreció un incrementó en la resistencia a vinblastina pero no a otros fármacos que 
forman parte del fenotipo MDR. Esta resistencia se revierte por agentes capaces de inhibir 
MDR1, como la ciclosporina A y el verapamilo, lo que sugiere un cierto solapamiento entre 
MDR1 y BSEP en algunas funciones (Childs et al., 1998). Aunque el HCC es una enfermedad 
poco frecuente en la infancia, el riesgo de desarrollo de estos tumores se incrementa en 
niños que presentan una deficiencia de BSEP, que causa colestasis intrahepática familiar 
progresiva de tipo 3 (PFIC-3) (Strautnieks et al., 1998).

Aunque la mayor parte de los miembros de la subfamilia ABCC participan en el 
transporte fármacos antitumorales (apartado 2.4.2.1), sólo algunos de ellos parecen estar 
implicados en el desarrollo de resistencia a la quimioterapia en HCC. Este es el caso de 
MRP2 cuya expresión se ha detectado en células de HCC en las que se ha relacionado con 
una menor acumulación distintos fármacos (Zollner et al., 2005). Parece que en algunos 
casos, la resistencia a la quimioterapia en HCC podría deberse al aumento de expresión 
de MDR1 y MRP2 (Minemura et al., 1999; Nies y Keppler, 2007). También la expresión de 
MRP3 se encuentra alterada en el HCC y, aunque generalmente se produce una reducción 
en sus niveles de expresión, existe una gran variabilidad interindividual (Zollner et al., 2005). 
MRP4 participa también en la resistencia del HCC a los agentes antitumorales, de hecho, 
su expresión se ha encontrado aumentada unas 10 veces en células de HCC resistentes al 
tratamiento con cisplatino (Wakamatsu et al., 2007).

La capacidad de BCRP de transportar ciertos fármacos antitumorales se ha 
demostrado mediante estudios llevados a cabo en células polarizadas derivadas de colon 
y estómago (Ross et al., 1999). Existen evidencias, al menos in vitro, que sugieren que el 
aumento de la expresión de BCRP y MDR1 podría jugar un papel clave en la resistencia 
antitumoral observada en HCC (Li et al., 2007). En líneas celulares derivadas de HCC en 
las que los niveles de expresión de BCRP son elevados, la inhibición de su actividad puede 
aumentar la sensibilidad al irinotecán (Takahata et al., 2008). Algunas de las mutaciones 
identificadas en el gen ABCG2 aparecen en células tumorales. Estas mutaciones pueden 
alterar la expresión, localización y actividad transportadora de la proteína, modificando 
el espectro de resistencia del tumor hacia los diferentes tratamientos utilizados en 
quimioterapia (Tamura et al., 2007). 

2.4.2.5. Regulación de la expresión de proteínas ABC 

La regulación de la expresión génica, requiere la participación de un gran número de 
proteínas, que operan uniéndose específicamente a secuencias diana del ADN y forman, 
junto con la ARN polimerasa II, el complejo de iniciación de la transcripción. 
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Numerosos estudios llevados a cabo en los últimos años han permitido caracterizar 
un gran número de proteínas de unión a ADN implicadas en la regulación de la expresión 
de distintas proteínas transportadoras, así como las secuencias de ADN con las que 
interactúan. Estos receptores nucleares o factores de transcripción juegan un papel 
determinante en la regulación de la expresión de estos transportadores en respuesta al 
tratamiento con distintos fármacos o a diferentes procesos patológicos.

A. Receptores nucleares

Los receptores nucleares son factores de trascripción que, por medio de su unión a 
un ligando, adquieren la capacidad de activar o inhibir la transcripción de genes. Llevan a 
cabo su acción mediante su unión en forma de monómeros, homodímeros o heterodímeros 
a zonas reguladoras específicas del gen diana, que reciben el nombre de elementos 
respuesta (Aranda y Pascual, 2001).

La unión de constituyentes de la bilis (como ABs o BR), de productos del metabolismo 
lipídico (como los oxiesteroles) o de xenobióticos (como fármacos) a receptores nucleares 
regula la expresión de los transportadores y enzimas implicadas en el metabolismo 
de estos compuestos en condiciones fisiológicas y fisiopatológicas, aumentándola o 
disminuyéndola, o en ocasiones potenciando o reduciendo la respuesta a otro factor de 
transcripción, (Karpen, 2002).

En la regulación de la expresión de los transportadores hepatobiliares participan 
distintos receptores nucleares como CAR (del inglés “Constitutive Androstane Receptor”) 
PXR (del inglés “Pregnane X Receptor”), PPAR (del inglés “Peroxisome Proliferator 
Activated Receptor”),  FXR y AhR (del inglés “Aryl hydrocarbon Receptor”). Todos estos 
receptores, a excepción del AhR actúan formando heterodímeros con RXR, (del inglés 
“Retinoid X Receptor”). 

CAR es un receptor nuclear implicado en los procesos de detoxificación de 
distintos xenobióticos. Una de sus características más destacadas es que se encuentra 
constitutivamente activo en ausencia de ligando, aunque su actividad puede modularse 
mediante la unión a distintos agonistas. Tras la unión a su ligando, CAR se transloca al 
núcleo donde heterodimeriza con RXRα. Este heterodímero regula la expresión génica 
mediante su unión al sitio de respuesta a pentobarbital (Handschin y Meyer, 2003; Masahiko 
y Honkakoski, 2000). El tratamiento con este ligando de CAR activa la expresión de Mrp2 
a Mrp6 en hígado de ratón y rata, mientras que en muestras hepáticas humanas este 
fármaco induce la expresión de BSEP, BCRP, MRP2, MRP3 y MDR1 (Jigorel et al., 2006; 
Olinga et al., 2008; Richert et al., 2009). 

Al igual que CAR, PXR heterodimeriza con RXRα para poder regular la expresión de 
distintas proteínas implicadas en rutas de detoxificación y en sistemas de transporte (Staudinger 
et al., 2001). En ratones tratados con ligandos de PXR se ha observado un aumento en los 
niveles de ARNm de Mrp3, Mdr1a y Mdr1b en hígado y Mrp2 en intestino delgado (Cheng y 
Klaassen, 2006; Maglich et al., 2002). En hepatocitos y células intestinales humanas, PXR 
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es capaz de inducir la expresión de MDR1 (Synold et al., 2001). Además, el tratamiento con 
rifampicina, un ligando típico de PXR, puede inducir la expresión de MRP2, MRP3, BCRP 
y MDR1 en hígado humano (Jigorel et al., 2006; Olinga et al., 2008; Richert et al., 2009). 

La actividad coordinada de CAR y PXR en la regulación génica parece jugar un 
papel clave en los mecanismos de protección hepática desencadenados durante distintas 
situaciones patológicas como la toxicidad inducida por la acumulación de ABs (Stedman et 
al., 2005; Uppal et al., 2005).

FXR se ha considerado tradicionalmente un receptor nuclear específico de ABs y se 
expresa principalmente en hígado, intestino, riñón y glándulas adrenales (Huber et al., 2002). 
Entre sus principales funciones se encuentra la regulación de la homeostasis de lípidos 
y glúcidos, aunque está involucrado en muchas otras funciones, como la regeneración 
hepática o la tumorigénesis (Modica et al., 2010). Para activar la transcripción de sus genes 
diana, FXR heterodimeriza con RXRα y, tras la activación por un agonista, se une a los 
elementos de respuesta localizados en los promotores de sus genes diana, entre los que 
se han descrito algunas proteínas de la familia ABC, como BSEP (Ananthanarayanan et al., 
2001) y MDR3 en humanos (Huang et al., 2003), o Mrp2 en rata (Kast et al., 2002). 

Los PPARs son un grupo de receptores nucleares implicados fundamentalmente en 
la regulación de los procesos de diferenciación celular y en el metabolismo glucídico y 
lipídico. Su nombre viene dado por su capacidad para aumentar el número y el tamaño de 
los peroxisomas celulares, una vez que se encuentran activos tras la unión a sus ligandos 
(Dreyer et al., 1992). Al igual que CAR y PXR, PPAR necesita heterodimerizar con RXRα 
para poder unirse a sus elementos de respuesta. Distintos ligandos de PPARα pueden 
modificar la expresión de proteínas ABC, este es el caso del clofibrato, que induce la 
expresión de Mdr1a, Bcrp, Mrp3 y Mrp4 en ratón (Maher et al., 2005; Moffit et al., 2006), 
o del ciprofibrato, que induce la expresión de Mdr1a, Mdr1b y Mdr2 a nivel de ARNm y 
proteína pero que reprime la expresión de Bsep en ratón (Kok et al., 2003).

El AhR en su forma inactiva se localiza en el citoplasma unido a distintas chaperonas 
inactivantes. En respuesta a la unión a sus ligandos, entre los que se encuentran distintos 
xenobióticos, la unión entre este receptor y las chaperonas se rompe, de forma que puede 
translocarse al núcleo, donde modula la expresión génica mediante su unión a elementos 
de respuesta a xenobióticos. Estudios llevados a cabo en ratones tratados con ligandos 
típicos de AhR indican que este receptor induce la sobreexpresión de distintos miembros de 
la familia ABCC (Maher et al., 2005). Mientras que en hepatocitos humanos, el tratamiento 
con un ligando típico de este receptor induce la expresión de MDR1, pero reprime la 
transcripción de BSEP (Jigorel et al., 2006).

B. Factores de transcripción 

Además de los receptores nucleares mencionados anteriormente, existen también 
otros factores de transcripción cuya participación es fundamental en la regulación de la 
expresión de las proteínas transportadoras de la superfamilia ABC. 
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Entre estos factores destaca Nrf2 (del inglés “Nf-E2 related factor 2”), que pertenece 
a la familia de factores de transcripción con dominios de cremallera de leucina y que se 
activa en situaciones de estrés oxidativo o electrofílico. 

En situaciones basales, Nrf2 se encuentra en el citoplasma unido a la proteína 
Keap1 (del inglés “Kelch-like ECH-Associated Protein 1”) (Itoh et al., 1999), que induce la 
ubiquitinación de Nrf2 y su posterior degradación proteasómica (Kobayashi et al., 2004). 
Este mecanismo de degradación es altamente eficiente, y hace que la vida media de esta 
proteína en condiciones basales no supere los 20 minutos (Itoh et al., 1999; McMahon et 
al., 2003). Sin embargo, en situaciones de estrés oxidativo o electrofílico, la unión entre Nrf2 
y Keap1 se rompe, permitiendo la translocación de Nrf2 al núcleo (Li y Kong, 2009) donde 
interacciona con proteínas Maf (del inglés “small muscular aponeurotic fibrosarcoma”) 
antes de unirse a los elementos de respuesta antioxidante (ARE) en el promotor de sus 
genes diana. La presencia de estos elementos de respuesta antioxidante se ha descrito 
en los promotores de varios genes de la superfamilia ABC como Abcc1-4 (Hayashi et al., 
2003; Maher et al., 2007; Vollrath et al., 2006). Estudios llevados a cabo con distintos 
activadores de Nrf2 indican que este factor de transcripción induce la expresión de Mrp2 
a Mrp6 en hígado de ratón (Maher et al., 2005; Maher et al., 2007), Mrp3, Mrp4 y Mdr1 
en hígado de rata (Cherrington et al., 2002; Merrell et al., 2008) y MDR1, MRP2, MRP3 y 
BCRP en hepatocitos humanos (Jigorel et al., 2006).

Además de Nrf2, los factores de transcripción pertenecientes a la familia HNF (del 
inglés “Hepatocyte Nuclear Factor”) juegan un papel fundamental en la regulación de la 
expresión de un gran número de genes ya que pueden actuar como reguladores de otros 
factores de transcripción y receptores nucleares.

Uno de estos factores es HNF1α, que se expresa en hígado, riñón, intestino delgado 
y estómago y que participa en la regulación del metabolismo de ácidos grasos, ABs y 
fármacos. El papel de este factor de transcripción en la regulación de la expresión de 
proteínas transportadoras se ha estudiado en ratones knock-out en los que se ha observado 
un aumento en los niveles de ARNm de Mrp4 en hígado,  Mrp3, Mrp4, Mdr1a, Mdr1b y 
Abcg5 en riñón y Mdr1 en duodeno (Maher et al., 2006). Parece que este incremento en 
la expresión de proteínas ABC en estos tejidos podría ser un mecanismo compensatorio 
frente a la alteración hepática presente en este modelo animal.

También HNF4α participa en la regulación de la expresión de distintas proteínas 
transportadoras como indican los estudios realizados utilizando ARN de interferencia 
(ARNsi) frente a este factor de transcripción. El silenciamiento de su expresión en 
hepatocitos humanos reduce los niveles de ARNm de BSEP, MDR1 y MRP2 (Kamiyama 
et al., 2007).

Por tanto, HNF1α como HNF4α juegan un papel destacado en la regulación del 
transporte hepático de ABs y distintos fármacos (Wortham et al., 2007).



O
bj

et
iv

os
In

tr
od

uc
ci

ón
M

at
er

ia
l y

 M
ét

od
os

R
es

ul
ta

do
s 

y 
D

is
cu

si
ón

C
on

cl
us

io
ne

s
B

ib
lio

gr
af

ía
En

gl
is

h 
Su

m
m

ar
y

Mª Ester González Sánchez

54

2.4.3. Activación de rutas de supervivencia celular

En las células existen distintas rutas de señalización que inducen la supervivencia 
y proliferación celular inhibiendo los mecanismos de muerte, especialmente la apoptosis. 
Estos mecanismos pueden ser activados por la exposición a distintos compuestos tóxicos. 
Entre las rutas de supervivencia más destacadas se incluyen: la ruta de la fosfatidil-inositol-
3-quinasa (PI3K), la ruta de la PKC y la ruta proteína quinasa activada por mitógenos 
(MAPK). Estas vías de señalización pueden operar independientemente, de forma paralela 
o a través de interconexiones.

Las rutas de las MAPK y de la PI3K pueden ser estimuladas por receptores acoplados 
a proteínas G y por receptores con actividad catalítica tirosina quinasa (RTK). Aunque son 
dos rutas distintas, pueden interaccionar a nivel de Ras (Vivanco y Sawyers, 2002). La ruta 
de la serina/treonina quinasa, PKC, también puede ser activada por receptores acoplados 
a proteínas G.

Aunque en mamíferos existen distintos grupos de MAPK, las más estudiadas hasta 
el momento son las quinasas regulada por señales extracelulares, que constituyen la ruta 
de supervivencia denominada  ERK1/2. Esta ruta  puede promover la supervivencia celular 
reduciendo los niveles de expresión de distintos genes proapoptóticos y estimulando la 
expresión de proteínas antiapoptóticas, bien de forma directa o mediante la regulación de 
la actividad de factores de transcripción implicados en la modulación de distintos genes 
implicados en los procesos de apoptosis (Lu y Xu, 2006).

La ruta de la PI3K es activada por factores de supervivencia, que a su vez, activan 
la serina/treonina quinasa Akt. La PI3K cataliza la fosforilación de fosfatidilinositoles, 
produciéndose fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), el segundo mensajero de esta 
ruta. La proteína PTEN desfosforila PIP3 y actúa por tanto como regulador de esta ruta de 
señalización (Miller et al., 2002).La función de los fosfolípidos como mensajeros consiste en 
permitir el anclaje de proteínas quinasas a la membrana plasmática, con el fin de que éstas 
puedan interaccionar con sus sustratos y fosforilarlos. Así, PIP3 va a reclutar a la membrana 
plasmática a 3 serina/ treonina quinasas citosólicas: PDK1, PDK2 y Akt. Las dos primeras 
son quinasas dependientes de PIP3 que van a fosforilar, ya en la membrana plasmática, a 
Akt, también denominada proteína quinasa B (PKB). Akt se encuentra en principio como 
trímero inactivo pero, una vez fosforilada, forma un complejo activo independiente de 
fosfolípidos que puede disociarse de la membrana plasmática y viajar al citosol, al núcleo, 
o a otros orgánulos para fosforilar proteínas (Coffer et al., 1998).

Entre las dianas de Akt se encuentran distintas proteínas proapoptóticas, factores de 
transcripción у proteínas quinasas. Así, Akt puede fosforilar directamente a las proteínas 
proapoptóticas, BAD (proteína de la familia Bcl-2) y la caspasa-9, inhibiendo su actividad 
proapoptótica, y promoviendo por tanto la supervivencia celular. Además, existen factores 
de transcripción que pueden ser activados o inhibidos tras la fosforilación por Akt. Así, esta 
serina/treonina quinasa puede activar los factores de transcripción NF-kB, HIF-lα y CREB, 
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que estimulan la transcripción de genes anti-apoptóticos. Por el contrario, Akt también 
puede inactivar los factores de transcripción FOXO y p53, reduciendo así la expresión de 
genes pro-apoptóticos. También la glicógeno sintasa quinasa 3 (GSK3) es diana de Akt. La 
inhibición GSK3 mediada por Akt protege a las células de la apoptosis, pero el mecanismo 
exacto no se conoce. 

La serina/treonina quinasa intracelular mTOR también que puede ser activada por 
Akt. Esta proteína participa en la regulación de destacadas rutas de señalización y está 
implicada en la organización del citoesqueleto de actina, la degradación de proteínas, el 
crecimiento y la progresión del ciclo celular. La activación de la ruta Akt puede promover 
la supervivencia y la proliferación celular mediante la activación de distintos procesos 
metabólicos como la glucólisis aeróbica, la captación de nutrientes y el metabolismo 
energético a través de la activación de mTOR (Manning y Cantley, 2007). Además, la 
activación de mTOR también induce mecanismos antiapoptóticos y de supervivencia (Hay 
y Sonenberg, 2004).
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3.1. MATERIAL

3.1.1. Material Biológico

Muestras humanas

	 El ADN genómico se obtuvo a partir de muestras de raspado bucal de distintos pacientes 
de etnia Inuit que fueron cedidas por el Dr. Nikolaj Nytofte, del Hospital Dronning Ingrids 
de Groenlandia (Dinamarca). Las muestras utilizadas en este estudio se obtuvieron con 
el consentimiento informado y por escrito de todos los pacientes, de acuerdo con las 
normas establecidas por el Comité de Bioética del Hospital Dronning Ingrids, siguiendo 
los acuerdos de la Declaración de Helsinki de 1975. En todos los casos se garantizó la 
confidencialidad en el tratamiento de los datos derivados del estudio, de acuerdo con 
la normativa basada en la Ley 15/99 (R.D. 994/99).

Animales

	 Se utilizaron ratas hembras gestantes de la raza Wistar procedentes del Servicio de 
Experimentación Animal de la Universidad de Salamanca. Los animales tenían libre 
acceso tanto al agua como al pienso granulado comercial (Panlab, Madrid) y se 
mantuvieron en habitaciones con temperatura y humedad controladas, dotadas de un 
sistema de iluminación regulable que establecía un ciclo de luz/oscuridad (12 h/12 h) 
constante.

	 Para la obtención de oocitos, se utilizaron ranas hembras Xenopus laevis (Regine Olig, 
Hamburgo, Alemania) preparadas para la producción espontánea de oocitos. Las ranas 
se mantuvieron en tanques con agua cuya calidad (pH, dureza, contenido en nitratos, 
nitritos y cloro) se controlaba periódicamente y se alimentaron con pienso Xenopus 
XE40 (Mucedola, Milán, Italia) e hígado de rata. 

En todo momento los animales fueron tratados según las especificaciones de la 
“Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio” (“Institutional Animal Care and Use 
Committee Guidebook”, 2ª edición, 2002). Los protocolos experimentales fueron aprobados 
por el comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.

Líneas celulares

En este trabajo se utilizaron las siguientes líneas celulares:

	 La línea celular Hepa 1-6 (HB-8065), de hepatoma de ratón, las líneas celulares 
humanas Caco-2 (HTB-37) y LS 174T (CL-188), de adenocarcinoma de colon, HepG2 
(HB-8065), de hepatoblastoma, JAr (HTB-144) y Jeg-3 (HTB-36), de coriocarcinoma, 
SK-Hep-1 (HTB-52), de carcinoma hepatocelular y la línea celular inmortalizada humana 
HK-2 (CRL-2190), epitelial del túbulo proximal del riñón. Todas ellas se obtuvieron de la 
“American Type Culture Collection” (ATCC; LGC Standards, Barcelona). 
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	 Las líneas celulares humanas Alexander o PLC/PRF/5 (85061113), de hepatoma,  
y BeWo (86082803), de coriocarcinoma, fueron proporcionadas por la “European 
Collection of Cell Cultures” (ECACC; Health Protection Agency, Salisbury, Reino Unido). 

	 La línea celular humana HuH-7, de carcinoma hepatocelular, fue amablemente cedida 
por el Dr. Pedro Majano, de la Unidad de Biología Molecular del Hospital Universitario 
de La Princesa (Madrid).

Las sublíneas celulares Hepa 1-6 Rho- y SK-Hep-1 Rho0, desprovistas parcial y 
totalmente de ADN mitocondrial, respectivamente, fueron obtenidas previamente por 
nuestro grupo de investigación (Gonzalez-Loyola, 2009; Revuelta, 2010). 

Bacterias

	Se utilizó la cepa DH5α de Escherichia coli proporcionada por el Departamento de 
Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de Salamanca.

	Las bacterias E. coli “One Shot Mach1 T1” y “One Shot ccdB Survival T1” competentes, 
de elevada eficacia de transformación se compraron a Life Technologies (Madrid).

3.1.2. Productos

Los productos utilizados en este trabajo se obtuvieron de las siguientes casas 
comerciales:

	 Abbot Laboratorios (Madrid): isofluorano (Forane®), pentobarbital sódico (Nembutal 
N.R.).

	 Abcam (Cambridge, Reino Unido): anticuerpos primarios frente a BCRP BXP-21 
(ab3380), MRP4 (ab15602) y Oct1 (ab66132).

	 Air Liquide (Valladolid): CO2 y N2.

	 Alexis Biochemicals (Lausana, Suiza): anticuerpo primario frente a MRP1 (ALX 801-007).

	 Amershan Pharmacia Biotech (Friburgo, Alemania): anticuerpo secundario frente a 
rata marcado con peroxidasa.

	 AppliChem (Madrid): ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfónico (Hepes), ácido 
morfolino propansulfónico (MOPS), agar, extracto de levaduras, formamida, leche 
descremada liofilizada y triptona.

	 BD Biosciences (Madrid): fluido envolvente FACSFlow  para citometría de flujo.

	 B. Braun (Melsungen, Alemania): sutura de seda.

	 Biomers.net (Donau, Alemania): algunos cebadores o “primers”.
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	 Bio-Rad (Madrid): acrilamida, marcadores de peso molecular de proteínas (“High 
range”, “Low range” y “Kaleidoscope”), tampón Tris 0,5 M pH 6,8, tampón Tris 1,5 M pH 
8,8, membranas de nitrocelulosa, persulfato de amonio, TEMED y rojo ponceau.

	 Cell Signaling: anticuerpos primarios frente a Akt (9272), fosfo-Akt (Ser473) (9271), 
p44/42 MAPK (Erk1/2) (9102), fosfo-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (4370) y 
fosfo-mTOR (Ser2448) (2971).

	 Dako (Barcelona): medio de montaje para fluorescencia “Fluorescent Mounting 
Medium”.

	 Fermentas (Quimiganel, Madrid): T4 polinucleótido quinasa.

	 Frontier Scientific (Newark, NJ, EE.UU.): hidrocloruro de biliverdina (BV). 

	 GE Healthcare (Barcelona): ácido [14C]-glicocólico, [14C]-GCA, (actividad específica 56 
mCi/mmol), algunas enzimas de restricción, “illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit”, 
“GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit”, “PlasmidPrep Mini Spin Kit” y reactivos 
de detección ECL (“Enhanced ChemioLuminiscence”) que incluyen los anticuerpos 
secundarios marcados con peroxidasa y los reactivos de detección 1 y 2.

	 Isogen (De Meern, Holanda): algunos cebadores o “primers”. 

	 Life Technologies (Madrid): acetato de amonio, anticuerpo secundario fluorescente anti-
IgG de ratón marcado con Alexa® 488, BODIPY® FL-prazosina, calceina acetoximetil 
ester (calceina-AM), 4,6-diamidino-2-fenilindol (Dapi), “Enhanced AMV RT-PCR Kit”, 
enzima Accuprime® Pfx ADN polimerasa, marcadores de peso molecular de ADN (25, 
100 y 500 pb y 1 kb plus) y de ARN (0,24-9,5 kb y 0,5-10 kb),  Kit de ARN ribosómico 
18S Taqman, “LipofectamineTM LTX Reagent” y “PlusTM Reagent”, kit para transcripción 
in vitro “mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra”, medios de cultivo Opti-MEM, DMEM F-12 
con glutamax y F-12K, mezclas enzimáticas “Gateway BP Clonase II”, “Gateway LR 
Clonase II”, los plásmidos pUC19, pcDNAGW47Cat y pcDNA3.1/Hygro(+), proteinasa 
K y los vectores pDONR207 y pcDNA6.2/V5-DEST para clonación Gateway, líquido 
estabilizador “RNAlater”, suero bovino fetal (FBS), “SuperScript® VILO™ cDNA 
Synthesis Kit”, SYBR Green I (“SYBR Safe”), “SYBR Green I PCR Master Mix” y 
“Taqman® Universal PCR Master Mix”.  

	 Lifespan Biosciences (Seattle, WA, EE.UU.): anticuerpo primario frente a MDR1 (LS 
B1448).

	 Lonza (Basilea, Suiza): marcador de peso molecular de proteínas “ProSieveTM 
QuadColor™ protein marker”.

	 Merck (Barcelona): acetato sódico anhidro, β-mercaptoetanol, etanol, formaldehído 
37%, isopropanol, tartrato disódico y tris HCl.
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	 Menarini Diagnostics (Barcelona): portaobjetos Optiplus.

	 MP Biomedicals LLC (Santa Ana, CA, EE.UU.): líquido de centelleo UniverSolTM ES.

	 Panreac (Barcelona): dicromato potásico.

	 Packard Bioscience (Groningen, Holanda): soluene.

	 Parke-Davis (Barcelona): anestésico con ketamina (Ketolar).

	 Promega Corporation (Madison, WI, EE.UU.): algunas enzimas de restricción y T4 
ADN ligasa.

	 Pronadisa (Hispalab, S.A., Madrid): agarosa normal, agarosa de alta resolución MS-8 
y agarosa de bajo punto de fusión.

	 Quiagen (Izasa, Barcelona): Kit para la extracción de ADN genómico “QIAamp DNA 
Blood Mini kit”.

	 Roche (Barcelona): algunas enzimas de restricción, proteinasa K y tripsina de páncreas 
porcino. 

	 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE.UU.): anticuerpos primarios frente 
GAPDH 6C5 (sc-32233), KEAP1 (sc-33569), Na+/K+ ATPasa H-300 (sc28800), NRF2 
C-20 (sc-722), SHP H-16 (SC-30169), Survivina (sc-17779) y anticuerpo secundario 
frente a conejo marcado con peroxidasa.

	 Sigma-Aldrich (Madrid): acetaminofeno (paracetamol), albúmina sérica bovina (fracción 
V), sal sódica de los ácidos desoxicólico (ADC), glicoursodesoxicólico (AGUDC) 
glicoquenodesoxicólico (AGQDC) y taurocólico (TC), azul de bromofenol, azul de 
Tripán, ácido etilendiamino tetraacético (AEDT), ampicilina, bromuro de etidio, cis-
diaminodicloroplatino II (cisplatino), ditiotreitol (DTT), cóctel de inhibidores de proteasas 
(4-(2-aminoetil), bencenosulfonilfluoruro 104 mM, pepstatina A 1,5 mM, E-64 1,64 mM, 
bestatina 4 mM, leupeptina 2 mM y aprotinina 80 µM), colagenasa, 2′,7′-diclorofluoresceina 
diacetato, dietilpirocarbonato (DEPC), dimetilsulfóxido (DMSO), dodecil sulfato sódico 
(SDS), doxorrubicina, D-glucosa, 7-etil-10-hidroxicamptotecina (SN-38), Igepal CA-
630, Factor de Crecimiento Epitelial (Epidermal Growth Factor, EGF), fumitremorgina 
C (FTC), fluoruro sódico (NaF), ioduro de propidio (IP),  medios de cultivo, “Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium” (DMEM), “Minimum Essential Medium Eagle” (MEM) y “RPMI 
1640” mezcla de antibióticos y antimicótico (penicilina, estreptomicina y anfotericina 
B), ortovanadato sódico, probenecid, piruvato sódico, “Ribo-Green RNA-Quantitation 
Kit”, rodamina 123, rojo neutro, sal de tetrazolio “Thiazolyl Blue TetrazoliumBromide” 
(MTT), sulfato de gentamicina, tertbutilhidroquinona (TBHQ), trizma base, uridina y 
verapamilo.

	 Sigma-Genosys (Cambridge, Reino Unido): algunos cebadores o “primers”. 
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	 Stressgen Bioreagents (Victoria, Canadá): anticuerpo primario frente a BVR (OSA-
400).

	 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EE.UU.): Marcador de peso molecular de 
proteínas “PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder”.

	 VWR Internacional (Barcelona): ácido acético, ácido clorhídrico, ácido sulfúrico, agua 
oxigenada al 30%, bicarbonato sódico, carbonato sódico, cloruro cálcico, cloruro 
magnésico, cloruro potásico, cloruro sódico, dihidrógeno fosfato potásico, etanol 
absoluto, fosfato disódico, glicerol, hidróxido sódico, indicador universal de pH, medio 
de montaje Entellan®, metanol, reactivo de Folin Ciocalteu, sulfato de magnesio y 
Tween® 20. 

	 Waters (Madrid): Cartuchos Sep-Pak Plus C18.

	 Whatman (Madrid): hisopos “Omni Swabs” para la toma de muestras de raspado de la 
mucosa oral y papel Whatman para la detección de proteínas mediante Western blot.

El Tosilato de Sorafenib fue cedido amablemente por el Servicio de Farmacia 
Hospitalaria del Hospital Universitario de Salamanca.

Todos los demás reactivos utilizados fueron del grado requerido para cada caso.

3.1.3. Medios instrumentales

	 Las pesadas se realizaron en balanzas electrónicas digitales Precisa 125A y Sartorious 
BL 150S (Grupo Taper, Madrid). 

	 Para la determinación de pH se utilizó un electrodo de marca Crison micro pH 2002 
(Crison Instruments, Barcelona). 

	 El agua destilada y el agua ultrapura se obtuvieron con equipos de purificación de agua 
por ósmosis inversa Milli-Ro 10 Plus y Milli-Q (Millipore Ibérica, Madrid).

	 Las centrifugaciones se realizaron en centrífugas refrigeradas 5417R y 5810R marca 
Eppendorf (Hucoa-Erlöss, Madrid), Megafugue-1.0 R (Heraeus Sepatech, Hanau, 
Alemania) y L8-M Ultracentrifuge, rotor 70.1 Ti (Beckman, Brea, CA, EE.UU.). También 
se utilizó una picofuga Stratagene (VWR International Eurolab, Barcelona).

	 Para las medidas espectrofotométricas se emplearon los espectrofotómetros Hitachi 
U-2000 (Grupo Taper, Madrid) y “Nanodrop 1000” (Thermo Fisher Scientific) y un lector 
de placas ELISA modelo ELx808 Absorbance Microplate Reader (BioTek, Winooski, 
VT EE.UU.). Para la cuantificación fluorimétrica se utilizó un fluorímetro Hitachi F-4010 
(Grupo Taper) y cubetas de cuarzo de la marca Hellma (DueroLab, Salamanca). 

	 Las filtraciones a vacío se realizaron con una bomba Millipore modelo XX5522050 
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(Millipore Ibérica). Para la esterilización de sólidos y líquidos se empleó un autoclave 
modelo Tuttnaver 2340 M (Grupo Taper). 

	 Para la PCR analítica y para la transcripción reversa (RT) se utilizó un termociclador 
Mastercycler Pro marca Eppendorf (Hamburgo, Alemania). Los ensayos de PCR 
cuantitativa a tiempo real en tubos de 0,2 ml se realizaron en un aparato ABI 
PRISM® 7300 Sequence Detection System, de Applied Biosystems. Para las tarjetas 
microfluídicas se utilizó el modelo ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System 
de la misma compañía. El sistema se controló desde un ordenador Intel Core 2 (modelo 
DELL OPTIPLEX 755) utilizando el software DataAssist versión 2.0.

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

	 La secuenciación de los fragmentos de ADN se realizó en el Servicio de Secuenciación 
de la Universidad de Salamanca.

	 Para la evaporación de pequeños volúmenes de solventes, se utilizó un “speed-
vacuum” marca Savant modelo SPD121P, acoplado a una bomba de vacío modelo 
UVS400A (Hucoa-Erlöss).

	 Las homogeneizaciones se realizaron con un homogeneizador Polytron Typ PT 10/35 
Kinemática GMBH (Lucerna, Suiza) o un sonicador tipo baño Ultrasonic Cleaner 400 
W, 30 kHz (Fungilab S.A., Barcelona).

	 La electroforesis de proteínas se llevó a cabo en un sistema de electroforesis modelo 
Mini-Protean II Cell con fuente de alimentación modelo PowerPac 300. La transferencia 
electroforética a membranas de nitrocelulosa se realizó en un sistema Trans-Blot Cell 
II utilizando para ello la misma fuente de alimentación, todo procedente de la casa 
comercial Bio-Rad.

	 El manejo de células se realizó en una campana de flujo laminar vertical modelo Telstar 
AV 30/70 (Telstar Industrial,Barcelona). Las células se mantenían a 37ºC en una 
estufa en ambiente de CO2 modelo Hepa Class 100 (Thermo Fisher Scientific), y se 
observaban a través de un microscopio Nikon Eclipse TE 2000-S (Nikon, DueroLab). 
Los viales de almacenamiento de las distintas líneas celulares se conservaban en un 
contenedor de N2 líquido.

	 Las incubaciones se llevaron a cabo en un baño termostatizado LAUDA Ecoline 
Staredition RE 106 (Hucoa-Erlöss).

	 Se utilizaron placas de cultivo y frascos Roux de cuello inclinado de la marca TPP 
(Biotech S.L., Madrid) en el cultivo de las líneas celulares. La esterilización de las 
soluciones se hizo mediante filtros Sterivex de 0,2 µm (Millipore Ibérica).
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	 Para visualizar la fluorescencia se utilizó un microscopio Nikon Eclipse TE 2000-S o un 
microscopio confocal modelo TCS SP2 (Leica, Barcelona), perteneciente al Centro de 
Investigación del Cáncer (Salamanca).

	 Para el crecimiento de bacterias se utilizó una estufa termostatizada a 37ºC modelo 
S-20 (Selecta, Barcelona).

	 Los oocitos se incubaron en una estufa Selecta (Pacisa). La selección de los oocitos se 
realizó con la ayuda de una lupa ZOOM 2000 (Leica, Búfalo, EE.UU.) y una fuente de 
luz fría KL750 (Schott, Wiesbaden, Alemania). Para la microinyección de los oocitos de 
Xenopus laevis se utilizó un equipo Nanoliter 2000 (WPI, Hertfordshire, Reino Unido).

	 La radiactividad del isótopo 14C se midió en un contador de centelleo líquido Beckman 
LS-6500 (Beckman Instruments, Madrid).

	 También se utilizó un sistema cromatográfico acoplado a un detector de masas, HPLC-
MS/MS, de la casa Agilent Technologies (Santa Clara, EE.UU.). Este sistema se 
compone de un equipo de HPLC serie 1200 formado por: una bomba cuaternaria con 
desgasificador de vacío (modelo G12354A); un inyector de 20 µl de capacidad (modelo 
G1328B); un detector ultravioleta/visible (modelo G1314B) de longitud de onda variable 
y programable y una columna de fase reversa Zorbax C18 column 30 mm x 2,1 mm, 3,5 
µm de tamaño de poro termostatizada a 35ºC (Agilent Technologies). El Detector de 
Masas Triple Cuadrupolo (modelo G6410A) está acoplado a una fuente de ionización 
a presión atmosférica (API) serie 6000 (modelo G1948B). Todo el sistema se controló 
desde un ordenador Pentium IV (modelo HP LP2065) utilizando el software Q-TOF, 
QQQ, TOF (Agilent Technologies) que permite tanto el control del HPLC como del 
detector de masas. 

	 Para las medidas por citometría de flujo se utilizó un modelo FACScalibur™ de la casa 
BD Biosciences (New Jersey, EE.UU.). Este equipo permite la detección simultánea de 
cuatro fluorocromos gracias un sistema de doble láser (488 nm y 635 nm). El citómetro 
se manejó desde un ordenador Macintosh (FACStation OSX5.2) utilizando el software 
CELL Quest V 3.1.

	 Para la visualización de la fluorescencia de los geles de ácidos nucleicos y para la 
toma de medidas de quimioluminiscencia se utilizó un equipo de análisis de imagen 
LAS-4000 (TDI, Madrid). La captura de imágenes se llevó a cabo con una cámara 
refrigerada del equipo, sin filtros y con una apertura del diafragma del objetivo de f0,8. 
Las imágenes se analizaron con el programa informático MultiGauge v3.0. 

	 Las muestras se conservaron en un congelador -80ºC marca Revco (Pacisa).

	 Además se contó con pequeño equipamiento como agitadores magnéticos calefactores 
Selecta (DueroLab), agitadores Vortex de Ika Works (Wilmington, EE.UU.) y micropipetas 
Wilson (Prosisa, Salamanca).
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3.1.4. Soluciones comunes utilizadas

	 Solución salina: La solución salina se preparaba disolviendo NaCl en agua destilada 
hasta conseguir una concentración final de 150 mM.

	 Pentobarbital: El pentobarbital sódico se disolvía en solución salina (5mg/ml)

	 Tampón MOPS 10x: MOPS 0,2 M, acetato sódico anhidro 80 mM, AEDT 10 mM, pH 
7,0. 

	 Tampón TAE: Trizma base 40 mM, ácido acético glacial 20 mM, AEDT 1 mM, pH 8.

	 Tampón TE 1x: Tris 10 mM, AEDT 1 mM, pH 8,0.

	 Tampón fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM, KCl 3 mM, Na2HPO4 0,5 mM, KH2PO4 
1,5 mM, pH 7,4.

3.2.  MÉTODOS

3.2.1. Análisis genético de muestras humanas

3.2.1.1. Obtención de muestras por raspado bucal 

Las muestras de los distintos pacientes se obtuvieron utilizando “Omni Swabs”, 
hisopos estériles diseñados específicamente para la recogida de células epiteliales bucales. 
Las muestras se obtuvieron al menos 30 min después de haber ingerido cualquier alimento 
o bebida, raspando la parte interna de la mejilla 5 ó 6 veces durante aproximadamente 
10 seg. Una vez finalizado el raspado, los hisopos se conservaron a -20ºC hasta su 
procesamiento.

3.2.1.2. Extracción y purificación del ADN  

Para la purificación del ADN a partir de los raspados bucales de los distintos pacientes, 
las muestras se procesaron siguiendo las indicaciones del ensayo comercial “QIAmp Mini 
(Spin Protocol)”. El ADN se eluyó en H2O libre de nucleasas  y se procedió a su valoración 
utilizando el “Nanodrop 1000”. Después de la valoración las muestras se almacenaron a 
-20ºC hasta su utilización en los estudios de discriminación alélica mediante PCR (apartado 
3.2.4.2.).

3.2.2. Experimentos in vivo en ratas gestantes 

Todos los estudios se llevaron a cabo en ratas gestantes a término que se incluyeron 
en los siguientes bloques experimentales:

Bloque 1: Tratamiento con dosis subtóxicas de paracetamol

En este bloque que se incluyeron los siguientes grupos experimentales:
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	 Grupo Control: a estos animales se les administró por vía intraperitoneal la cantidad 
correspondiente del vehículo utilizado para disolver el paracetamol, que en este caso 
fue una disolución compuesta por solución salina y polietilenglicol 55-45% (v/v).

	 Grupo Paracetamol: las ratas gestantes fueron tratadas con una dosis diaria de 0,4g/
kg de paracetamol, que se administró por vía intraperitoneal los 3 días anteriores al 
parto.

En el día 21 de gestación, tras anestesiar a las ratas con pentobarbital sódico 
administrado intraperitonealmente a la dosis de 50 mg/kg de peso corporal, se les realizó 
una incisión abdominal y se procedió a la obtención de muestras de distintos tejidos 
maternos y fetales. Estos tejidos se recogieron en “RNAlater” para su posterior análisis 
por PCR cuantitativa a tiempo real (RT-QPCR) o bien se congelaron inmediatamente en N2 
líquido para su análisis por Western blot. Todas las muestras de tejidos se almacenaron a 
-80ºC hasta el momento de su utilización.

Bloque 2: Tratamiento con dosis subtóxicas de paracetamol más colestasis 
obstructiva. 

La colestasis obstructiva se indujo mediante ligadura del conducto biliar mediante el 
siguiente procedimiento quirúrgico: tras anestesiar el animal con isofluorano, se efectuó 
un afeitado del campo operatorio, desinfectándolo con tintura de yodo y se practicó una 
laparotomía ventral media de 4-5 cm desde el cartílago xifoides. Tras separar el conducto 
biliar común, se realizó una ligadura doble por encima de la desembocadura de los 
conductos pancreáticos y se cortó el conducto entre las dos ligaduras. A continuación, se 
cerró la cavidad abdominal por planos, con sutura continua en el peritoneo y músculo y 
con puntos individuales en “U” en el caso del plano cutáneo. La región abdominal se trató 
exteriormente con un aerosol de violeta de genciana para evitar posibles infecciones. Los 
animales se dejaban recuperar de la anestesia bajo una lámpara calefactora. 

En este bloque que se incluyeron los siguientes grupos experimentales:

	 Grupo Sham (Sh): a estos animales en el día 19 de gestación se les provocó estrés 
quirúrgico mediante manipulación del conducto biliar sin obstruirlo y se les administró 
el vehículo utilizado para disolver el paracetamol los tres días anteriores al parto.

	 Grupo Sham más tratamiento con paracetamol: a estos animales en el día 19 
de gestación se les provocó estrés quirúrgico mediante manipulación del conducto 
biliar sin obstruirlo y se les administró por vía intraperitoneal una dosis de 0,4g/kg de 
paracetamol los tres días anteriores al parto.

	 Grupo Colestasis (CM): a estos animales en el día 19 de gestación se les impuso 
colestasis obstructiva mediante el procedimiento quirúrgico descrito anteriormente y se 
les administró el vehículo utilizado para disolver el paracetamol los tres días anteriores 
al parto.
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	 Grupo Colestasis más tratamiento con paracetamol: a estos animales en el día 19 
de gestación se les impuso colestasis obstructiva quirúrgica, y se les administró por vía 
intraperitoneal una dosis de 0,4g/kg de paracetamol los tres días anteriores al parto.

Los animales pertenecientes a los grupos Sham y Colestasis recibieron, vía 
intraperitoneal, durante el mismo periodo de tiempo, la cantidad correspondiente del 
vehículo utilizado para disolver el paracetamol, y que en este caso fue una disolución 
compuesta por solución salina y polietilenglicol 60-40% (v/v). 

Además, para algunos experimentos, en todos los grupos experimentales se llevó a 
cabo un marcaje del “pool” total de ácidos biliares siguiendo el protocolo que se detalla a 
continuación: se administró a las ratas gestantes una dosis de 22 µCi de [14C]-GCA por vía 
intraperitoneal el día 20 de gestación. El día 21 de gestación, tras anestesiar a las ratas con 
pentobarbital sódico se les realizó una incisión abdominal y se extrajo sangre de la madre 
por punción de la vena cava. Posteriormente se procedió a la obtención de muestras de 
distintos tejidos maternos y fetales que se congelaron inmediatamente por inmersión en 
N2 líquido. En todos los casos se obtuvo sangre fetal por sección de la vena yugular que, 
al igual que las muestras de sangre materna, se utilizaron para determinar los niveles de 
ácidos biliares en suero.

Para determinar la radiactividad en los homogenados de los distintos tejidos, las 
muestras se trataron sucesivamente con soluene-350 (1:1) para digerir el tejido, durante 
12 h, H2O2 al 30% (1:1), al menos 24 h, e isopropanol (1:1) durante 24 h. Tras añadir 12 ml 
de líquido de centelleo y dejar estabilizar, se determinaron los niveles de  [14C]-GCA en las 
distintas muestras analizadas.

3.2.3. Cultivos celulares 

3.2.3.1. Medios y procedimiento de cultivo

Los medios de cultivo estériles utilizados fueron los siguientes:

MEM suplementado con 110 mg/l de piruvato sódico y 2,2 g/l de bicarbonato sódico 
para las líneas celulares Alexander, Caco-2, HepG2, Jeg-3, LS 174T, SK-Hep-1 y SK-Hep-1 
Rho0.

F-12K suplementado con 2 mM de L-glutamina y 26,2 mM de bicarbonato sódico 
para la línea celular BeWo.

DMEM suplementado con 3,5 g/l de glucosa, 293 mg/l de L-glutamina, 2,2 g/l de 
bicarbonato sódico, 2,38 g/l de Hepes y 110 mg/l de piruvato sódico para las líneas celulares 
Hepa 1-6, Hepa 1-6 Rho- y  HuH-7.

RPMI 1640 suplementado con 293 mg/l de L-glutamina, 2,2 g/l de bicarbonato sódico, 
4,5 g/l de glucosa, 2,38 g/l de Hepes y 110 mg/l de piruvato sódico para las líneas celulares 
HK-2 y JAr.
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Los medios de cultivo de las células Hepa 1-6 Rho- y SK-Hep-1 Rho0 se suplementaron 
con 100 μg/ml de piruvato sódico y 50 μg/ml de uridina.

Para el mantenimiento del fenotipo Rho-, las células Hepa 1-6 se cultivaban en 
presencia de 100 ng/ml de bromuro de etidio.

Todos los medios se suplementaron con un 10% de FBS. Para el cultivo de todas las 
líneas celulares excepto HK-2, SK-Hep-1 y SK-Hep-1 Rho0 se utilizó FBS inactivado. La 
inactivación del FBS se realizó a 56ºC durante 30 min. A todos los medios de cultivo se les 
añadió un 1% de una mezcla de antibióticos y antimicótico que contenía penicilina (100 U/
ml), estreptomicina (0,1 mg/ml) y amfotericina B (0,25 μg/ml).

Tanto al recibir las células como al recuperarlas del N2 líquido en el que se 
almacenaban, los criotubos se descongelaron en condiciones de esterilidad en baño maría 
a 37ºC. Una vez descongeladas, se centrifugaron a 250 xg durante 10 min. El precipitado 
se resuspendió en el medio de cultivo correspondiente y se pasó a frascos Roux donde se 
incubaron en la estufa a 37ºC, en atmósfera del 5% de CO2 en aire y humedad relativa del 
80%.

El crecimiento de las células se produjo tras la adhesión a la superficie de la placa. 
Una vez que el cultivo alcanzaba la confluencia, las células se desprendían con una 
solución de 0,25% de tripsina y 20 mM de AEDT en PBS. Seguidamente, las células se 
centrifugaban a 300 xg durante 5 min para precipitarlas, se resuspendían en el medio 
de cultivo correspondiente y se contaban en una cámara Thoma. Durante el contaje se 
utilizaba una solución de azul de Tripán al 0,4% en PBS para determinar el número de 
células vivas. A continuación, se sembraban en placas para realizar los distintos tipos de 
experimentos o bien se congelaban alícuotas para su almacenamiento. 

3.2.3.2. Estudios de viabilidad celular

A. Estudios de toxicidad del paracetamol en líneas celulares humanas 

Para determinar la toxicidad del paracetamol en las distintas líneas celulares 
humanas se realizaron ensayos de viabilidad en los que las células fueron expuestas a 
dosis crecientes de este fármaco. Para ello, las distintas líneas celulares se sembraron en 
placas de 96 pocillos en un volumen de 100 μl/pocillo. La densidad a la que se sembraron 
los cultivos dependía del tipo celular, tal y como se recoge en la Tabla MM1. 24 h después 
de la siembra se añadía el fármaco a la concentración deseada disuelto en 100 μl de medio 
fresco. En el caso particular de las células Caco-2, el tratamiento con dosis crecientes 
de paracetamol se inició 48 h después de la siembra. La viabilidad celular se determinó 
después de 48 h de incubación en presencia de paracetamol mediante el test de formazán 
como se indica en el apartado 3.2.11.3.
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B. Estudios de toxicidad de compuestos xenobióticos en células desprovistas de 
ADN mitocondrial (Rho) 

Para determinar el efecto tóxico de distintos agentes xenobióticos en las células Rho 
se realizaron ensayos de viabilidad celular en presencia de dosis crecientes de los distintos 
compuestos tóxicos. Para ello, las líneas celulares Hepa 1-6 y SK-Hep-1, y las sublíneas 
desprovistas de ADNmt derivadas de ellas se sembraron en placas de 24 pocillos (1 ml/
pocillo) a una densidad de 4,0 x 104 células/pocillo en el caso de las células Hepa 1-6 y 
Hepa 1-6 Rho- y de 2,5 x 104 células/pocillo en el caso de las células SK-Hep-1 y SK-Hep-1 
Rho0. 24 h después de la siembra se añadían al cultivo los distintos agentes estudiados, 
paracetamol en el caso de las células Hepa 1-6, y doxorrubicina, SN-38, cisplatino y 
sorafenib en el caso de las células SK-Hep-1, a la concentración deseada disueltos en 1 
ml de medio fresco. La viabilidad celular se determinó 48 h después de la incubación con 
los compuestos xenobióticos mediante el test del rojo neutro tal y como se indica en el 
apartado 3.2.11.3.

3.2.3.3. Estudios de expresión génica 

Para determinar la expresión de diversos genes en las distintas líneas celulares 
empleadas durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, las células se sembraron en placas 
de 6 pocillos en un volumen final de 2 ml/pocillo a una densidad celular adecuada en 
función de la línea celular, tal y como se especifica en la Tabla MM1. 24 h después de la 
siembra se añadían al cultivo los distintos agentes estudiados a la concentración deseada 
disueltos en 2 ml de medio fresco y las células se incubaban a 37ºC durante 30 min, 8h o 
48 h. Transcurrido ese tiempo, las células se recogían y se procesaban para la obtención 
del ARN total (apartado 3.2.4.1), proteínas totales o crudo de membrana (apartado 3.2.5.1).

Para los estudios de translocación de Nrf2 desde el citoplasma al núcleo, las células  
Hepa 1-6 y Hepa 1-6 Rho- se sembraron en placas de 10 cm de diámetro en un volumen 
de 10 ml de medio y a una densidad de 1,2 x 105 células/ml.  24 h después de la siembra se 
añadían al cultivo los distintos compuestos a ensayar a la concentración deseada disueltos 
en 10 ml de medio fresco y las células se incubaban a 37ºC durante 0, 1, 3, 6, 12, 24 ó 48 
h. Transcurrido ese tiempo las células se recogían y se procesaban para la obtención de 
las fracciones nuclear y citoplasmática tal como se indica en el apartado 3.2.5.1.

3.2.3.4. Estudios de citometría de flujo 

A. Determinación del potencial de membrana mitocondrial (PMM) y de los niveles de 
especies reactivas de oxígeno (ROS)

Para determinar el efecto de los agentes potencialmente tóxicos a ensayar sobre la 
generación de ROS y el PMM, se sembraron las distintas líneas celulares en placas de 6 
pocillos en un volumen final de 2 ml por pocillo. La densidad celular de los cultivos dependía 
del tipo celular, tal y como se indica en la Tabla MM1. 24 h después de la siembra, se 
añadían al cultivo los distintos agentes a ensayar a las concentraciones deseadas disueltos 



O
bjetivos

Introducción
M

aterial y M
étodos

R
esultados y D

iscusión
C

onclusiones
B

ibliografía
English Sum

m
ary

Material y Métodos

71

en 2 ml de medio fresco. Tras  30 min, 8 h o 48 h de incubación, las células se recogían y 
procesaban tal y como se indica en los apartados 3.2.7.1. y 3.2.7.2.

B. Estudios de funcionalidad de proteínas transportadoras 

Para determinar la funcionalidad de las bombas exportadoras ABC mediante 
citometría de flujo, las células se sembraron en frascos Roux de 25 cm2 en un volumen de 
5 ml de medio y a una densidad variable en función del tipo celular, tal y como se especifica 
en la Tabla MM1. Después de 24 h, el medio de cultivo se sustituyó por medio fresco en 
el que se disolvió el paracetamol en la dosis requerida en función de la línea celular. Las 
células se incubaron 48 h en presencia del fármaco, tiempo tras el cual se recogieron y se 
procesaron según el protocolo recogido en el apartado 3.2.7.3.

Tabla MM1. Densidad de los cultivos celulares en función del tipo de soporte y experimento. 

Tipo celular  Ensayo  

 
Viabilidad celular Expresión génica Citometría de flujo 

Alexander  1,5 x 105  (placa 6 pocillos) 1,5 x 105  (placa 6 pocillos) 

Hepa 1-6 4,0 x104  (placa 24 pocillos) 2,0 x 105  (placa 6 pocillos) 2,0 x 105  (placa 6 pocillos) 

Hepa 1-6 Rho- 4,0 x104  (placa 24 pocillos) 2,0 x 105  (placa 6 pocillos) 2,0 x 105  (placa 6 pocillos) 

HepG2 1,5 x104 (placa 96 pocillos) 8,0 x 105  (placa 6 pocillos) 

2,0 x 105  (placa 6 pocillos) 

1,6 x 106 (frasco Roux 25 cm2) 

2,0 x 105  (placa 6 pocillos) 

Huh-7  2,0 x 105  (placa 6 pocillos) 2,0 x 105  (placa 6 pocillos) 

SK-Hep-1 2,5 x104  (placa 24 pocillos) 

5,0 x 103 (placa 96 pocillos) 

8,0 x 104 (placa 6 pocillos) 

3,5 x 105 (placa 6 pocillos) 

8,0 x 104 (placa 6 pocillos) 

7,0 x 105 (frasco Roux 25 cm2) 

  1,4 x 105  (placa 6 pocillos) 1,4 x 105  (placa 6 pocillos) 

SK-Hep-1 Rho0 2,5 x104  (placa 24 pocillos) 8,0 x 104 (placa 6 pocillos) 8,0 x 104 (placa 6 pocillos) 

   1,4 x 105   (placa 6 pocillos) 1,4 x 105  (placa 6 pocillos) 

Caco-2 1,2 x104 (placa 96 pocillos) 1,8 x 106 (placa 6 pocillos) 3,0 x 106 (frasco Roux 25 cm2) 

LS 174T 1,5 x104 (placa 96 pocillos) 1,5 x 106 (placa 6 pocillos) 3,6 x 106 (frasco Roux 25 cm2) 

JAr 1,2 x104 (placa 96 pocillos) 2,0 x 105  (placa 6 pocillos) 5,0 x 105 (frasco Roux 25 cm2) 

Jeg-3 1,2 x104 (placa 96 pocillos) 2,0 x 105  (placa 6 pocillos) 7,0 x 105 (frasco Roux 25 cm2) 

BeWo 5,0 x104 (placa 24 pocillos) 7,5 x 105 (placa 6 pocillos) 1,5 x 106 (frasco Roux 25 cm2) 

HK-2 3,5 x103 (placa 96 pocillos) 1,2 x 105 (placa 6 pocillos) 2,4 x 105 (frasco Roux 25 cm2) 
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3.2.3.5. Experimentos de transfección

La adquisición del transgén de interés por parte de una célula puede ser transitoria 
o estable. En el primer caso, el plásmido recombinante es extracromosómico y se pierde 
durante la división, mientras que en el segundo caso se integra en el genoma de la célula 
y se replica en cada división celular. En este trabajo, se utilizó la transfección transitoria de 
líneas celulares con “LipofectamineTM LTX Reagent” y “PlusTM Reagent”.

En trabajos previos de nuestro grupo se han determinado las condiciones óptimas 
para realizar la transfección de las células utilizadas en esta Tesis Doctoral con el lípido 
catiónico Lipofectamina LTX, siendo la mezcla catiónica lipídica que conseguía mayor 
eficacia de transfección y menor toxicidad sobre las células la que contenía 5 μl de 
Lipofectamina LTX y 1 μl de Reactivo Plus por cada μg de ADN. 

La transfección se llevaba a cuando la confluencia del cultivo estaba en torno al 60%, 
siguiendo las indicaciones del ensayo comercial. El ADN se diluía con medio OptiMEM 
a temperatura ambiente hasta un volumen determinado en función del tipo de placa. A 
continuación se añadía la cantidad requerida de Reactivo Plus y se incubaba la mezcla 
durante 5 min a temperatura ambiente. Seguidamente, se añadía la Lipofectamina LTX 
y se incubaba la mezcla durante 30 min a temperatura ambiente. Durante este tiempo se 
sustituía el medio de cultivo de los pocillos por medio fresco completo y pasados los 30 
min se añadía el volumen requerido de la mezcla catiónica lipídica final a cada uno de los 
pocillos. Las células se incubaban a 37ºC en la estufa durante 24 h, momento en el que se 
aspiraba el medio para retirar los complejos lípido-ADN y se añadía medio de cultivo fresco 
a los pocillos.

Localización de BVRα por inmunofluorescencia

Las células Alexander se sembraron sobre cubreobjetos estériles dentro de pocillos 
de placas de 24 pocillos con 500 µl de medio de cultivo. La densidad de la siembra fue de  
2,5 x 104 células/pocillo. Pasadas 24 h tras la siembra se procedía a  realizar la transfección. 
Transcurridas 24 h ó 72 h desde el momento de la transfección, se procesaban los cubres 
como se explica en el apartado 3.2.6.2.

Determinación de la expresión de BVRα por Western blot

Las células Alexander se sembraron en placas de 6 pocillos en un volumen final de 
2 ml por pocillo. La densidad de la siembra fue de 1,25 x 105 células/pocillo. Pasadas 24 
h tras la siembra se procedía a  realizar la transfección. Transcurridas otras 24 h desde el 
momento de la transfección, las células se recogían y se procesaban para la obtención de 
proteínas totales como se indica en el apartado 3.2.5.1.
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3.2.3.6. Determinación de la muerte celular por necrosis

 Para determinar los niveles de necrosis en células SK-Hep-1 y SK-Hep-1 Rho0 
tratadas con AGQDC, ambas líneas celulares se sembraron en placas de 6 pocillos en un 
volumen final de 2 ml/pocillo a una densidad de 1,4x 105 células/pocillo. 24 h después de 
la siembra se añadía al cultivo el AGQDC a las concentraciones deseadas disuelto en 2 ml 
de medio fresco y las células se incubaban a 37ºC durante otras 8 h. Tras este tiempo las 
células se recogían y se procesaban según el protocolo recogido en el apartado 3.2.11.4.

3.2.4. RT-PCR cuantitativa

3.2.4.1. Análisis de los niveles de ARNm por RT-PCR cuantitativa

Para determinar los niveles de expresión de distintos genes se utilizó una variante 
de la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al., 1986), la PCR 
cuantitativa a tiempo real. La PCR cuantitativa (QPCR) se realizó en el termociclador ABI 
Prism 7300 (Applied Biosystem), utilizando como sistemas de detección SYBR Green I 
(componente de la mezcla de reacción “SYBR Green PCR Master Mix”) o sondas Taqman® 
según el caso.

A. Extracción del ARN total

Para extraer el ARN total a partir de homogenados de tejido o de extractos celulares, 
se utilizó el kit comercial “illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit” (GE Healthcare), siguiendo 
las instrucciones del proveedor. Se utilizaron aproximadamente 30 mg de tejido o 5,0 x 106 
células, según el caso. 

La integridad del ARN extraído se comprobó mediante la visualización de las bandas 
del ARNr 18S y 28S, tras ser sometido a electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante 
al 1% (apartado 3.2.6.7). Se consideró que el ARN extraído no se había degradado si eran 
visibles, de forma nítida y localizada, las bandas correspondientes al ARNr 18S y 28S.

B. Transcripción reversa (RT)

Para sintetizar el ADNcopia (ADNc), que se usaría como molde en la PCR, se realizó 
una RT de 2 μg del ARN total extraído, utilizando los métodos comerciales “Enhanced AMV 
RT-PCR Kit” o “SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit” (Life Technologies) según el caso.

C. Diseño de cebadores

Los cebadores o “primers” específicos para el ADNc de cada una de las proteínas a 
estudiar se diseñaron con el programa “Primer Express” o mediante la aplicación “on-line” 
“Integrated DNA Technologies” (IDT). Los cebadores se diseñaron, en la medida de lo 
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) específica para cada gen. 
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Una vez diseñados, los cebadores fueron suministrados, liofilizados, por las casas 
comerciales Sigma-Genosys, Isogen o Biomers.net. Antes de su uso, se reconstituyeron en 
agua ultrapura y se valoraron por espectrofotometría UV a una longitud de onda de 260 nm.

En las Tablas MM2-MM4 se recogen las secuencias de nucleótidos de los cebadores 
y las sondas Taqman® utilizados para la cuantificación relativa de la abundancia del ARNm 
de las diferentes proteínas estudiadas en esta Tesis Doctoral. El tamaño de los amplicones 
y los números de acceso de las secuencias diana para cada gen, publicadas en la base de 
datos GenBank, también se recogen de forma detallada en estas tablas.Tabla MM2. Cebadores utilizados para cuantificar los niveles de expresión de genes de ratón por            

RT-QPCR. 

Proteína Gen 
Cebador Forward 

(5´-3´) 

Cebador Reverse 

(5´-3´) 

Amplicón 

(pb) 
Nº Acceso 

Car Nr1Ii3 GGGAAACAGGAGACCATGACAGCTA TGACTGTTCGTCTGAAGAAGCCCT 163 NM_009803 

Fxr Nr1h4 TGAGGGCTGCAAAGGTTTCTTCC TACATGTCCATCACGCAGTTGCC 90 NM_009108 

Nrf2 Nfe2l2 TACAGTCCCAGCAGGACATGGATTT TCTGGAGTTGCTCTTGTCTCTCCT 159 NM_031789 

Pxr Nrli2 CTGCTCACAGGTTCCTGTTCCT CACTCAGCCATCTGTGCTGCTAAA 158 NM_010936 

Shp Nr0b2 CCTCTTCAACCCAGATGTGCCA TACCAGAAGGGTGCCTGGAATGTT 181 NM_011850 

16S* ARNr 16S  AACCCCGCCTGTTTACCAA CGTTCATGCTAGTCCCTAATTAAGG 150 AY675564 

*Sonda TaqMan® (5´-3´) utilizada para determinar la expresión del ARNr 16S, TTTAACGGCCGCGGTATCCTGACC 

 
 
 

Tabla MM3. Cebadores utilizados para cuantificar los niveles de expresión de genes de rata por            

RT-QPCR. 

Proteína Gen 
Cebador Forward 

(5´-3´) 
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(5´-3´) 
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Mrp1            Abcc1 ATCCGCTCTGGGATTGGAAT AGAGGTAGAAACAAGGCACCCA 102 NM_022281 

Mrp2 Abcc2 TTCTACCTTGCCAAGCAGGTGTT AGCCATGTGCACAGGTAGAGGATT 146 NM_012833 

Mrp3 Abcc3 AAGGAGTCTTGCAACATGCAAAT CAAGGAGCTCATCTCTCTCATGAA 134 NM_080581 

Mrp4            Abcc4 TGTCAATCATACCTCAGGAACCTGT TGTACCTCCTCTAGGGCTTTCCA 112 NM_133411 

Nrf2 Nfe2l2 TACAGTCCCAGCAGGACATGGATTT TCTGGAGTTGCTCTTGTCTCTCCT 159 NM_031789 
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Tabla MM4. Cebadores utilizados para cuantificar la expresión de genes de humanos por RT-QPCR. 

Proteína Gen 
Cebador Forward 

(5´-3´) 

Cebador Reverse 

(5´-3´) 

Amplicón 

(pb) 
Nº Acceso 

Akt-1 AKT-1 AGCTGGTGCATCAGAGGCT AAGGTGCCATCATTCTTGAGGAGG 197 NM_005163 

Bax-α BAX ATGGAGCTGCAGAGGATGATTGC GTTCTGATCAGTTCCGGCACCTT 185 NM_138761 

Bcl-2 BCL2 GGAGGCTGGGATGCCTTTGT AGGCATGTTGACTTCACTTGTGGC 157 NM_000633 

BCRP ABCG2 CCCAGGCCTCTATAGCTCAGATCATT CACGGCTGAAACACTGCTGAAACA 83 NM_004827 

BVRα BVRα AGAGGTGGAGGTCGCCTATATCT GGACGTGCTTGCCAGCAT 86 U34877 

CAR NR1I3 TGGCATGAGGAAAGACATGATACTGT GGAGGCCTAAACTGCACAAACT 192 BC069651 

CYP1A2 CYP1A2 ACCTGCCTCTACAGTTGGTACAGA CTCAAACCCTTGAGCACCCAGAAT 118 NM_000761 

ENT2 SLC29A2 CCGCCATCCCGTACTTCCA TGTTGAAGTTGAAGGCATCCTCGG 105 NM_001532.2 

FXR NR1H4 ACAGAACAAGTGGCAGGTC CTGAAGAAACCTTTACACCCCTC 368 NM_005123 

GAPDH GAPDH TGAGCCCGCAGCCTCC TACGACCAAATCCGTTGACTCC 138 NM_002046 

HO-1 HMOX1 GACAGCATGCCCCAGGATTTGT GGTCACCTGGCCCTTCTGAAA 111 NM_002133 

KEAP1 KEAP1 CTACAGCCAAGGTCCCTGAGT ACTCAGTGGAGGCGTACATCAC 170 NM_203500 

c-Kit KIT CGTCCAGACAGGCTCTTCTCAA GACAAAGCCCGGATCAGTGCATAA 136 NM_001093772 

MDR1 ABCB1 GCGCGAGGTCGGAATGGAT CCATGGATGATGGCAGCCAAAGTT 198 NM_000927 

MRP1 ABCC1 CCGCTCTGGGACTGGAATGT GTGTCATCTGAATGTAGCCTCGGT 166 NM_004996 

MRP1* ABCC1 CCGCAGATCTTAAAGTTGCTCA TGCCACTGACGAAGCAGATG 151 NM_004996 

MRP2 ABCC2 TGAAGAGGAAGCCACAGTCCATGA TTCAGATGCCTGCCATTGGACCTA 171 NM_000392 

MRP3 ABCC3 CCAAGTTCTGGGACTCCAACCTG ATGATGTAGCCACGACAATGGTGC 160 NM_003786 

MRP3* ABCC3 TCTGTCCTGGCTGGAGTCG TCAGCTTGATGCGCGAGTC 121 AF085690 

MRP4 ABCC4 TGCAAGGGTTCTGGGATAAAGA CTTTGGCACTTTCCTCAATTAACG 141 NM_005845 

MRP5 ABCC5 GTTCAGGAGAACTCGACCGTTGG TTTGGAAGTAGTCCGGATGGGCTT 178 NM_005688 

MT-ND1* MT-NDI CCTTCGCTGACGCCATAAA TCATAGTAGAAGAGCGATGGTGAGAG 115 AJ842751 

NRF2 NFE2L2 CGTCCCAGCAGGACATGGAT AGCTCATACTCTTTCCGTCGCTGA 75 NM_006164 

OATP1B1 SLCO1B3 TGCAATGGATTGAAGATGTTCTTGGCA CAACCTTTTCCCACTATCTCAGG 416 NM_006446 

OCT1 SLC22A1 TGCAGACAGGTTTGGCCGT GCCCGAGCCAACAAATTCTGTGAT 187 NM_003057 

OCTN1 SLC22A4 CCGTCGTGACCGAGTGGAATC GTACAGCCATGGTTGCGAAGAGA 160 NM_003059 

OCTN2 SLC22A5 ACCATTGTGACCGAGTGGAACCT CAACAGCACACCCACGAAGAACAA 87 NM_003060 

PDGFRA PDGFRA GCTGTCTTCTCACAGGGCTG GCTCATTCTCTTCTGTCTGAGTGTG 300 NM_006206 

PXR NR1I2 GCCCAGTGTCAACGCAGAT GGCCCTCCTGAAAAAGCC 127 NM_003889 

p21 CDKN1A GAGGAGGCGCCATGTCAGAA ATTAGCGCATCACAGTCGCGG 124 NM_000389 

p27 PSMD9 AAAGAGGCCATGAGCCGCAAA ATCATCCACTTGCAGACCCGC 123 NM_002813 

TOPO-IIa TOP2A GCTACATCCAAGGGTGGCAGA ATACCACAGCCAATGGCAGCTTTG 269 NM_001067 

Survivina BIRC5 CCAGATGACGACCCCATAGAGGAA GCACTTTCTCCGCAGTTTCCTCA 190 NM_001168 

TYMP TYMP GTGGCTGCAAGGTGCCAAT CTCTGGGCTCTGGATGACATTGAA 107 NM_001113755 

TYMS TYMS GCTGTGGTTTATCAAGGGATCCACAA TCCACTGGAAGCCATAAACTGGG 155 NM_001071 

UP1 UPP1 GTTTGGAGATGTGAAGTTTGTGTGTGTTG CCAGAAGTGCCAATGCGGATGATA 282 NM_003364 

VEGFR KDR GCCTCTGTGGGTTTGCCTAGT TCCCTCTGTCCCCTGCAAGTAAT 116 NM_002253 

16S* 16S rRNA CACGAGGGTTCAGCT GTCTCT TCTCGTCTTGCTGTGTCATGC 83 AJ842751 

*Sondas TaqMan® (5´-3´) utilizadas para determinar la expresión de ABCC1, ACCGTCTGCTGTTTGTCACTGCC;  ABCC3, 

TGGCCGTGAAGATGCGC; MT-ND1, TCACCAAAGAGCCCCTAAAACCCGC y ARNr 16S, 

TTTAACGGCCGCGGTATCCTGACC. 

 

Tabla MM4. Cebadores utilizados para cuantificar la expresión de genes de humanos por RT-QPCR.

*Sondas TaqMan® (5´-3´) utilizadas para determinar la expresión de ABCC1, 
ACCGTCTGCTGTTTGTCACTGCC; ABCC3, TGGCCGTGAAGATGCGC; MT-ND1, 
TCACCAAAGAGCCCCTAAAACCCGC y ARNr 16S, TTTAACGGCCGCGGTATCCTGACC.
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D. Realización de la QPCR

Las condiciones de temperatura para la QPCR fueron las mismas en todos los casos. 
Las muestras se incubaron primero 2 min a 50ºC, seguidos de 10 min a 95ºC, y por último, 
se sometieron a 40 ciclos de 15 seg a 95ºC y de 1 min a 60ºC. 

La abundancia del ADN problema se corrigió por la de un gen normalizador, GAPDH 
o 18S, determinado paralelamente en cada muestra. Las determinaciones se realizaron 
siempre por duplicado y se incluyeron blancos de reacción, es decir, tubos en los que se 
sustituyó el ADNc por agua ultrapura. 

E. Cuantificación relativa

La cuantificación relativa se basa en el método de comparación de Ct. Se utiliza un 
control endógeno como elemento normalizador, de forma que la relación entre el Ct del 
gen diana y el Ct del gen control endógeno nos dará un valor de Ct normalizado del gen 
diana. Este valor sirve para normalizar la cantidad de ADN añadido a la reacción y corregir 
variaciones en la cantidad de ARN de partida en la muestra. Para poder llevar a cabo este 
método y comparar los resultados, es necesario designar una muestra como calibrador, es 
decir, una muestra que sirve como base para comparar los resultados a la que se le otorga 
el valor 1 de expresión. La cantidad de diana, normalizada frente al control endógeno y 
relativa al calibrador/muestra control, viene dada por:

Para conseguir este valor es necesario realizar los siguientes cálculos: 

	 Calcular el Ct promedio de cada muestra para cada una de las dianas y del control 
endógeno (en cada placa se dispone de cada muestra por duplicado). 

	 Calcular ΔCt como Ct diana-Ct control endógeno. 

	 Calcular ΔΔCt como ΔCt muestra – ΔCt calibrador/muestra control.

3.2.4.2. Estudios de discriminación alélica mediante QPCR 

A. Fundamento

Para la detección de la mutación c.214C>A en el gen de la BVRα en muestras 
humanas se utilizó un método de discriminación alélica mediante QPCR multiplex utilizando 
sondas Taqman®. 

La PCR multiplex permite la amplificación de varias secuencias de ADN de interés en 
el mismo tubo de reacción mediante el uso de sondas Taqman® específicas para cada una 
de las secuencias de interés. Para ello, estas sondas deben estar marcadas con distintos 
“reporters”.

los resultados a la que se le otorga el valor 1 de expresión. La cantidad de diana, 

normalizada frente al control endógeno y relativa al calibrador/muestra control, viene 

dada por: 

 

 

Para conseguir este valor es necesario realizar los siguientes cálculos:  

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

endógeno (en cada placa se dispone de cada muestra por duplicado).  

 
 
 
 
 

2-ΔΔCt 
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Por tanto, este sistema de discriminación alélica se basa en la emisión diferencial de 
fluorescencia proveniente de cada uno de los “reporters” que marcan el extremo 5´de cada 
una de las sondas diseñadas para que hibriden de forma específica con el alelo normal y 
con el alelo que contiene el SNP (del inglés “Single Nucleotide Polymorphism), mediante el 
proceso de amplificación génica por QPCR.

B. Diseño de sondas específicas

Para conseguir valores altos de temperatura de anillamiento (AT) de los “primers” 
sin utilizar sondas muy largas, una variante de las sondas Taqman® utilizadas actualmente 
para reacciones de discriminación alélica son las sondas Taqman® MGB marcadas en 
su extremo 3´ con un “quencher” no fluorescente y en su extremo 5´ con el “reporter” 
6-FAM o VIC, en función de su complementariedad específica con el alelo normal o mutado 
respectivamente. Se caracterizan por contener un grupo unido a un extremo que es capaz 
de unirse al surco menor de ADN, de ahí su denominación MGB (del inglés “Minor Groove 
Binder”) e incrementar la afinidad por el ADN aumentando también la AT.

Los resultados obtenidos en base a la fluorescencia detectada permiten establecer la 
discriminación alélica. Así, un incremento significativo de la fluorescencia emitida por 6-FAM 
indicará la presencia del alelo normal; mientras que, si existe un incremento significativo de 
la fluorescencia que proviene únicamente de VIC, se debe a la presencia del alelo mutado. 
La heterocigosidad vendrá indicada por la detección de ambas señales fluorescentes y la 
homocigosidad por la ausencia de una de ellas.

C. Amplificación por QPCR 

Las condiciones de temperatura a las que se llevó a cabo la PCR multiplex para 
detectar la presencia de la mutación c.214C>A fueron: un ciclo de 10 min a  95ºC, seguido 
de 60 ciclos de 15 seg a 92ºC y 1 min a 64ºC. 

3.2.4.3. Tarjetas microfluídicas (TLDAs)

Las tarjetas o placas microfluídicas (“Microfluidic Cards” o “Taqman Low Density 
Arrays”, TLDAs) son placas de 384 pocillos, comercializadas por Applied Biosystems 
en diversos formatos. Esta tecnología se basa en la PCR a tiempo real con las sondas 
Taqman® de Applied Biosystems. Puesto que cada pocillo de la placa permite analizar una 

 
Tabla MM5. Cebadores y sondas utilizados para la detección de la presencia de la mutación c.214C>A 
en el exón 3 del gen de la BVRα. En azul se muestra el nucleótido correspondiente al SNP 

Alelo Cebador Forward (5’-3’) Cebador Reverse (5’-3’) Sonda Taqman 

BVRα-wt TCCATGAATTATGAAGCACAAAGAC GGGCTTTCCATGAATTATGAAGCACA 6-FAM-CTTCGTGTCGAGCTG-MGB 

BVRα c.214C>A TCCATGAATTATGAAGCACAAAGAC GGGCTTTCCATGAATTATGAAGCACA VIC-GCTTCGTGTAGAGGT-MGB 

 
 
 
 
 



O
bj

et
iv

os
In

tr
od

uc
ci

ón
M

at
er

ia
l y

 M
ét

od
os

R
es

ul
ta

do
s 

y 
D

is
cu

si
ón

C
on

cl
us

io
ne

s
B

ib
lio

gr
af

ía
En

gl
is

h 
Su

m
m

ar
y

Mª Ester González Sánchez

78

muestra, pueden llevarse a cabo 384 reacciones de PCR al mismo tiempo. Las ventajas 
que presenta son que permite diseñar la placa a medida, en función de las necesidades 
que requiera el estudio, y que el volumen de ADNc que se utiliza para cada reacción de 
PCR es mucho menor que en la PCR convencional. Es un método sensible, fiable, y más 
barato que el uso de sondas Taqman® en reacciones individuales y, sobre todo, muy rápido. 

Las sondas Taqman® vienen liofilizadas en cada uno de los pocillos y, en función del 
formato que se elija, se puede analizar la expresión de entre 12 y 384 genes diferentes. Por 
ejemplo, si se escoge el formato de 12, en la placa habrá 12 sondas y se podrán analizar 
32 muestras por placa. En cambio, si se escoge el formato de 384, en la placa se tendrán 
384 sondas diferentes y tan solo se podrá analizar una muestra por placa. En esta Tesis 
Doctoral se ha utilizado el formato de TLDAs de 96 genes, en el cual se incluyeron 90 
genes de interés, 3 controles endógenos (ARNr 18S, GAPDH y β-actina) y 3 controles de 
las placas. 

Como muestra la Figura MM1, cada placa tiene 8 puertos por los que se cargan 
las muestras (en nuestro caso, cargamos 2 muestras por duplicado en cada placa). 
Para la reacción de PCR se mezclan cada uno de los ADNc obtenidos en la reacción de 
retrotranscripción con la mezcla “Taqman Master Mix”, y se cargan por cada uno de los 
puertos de la placa. A continuación, la placa se centrifuga 2 veces a 300 xg durante 1 
minuto, para que toda la muestra se reparta entre los 48 pocillos que tiene cada puerto. 
Posteriormente se sella la placa y se lleva a cabo la reacción de PCR en el aparato AB 
Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems). 

En estas tarjetas el análisis de los resultados únicamente se puede llevar a cabo 
mediante cuantificación relativa por comparación de Ct (apartado 3.2.4.1), utilizando los 
genes GAPDH y β-actina como controles endógenos. Para el análisis de expresión de los 
diferentes genes se utilizó una muestra de hígado humano sano como calibrador.

Repetición Puerto

1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CTL 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 A 124 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 B

48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 C 272 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 D

2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CTL 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 E 324 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 F

48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 G 472 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 H

3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CTL 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 I 524 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 J

48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 K 672 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 L

4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CTL 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 M 724 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 N
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Figura MM1. Formato de las tarjetas microfluídicas utilizadas.
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3.2.5. Detección de proteínas por Western blot

3.2.5.1 Obtención de las muestras

A. Homogenados de tejidos

Las muestras de los distintos tejidos obtenidos de ratas gestantes se homogeneizaron 
con un politrón durante 1 min a mínima potencia y a 4ºC. Posteriormente, el homogenado 
se incubó durante 30 min sobre hielo y a continuación, se centrifugó dos veces a 500 xg 
durante 10 min a 4ºC. Finalmente, el sobrenadante (homogenado tisular) se alicuotó y se 
almacenó a -80ºC hasta su uso.

B. Lisados de células 

Las células se cultivaron en placas de 6 pocillos tal y como se describe en el apartado 
3.2.3.3. Una vez el cultivo alcanzó la confluencia deseada, se retiró el medio y la placa 
se lavó varias veces con PBS. A continuación se añadieron 200 μl de tampón RIPA frío 
suplementado con 1% (v/v) del cóctel de inhibidores de proteasas para cubrir toda la 
superficie del pocillo y se incubaron las células durante 25 min sobre hielo. Transcurrido 
este tiempo, la superficie de la placa se raspó utilizando un raspador de células, el lisado 
celular se transfirió a un tubo eppendorf y se incubó durante 20 min más sobre hielo. 
Ocasionalmente, se agitaba el tubo con el lisado en un vortex. Finalmente, el lisado se 
centrifugó durante 20 min a máxima velocidad a 4ºC y el sobrenadante se alicuotó y se 
almacenó a -80ºC hasta su uso.

En el caso de los lisados celulares destinados al análisis de la expresión de proteínas 
fosforiladas, las células se incubaron con un tampón de lisis frío suplementado con 
inhibidores específicos de fostatasas, NaF y ortovanadato sódico, en lugar de con RIPA. El 
protocolo de obtención de estos lisados fue igual al detallado en el párrafo anterior. 

C. Crudos de membrana 

Para obtener el crudo de membrana, las distintas líneas celulares se cultivaron y 
tripsinizaron tal y como se describe en el apartado 3.2.3.3. Tras precipitar las células y eliminar 
los restos de tripsina, éstas se resuspendieron en 2 ml de tampón H frío suplementado con 
un 1% (v/v) de cóctel inhibidor de proteasas. Las muestras se homogeneizaron en el politrón 
durante 15 seg y se centrifugaron a 20.000 xg durante 90 min a 4ºC. Los precipitados se 
resuspendieron en aproximadamente 200 µl de tampón H con inhibidores de proteasas, se 
alicuotaron y se almacenaron a -80ºC hasta su uso.

D. Fracciones proteicas nucleares y citoplasmáticas  

Tras el proceso experimental indicado en el apartado 3.2.3.3, las células Hepa 1-6, Hepa 
1-6 Rho-, fueron procesadas para la obtención de las fracciones nuclear y citoplasmática. El 
método utilizado fue una modificación del descrito anteriormente por (Schonhoff et al., 2006). 
Todo el proceso se llevó a cabo a 4ºC. Una vez finalizado el tiempo de incubación con los 
compuestos de interés, se retiró el medio de las placas y se lavaron con PBS. A continuación 
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se añadieron 1,5 ml de PBS, se raspó la superficie de las placas utilizando un raspador de 
células y las suspensiones de células se transfirieron a tubos de 5 ml. Seguidamente, se 
centrifugaron a 450 xg durante 10 min y los precipitados obtenidos se resuspendieron en 
300 μl de tampón hipotónico a 4ºC y se transfirieron a tubos eppendorf, que se incubaron 
durante 15 min en hielo. A continuación se añadió a cada muestra un volumen final del 
0,05% de igepal CA-630, en el caso de las células Hepa 1-6 y Hepa 1-6 Rho-, y se agitaron 
en un vortex durante 10 seg. Las muestras se centrifugaron a 500 xg durante 2 min y se 
recogieron los sobrenadantes que contenían la fracciones citoplasmáticas. El precipitado 
de cada muestra, que contenía la fracción nuclear, se resuspendió en 300 μl de tampón 
hipotónico y se centrifugó a 500 xg durante 2 min. Cada precipitado se resuspendió en 30 
μl de tampón de extracción a 4ºC y se incubó en hielo durante 30 min. Ocasionalmente se 
agitaban en un vortex. Finalmente, se centrifugaron a 20.000 xg durante 5 min y se recogieron 
los sobrenadantes que contenían las fracciones nucleares de cada una de las muestras. Las 
fracciones nucleares y citoplasmáticas obtenidas se almacenaron a  -80ºC hasta su uso.

E. Proteínas heterólogas expresadas en oocitos 

El método utilizado para la obtención de muestras de proteínas expresadas de 
forma heteróloga en oocitos se basó en el descrito previamente por Bianchi (Bianchi y 
Driscoll, 2006). Tras el proceso experimental indicado en el apartado 3.2.10 se recogieron 
20 oocitos de cada grupo experimental que se resuspendieron en 100 μl de una solución 
de sacarosa 0,3 M en PBS suplementado con un 1% (v/v) del cóctel de inhibidores de 
proteasas. Las muestras se homogeneizaron por sonicación durante 30 seg a 800 W en 
hielo y seguidamente se centrifugaron a 3.000xg durante 10 min a 4ºC. A continuación se 
recogió el sobrenadante de cada muestra evitando arrastrar restos de yema que quedaban 
en la superficie. Los sobrenadantes obtenidos se almacenaron a  -80ºC hasta su uso.

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

A. Preparación de los geles

La electroforesis vertical se llevó a cabo en geles de poliacrilamida de distinto 
porcentaje, en función del tamaño de la proteína analizada, en Tris-HCl utilizando el soporte 
del sistema “Mini-Protean II Cell”.

B. Preparación de las muestras

La concentración de proteínas de los lisados celulares se determinó por el método de 
Markwell (Markwell et al., 1978) (apartado 3.2.11.5). Posteriormente se desnaturalizaron 
durante 5 min en un baño de agua hirviendo.

C. Condiciones de la electroforesis y de la transferencia

La electroforesis se llevó a cabo a temperatura ambiente, en una cubeta con tampón 
de migración y a un voltaje constante de 80 V para el gel concentrador, y de 100 V para el 
gel separador o de resolución. 
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La transferencia de las proteínas a la membrana de nitrocelulosa se realizó en una 
cubeta con tampón de transferencia, a una corriente de 250 mA durante 1 h y 30 min, en 
agitación constante y a 4ºC.

3.2.5.3. Inmunodetección

La membrana se sometió al siguiente procedimiento a temperatura ambiente y en 
agitación continua: se realizaba el bloqueo durante 1 h con leche descremada al 5% (p/v) en 
PBS-T. A continuación, se incubaba durante 1 h con el anticuerpo primario correspondiente 
(Tabla MM6) diluido en leche descremada al 1% (p/v) en PBS-T. 

Tabla MM6. Anticuerpos primarios utilizados en la detección de proteínas por Western blot. 

Antígeno Nombre Especie de origen Dilución utilizada Procedencia 

AKT 9272 Policlonal conejo 1:1000 Cell Signaling 

p-AKT 9271 Policlonal conejo 1:1000 Cell Signaling 

BCRP BXP-21 Monoclonal ratón 1:500 Abcam 

BVRα OSA-400 Policlonal conejo 1:1000 Stressgen 

ERK 1/2 9102 Policlonal conejo 1:1000 Cell Signaling 

p-ERK1/2 4370 Monoclonal conejo 1:1000 Cell Signaling 

GAPDH sc-32233 Monoclonal ratón 1:1000 Santa Cruz 

KEAP1 sc-33569 Policlonal conejo 1:500 Santa Cruz 

Mdr1            LS-B1448 Policlonal conejo 1:200 Lifespan Biosciences  

Mrp1            MRPr1 Monoclonal rata 1:500 Alexis Biochemicals  

Mrp4 ab15602 Monoclonal rata 1:500 Abcam 

p-mTOR 2971 Policlonal conejo 1:1000 Cell Signaling 

Na+/K- ATPasa M7-PB-E9 Monoclonal ratón 1:500 Abcam 

Nrf2         sc-722 Policlonal ratón 1:500 Santa Cruz 

Oct1 ab66132 Policlonal conejo 1:500 Abcam 

Shp sc-30169 Policlonal conejo 1:100 Santa Cruz 

Survivina sc-17779 Monoclonal ratón  1:500 Santa Cruz 

V5 R961 Monoclonal ratón 1:5000 Life Technologies 
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Tras lavar la membrana con PBS-T, se incubó durante 45 min con el anticuerpo 
secundario. Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo monoclonal adecuado 
marcado con peroxidasa. Para la detección se utilizó un método quimioluminiscente (ECL) 
y un equipo de análisis de imagen LAS-4000.

3.2.6. Detección de proteínas por inmunofluorescencia

3.2.6.1. Procesamiento de las muestras

Para el marcaje por inmunofluorescencia, se sembraron las células en cubreobjetos 
estériles dentro de placas de cultivo de 24 pocillos y se mantuvieron en cultivo según se 
explica en el apartado 3.2.3.5. 

3.2.6.2. Inmunodetección 

Las muestras se fijaron con metanol frío durante 1 min, y tras 3 lavados rápidos con 
PBS, se realizó un bloqueo con FBS al 5% en PBS durante 30 min.

La incubación con el anticuerpo primario frente al epítopo V5 (dilución 1:200) diluidos 
en PBS con 5% de FBS se realizó a temperatura ambiente durante 1 h. 

A continuación se realizaron tres lavados de 10 min con PBS y se llevó a cabo la 
incubación, durante 1 h en oscuridad, con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 
conjugado con Alexa 488® (dilución  1:1000) y con DAPI para teñir los núcleos (dilución 
1:5000).

3.2.7. Experimentos de citometría de flujo

3.2.7.1. Medida de la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS)

A. Fundamento: 

Para la determinación de la generación de ROS se utilizó el compuesto fluorogénico 
diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA) (Figura MM2). Este compuesto difunde 
rápidamente a través de las membranas celulares y es posteriormente hidrolizado por 
esterasas intracelulares que lo transforman en diclorofluoresceína DCFH (Figura MM2), 
un compuesto no fluorescente, que se oxida en presencia de ROS dando lugar a su forma 
oxidada, DCF (Figura MM2), que es altamente fluorescente (Possel et al., 1997). 

B. Procedimiento:

Terminado el periodo experimental descrito en el apartado 3.2.3.4, las células se 
incubaron con 5 μg/ml de DCFH-DA en medio de cultivo sin FBS durante 30 min a 37ºC 
en oscuridad. Para excluir del ensayo las células muertas, todas las muestras fueron 
tratadas con ioduro de propidio (IP) a una concentración de 0,5 μg/ml. El IP es incorporado 
por las células cuando se pierde la integridad de la membrana plasmática, una vez en la 
célula, este compuesto se intercala en la doble cadena de ADN y emite fluorescencia a una 
longitud de onda de 620 nm.
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3.2.7.2. Análisis del potencial de membrana mitocondrial (PMM)

A. Fundamento:

Para analizar la funcionalidad de la mitocondria se determinó el valor de su  potencial 
de membrana, PMM. Estas medidas se llevaron a cabo analizando la fluorescencia de las 
células tras incubarlas con rodamina 123, un catión lipofílico que a bajas concentraciones 
se acumula de forma selectiva en la mitocondria (Figura MM3). La cantidad de rodamina 
123 que se acumula en este orgánulo es proporcional al PMM (Davis et al., 1985).

DCF

DCFH2

DCFH-DA

O2
-

H2O2

ONOO-

Peroxidasa
Citocromo c
Fe2+

Esterasas

Núcleo

485nm

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 Rodamina 123

Núcleo

Matriz

PMM

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura MM2. Mecanismo de emisión de fluorescencia de la DCFH-DA, utilizada para 
la detección de los niveles de ROS.

Figura MM3. Acumulación de rodamina 123 en función del potencial de membrana 
mitocondrial.
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B. Procedimiento:

Terminado el periodo experimental descrito en el apartado 3.2.3.4, las células se 
incubaron durante 1 h con 5 μg/ml de rodamina 123 en medio de cultivo a 37ºC en oscuridad. 
Para excluir del ensayo las células muertas, todas las muestras fueron tratadas con IP a 
una concentración de 0,5 μg/ml. A continuación, las distintas muestras se analizaron en el 
citómetro para determinar la fluorescencia media emitida a 553nm.

3.2.7.3. Estudios de funcionalidad de proteínas transportadoras

A. Fundamento:

El uso de fluorocromos en citometría de flujo también permite evaluar la funcionalidad 
de proteínas transportadoras, entre las que se incluyen los distintos miembros de la 
superfamilia ABC. Para ello, se utilizaron sustratos fluorescentes específicos para cada uno 
de los transportadores estudiados (Tabla MM7). Estos sustratos se acumulan en el interior 
celular dependiendo de la actividad de estas proteínas. Para completar estos estudios, las 
células se incubaron en presencia de estos sustratos y de inhibidores específicos de la 
actividad de estas proteínas transportadoras. 

B. Procedimiento:

Terminado el periodo experimental descrito en el apartado 3.2.3.4, las células se 
lavaron con PBS, se tripsinizaron y se centrifugaron durante 5 min. El precipitado de células 
se resuspendió en 100 µl de medio de captación (cloruro de sodio 96 mM, KCl 5,3 mM, 
KH2PO4 1,1 mM, MgSO4 0,8 mM, CaCl2 1,8 mM, D-glucosa 11 mM, y Hepes 50 mM; pH 
7,4) que contenía 1 µM de sustrato y 50 µg/ml IP para marcar las células muertas. Esta 
suspensión celular se incubó durante 30 min a 37ºC en oscuridad. Tras este tiempo, se 
añadió a la suspensión celular un volumen de 900 µl de medio de captación que contenía 
o no el inhibidor específico para cada transportador a la concentración indicada en la Tabla 
MM7. Las células se incubaron en esta solución durante 30 min a 37ºC.

La captación se paró añadiendo 900 μl de medio de captación a 4ºC y se determinó 
el valor de la fluorescencia media de cada una de las muestras analizadas en el citómetro 
de flujo. 

 
Tabla MM7. Sustratos e inhibidores específicos de transportadores ABC utilizados en los análisis de 
actividad transportadora por citometría de flujo. 

Proteína Sustrato Concentración 
(µM) 

 emisión 
(nm) Inhibidor Concentración 

(µM) 

BCRP BODIPY-prazosin 1 530 Fumitremorgina C 5 

MDR1 Rodamina 123 1 553 Verapamilo 10 

MRPs Calceína 1 517 Probenecid 500 
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3.2.8. Métodos de clonación

3.2.8.1. Clonación por recombinación Gateway

A. Fundamento

La Tecnología Gateway es un método de clonación altamente eficaz para clonar 
fragmentos de ADN de manera direccional (Hartley et al., 2000). Las reacciones de 
recombinación Gateway son versiones in vitro de las reacciones de integración y escisión 
del fago lambda y permiten la transferencia de fragmentos de ADN entre diferentes 
vectores manteniendo la orientación y la secuencia de lectura con respecto a los tripletes. 
Este método de clonación es más rápido y eficaz que los procedimientos tradicionales que 
requieren reacciones de ligación o tratamiento con enzimas de restricción. Incluso permite 
la transferencia de varios fragmentos de ADN entre diferentes vectores en un sólo ensayo 
(Magnani et al., 2006). 

La reacción de recombinación BP (Figura MM4) es aquella en la que el fragmento 
de ADN de interés, flanqueado por sitios attB, reacciona con un vector donador (pDONR), 
con sitios attP, 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 
reacción (Hartley et al., 2000).

La reacción de recombinación LR (Figura MM5) es aquella en la que un vector “Entry”, 
con el ADN de interés flanqueado por sitios attL, reacciona con un vector de destino, con 
sitios attR, para dar lugar a un vector útil para ser empleado en el sistema de expresión 
correspondiente (Hartley et al., 2000), y un producto secundario.

El gen ccdB que contienen algunos productos intermedios impide el crecimiento de 
las bacterias que posean un vector donador o de destino no recombinado, o un producto 
secundario. El producto del gen ccdB interfiere con la girasa bacteriana, impidiendo la 
proliferación de las colonias que contienen dichos vectores, que se desean eliminar del 

attB attB attP attP attL attL attR attR
gen                                                                 ccdB                                                                                         gen                                ccdB               

Producto de PCR 
flanqueado por sitios attB Vector Donador Producto SecundarioClon de Entrada 

(``Entry  )

Clonasa BP  
 
 
 
 
 
 

attL attL attR attR attB attB attP attP
gen                                                                 ccdB                                                                                          gen                               ccdB               

Clon de Entrada 
(``Entry  ) Vector de Destino Clon de Expresión Producto Secundario

Clonasa LR  
 
 
 
 
 
 

Figura MM4. Esquema de la reacción de recombinación BP.

Figura MM5. Esquema de la reacción de recombinación LR.



O
bj

et
iv

os
In

tr
od

uc
ci

ón
M

at
er

ia
l y

 M
ét

od
os

R
es

ul
ta

do
s 

y 
D

is
cu

si
ón

C
on

cl
us

io
ne

s
B

ib
lio

gr
af

ía
En

gl
is

h 
Su

m
m

ar
y

Mª Ester González Sánchez

86

proceso de selección. La propagación y amplificación de los vectores que contienen el 
gen ccdB pueden llevarse a cabo en la cepa de bacterias “One Shot ccdB Survival T1”, 
resistente a la acción tóxica del producto de este gen.

B. Adición de extremos attB al ADNc de interés por PCR de alta fidelidad

Los oligonucleótidos utilizados para añadir los extremos attB a la ORF (del inglés 
“Open Reading Frame”) de BVRα se diseñaron en base a la secuencia NM_000712, de la 
base de datos GenBank, obteniéndose como mejores resultados las secuencias mostradas 
en la Tabla MM8. La secuencia attB1 se añadió en el extremo 5´ del cebador “forward” y la 
secuencia attB2 se añadió en el extremo 5´ del cebador “reverse”.

La PCR se llevó a cabo con la enzima AccuPrime Pfx ADN polimerasa de alta 
fidelidad. Los productos obtenidos tras la PCR se visualizaron por electroforesis en gel de 
agarosa y las bandas de los tamaños adecuados se purificaron por extracción del ADN del 
gel de agarosa.

C. Obtención del “Entry clone” mediante recombinación BP

El producto de PCR, flanqueado por sitios attB, se clonó en el vector donador 
pDONR207 mediante una reacción de recombinación con la enzima clonasa BP II.

Se transformaron bacterias con el producto de reacción por choque térmico. Se 
sembraron en placas de medio LB con agar, suplementado con gentamicina 20 µg/ml, el 
antibiótico de selección correspondiente al pDONR207. Se crecieron algunas de las colonias 
en medio LB líquido suplementado con antibiótico, de las que se extrajo el ADN plasmídico. 
La identidad de los clones seleccionados se confirmó con un estudio de restricción.

D. Obtención del “Expression clone” mediante recombinación LR

El vector “Entry” generado en el paso anterior se hizo recombinar con el vector de 
destino pcDNA6.2/V5-DEST, que contiene la secuencia codificante del epítopo antigénico 
V5, para obtener un vector denominado “Expression clone”.

Se transformaron bacterias con el producto de reacción por choque térmico y se 
siguió el mismo protocolo que se ha explicado en el apartado anterior, utilizando ampicilina 
100 µg/ml como antibiótico de selección.

 
Tabla MM8. Cebadores utilizados para la clonación de la ORF del gen de la BVRα humana mediante la 
tecnología Gateway. Las secuencias attB1 y attB2 se muestran en azul. 

Proteína Cebador Forward 
(5’-3’) 

Cebador Reverse                   
(5’-3’) 

Amplicón  
(pb) 

Número de        
acceso 

BVRα 

GGGGACAAGTTTGTACAAAA 

AAGCAGGCTGCCAAGATGATG 

CAGAGCCCGA 

GGGGACCACTTTGTACAAGA 

AAGCTGGGTGCTTCCTTGAA 

CAGCAATATTTCTGGATTTCTTCT 

955 NM_000712 
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3.2.8.2. Mutagénesis dirigida

La introducción del SNP c.214C>A se realizó mediante un método de mutagénesis 
dirigida por amplificación del plásmido completo (Laible y Boonrod, 2009) utilizando como 
molde el “Expression clone” obtenido en el apartado 3.2.8.1. Los primers específicos para 
la mutagénesis se muestran en la Tabla MM9.

3.2.9. Síntesis in vitro de ARNm de la BVRα 

Para la síntesis in vitro del ARNm de las formas silvestre y mutada de la BVRα 
humana, se empleó el kit comercial “mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra” (Life Technologies), 
siguiendo las especificaciones del proveedor. En la Tabla MM10 se recogen los plásmidos 
que contienen las ORFs de estas proteínas correctamente orientadas para la transcripción 
in vitro a partir del promotor T7, así como también el tamaño del ARNm sintetizado. 

De acuerdo con las indicaciones del kit, el primer paso para la síntesis in vitro del 
ARNm a partir de ADN plasmídico fue la linealización del plásmido recombinante en el 
extremo 3´ de la ORF con una enzima de restricción. De este modo se evita generar 
transcritos heterogéneos y extremadamente largos debido a la alta procesividad de la 
polimerasa del fago T7. En la Tabla MM10 se indica la enzima de restricción que se utilizó 
en cada caso para la linealización. 

Una vez libre de contaminantes, se utilizó el ADN plasmídico linealizado para 
la síntesis in vitro del ARNm con caperuza de metil-GTP en 5´. Una vez finalizada la 
transcripción, se eliminó el ADN molde por tratamiento con ADNasa I. Para hacer más 
estable a los mensajeros y mejorar su tasa de traducción, el kit incorpora un último paso 
para la adición de la cola de poli(A) utilizando una polimerasa poli(A) de E. coli y ATP. 

 
Tabla MM9. Cebadores utilizados para inserción de la mutación c.214C>A en la ORF gen de la 

BVRα humana mediante mutagénesis dirigida. 

ORF Cebador Forward (5’-3’) Cebador Reverse  (5’-3’) 

BVRα GAGAAGGGAGCTCGGGAGC TACACGAAGCCAATCAGGTTCAGGAA 

 
 
 
 
 

 
Tabla MM10. Plásmidos recombinantes usados en la síntesis in vitro de ARNm 

Plásmido recombinante Tamaño del plásmido 
recombinante (pb) 

Endonucleasa 
(linealización) 

Tamaño del ARNm 
sintetizado (pb) 

pEXP-BVRα-V5 6021 BglII 930 

pEXP-BVRα-C214A-V5 6021 BglII 930 
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Para finalizar, el ARNm sintetizado se purificó y se cuantificó por el método del RiboGreen 
(apartado 3.11.2). Por último, el tamaño molecular de los productos de la transcripción in 
vitro (Tabla MM10) se confirmó por electroforesis en un gel desnaturalizante al 1% (p/v). 
Todo el material utilizado en este apartado estuvo libre de ARNasas.

3.2.10. Experimentos en oocitos de Xenopus laevis

Para el estudio de la actividad enzimática de la BVRα se utilizó el modelo de 
expresión heteróloga de proteínas en oocitos de rana X. laevis. Antes de la  realización de 
los experimentos, los oocitos se extrajeron y se seleccionaron para su microinyección con 
el ARNm sintetizado in vitro de las proteínas objeto de estudio.

3.2.10.1. Extracción y selección de los oocitos

Las ranas se anestesiaron por inyección intramuscular de 0,1 ml de una solución de 
ketamina (Ketolar). El animal se colocó sobre hielo, y se abrió una pequeña incisión de 
aproximadamente 1 cm en un lateral de la parte inferior del abdomen. Se extrajeron los 
racimos de oocitos con unas pinzas delgadas, se cortaron y se introdujeron en medio OR-
2. Una vez finalizada la extracción, se cerró la incisión del abdomen con sutura continua en 
la capa muscular y con dos puntos individuales en “U” en la piel.

Tras disgregar los oocitos y eliminar la gelatina folicular, se seleccionaron los que se 
encontraron en el estadío 6 de maduración con ausencia de deformaciones. Los oocitos 
sanos seleccionados se incubaron a 18ºC en medio Barth hasta que se realizó la inyección 
del ARN. La viabilidad de los oocitos se chequeaba mediante el test de formazán (apartado 
3.11.3). En la Figura MM6 se muestra una imagen de oocitos de X. laevis en distintos 
estadíos de maduración.

1 mm 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura MM6. Imagen de oocitos de X. laevis extraídos y disgregados. 
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3.2.10.2. Microinyección del ARNm en los oocitos

Los oocitos se inyectaron con microcapilares con el volumen necesario para 
conseguir en el interior del oocito la cantidad deseada de ARN cargado en el microinyector. 
El volumen de inyección se mantuvo constante entre los distintos grupos de oocitos y se 
ajustaron las diferencias de volumen con TE libre de ARNasas. Cada oocito se inyectó con 
9,5 ng del ARNm sintetizado in vitro. Tras la inyección, los oocitos se incubaron en medio 
Barth durante 1 día, ya que en experimentos previos se comprobó que la expresión de esta 
proteína era óptima.

3.2.10.3. Estudio de la actividad enzimática de la BVRα humana

Antes de comenzar los experimentos, los oocitos se lavaron 3 veces con solución de 
captación sin sustrato y se separaron en grupos de 10 oocitos por condición experimental.

A continuación, los oocitos se inyectaron con 50 nl de una solución de captación que 
contenía o no 300 pmoles de BV y se incubaron durante una hora, en un baño a 25ºC, con 
100 μl de la solución de captación. Un grupo de oocitos no inyectados se incubaba también 
en estas condiciones y se utilizaba como blanco.

Para parar la actividad enzimática de la BVRα, los oocitos se lavaron 4 veces 
sucesivas con solución de captación a 4ºC. A continuación, los oocitos se procesaron y 
se digirieron tal y como se explica en el apartado 3.2.11.7. La determinación del contenido 
de biliverdina IXα y bilirrubina IXα en los oocitos se cuantificó por HPLC-MS/MS (apartado 
3.2.11.7).

Un grupo de oocitos no inyectados con el ARNm se incubó en paralelo y se utilizó 
para determinar la producción inespecífica de bilirrubina. 

Los experimentos se repitieron al menos tres veces, usando oocitos obtenidos de 
tres ranas diferentes.

3.2.11. Métodos analíticos 

3.11.1. Determinación de ácidos biliares totales en suero

La extracción de los ácidos biliares del suero, para su posterior determinación por 
fluorescencia requería la separación por cromatografía en cartuchos Sep-Pak con relleno 
C18. Los ácidos biliares totales en suero se determinaron fluorimétricamente siguiendo el 
método de Talalay (Talalay, 1960) modificado por Mashige (Mashige et al., 1976). 

3.2.11.2. Valoración del ARN por el método del RiboGreen

El ARN total se valoró por fluorimetría utilizando el método comercial “RiboGreen RNA 
Quantitation Kit”. La técnica se basa en la unión específica de un fluorógeno (RiboGreen) 
al ARN, el cual emite fluorescencia de forma proporcional a la cantidad de ARN presente 
en la muestra. 
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3.2.11.3. Determinación de la viabilidad celular 

A. Test de Formazán

El test de formazán es un método colorimétrico utilizado para cuantificar el número de 
células vivas en ensayos de proliferación o quimiosensibilidad celular. El formazán, soluble 
en medios acuosos, se forma a partir de sales de tetrazolio por la acción de deshidrogenasas 
presentes en las células metabólicamente activas (Marshall et al., 1995). En este estudio 
se utilizó el kit comercial “CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay” 
que contiene metasulfato de fenazina (PMS) y sal de tetrazolio (MTS).

B. Test de Rojo neutro

La determinación de la viabilidad celular se realizó por una modificación del método 
de Fautz (Fautz et al., 1993), que está basado en la capacidad de las células vivas de 
captar el colorante rojo neutro (RN) por transporte activo e incorporarlo en sus lisosomas. 
Las células se incubaron durante 90 min a 37ºC con una solución de RN 50 µg/ml en PBS. 
Transcurrido este tiempo las células se lavaron con PBS y se añadió  medio de elución 
(ácido acético 50% v/v y etanol 1% v/v), para extraer el RN del interior de las células vivas 
que lo habían incorporado. La intensidad del color en el medio de elución se determinó en 
un lector de placas ELISA a una longitud de onda de 540 nm.

3.2.11.4. Determinación de la muerte celular por necrosis. Medida de la liberación de 
lactato deshidrogenasa (LDH)

A. Fundamento:

Durante la muerte celular por necrosis, se produce una liberación de la enzima 
lactato deshidrogenasa (LDH) al medio extracelular como consecuencia de la pérdida 
de la integridad de la membrana plasmática. En cultivos celulares, la relación entre la 
concentración de LDH en el medio y en el interior de la célula se considera un indicador del 
índice de necrosis. 

Esta enzima cataliza la oxidación reversible de lactato a piruvato:

Por ello, la medida espectrofotométrica de la variación en la concentración de NADH, 
permite terminar la actividad de esta enzima.

B. Procedimiento:

Una vez finalizado el proceso experimental indicado en el apartado 3.2.3.6, se 
determinó la actividad LDH tanto en lisados celulares (LDH intracelular), como en el medio 
de cultivo (LDH medio). En el caso de los lisados celulares la medida de la actividad LDH 

 
Esta enzima cataliza la oxidación reversible de lactato a piruvato: 

 

Lactato + NAD+   Piruvato + NADH 

 

Por ello, la medida espectrofotométrica de la variación en la concentración de 

NADH, permite terminar la actividad de esta enzima. 

 
 

LDH 
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se determinó en una solución que contenía 625 μl de Tris/NaCl/NADH, 125 μl de Tris/NaCl/
piruvato y 12,5 μl de lisado celular, mientras que la determinación en el medio de cultivo 
se llevó a cabo en una solución compuesta por 250 μl de Tris/NaCl, 312,5 μl de Tris/NaCl/
NADH, 62,5 μl de Tris/NaCl/piruvato y 250 μl de medio de cultivo. La disminución de la 
absorbancia a una longitud de onda de  340 nm se determinó durante 1 min, a 30 ºC.

Los resultados se expresan como la relación entre la actividad LDH liberada por las células 
al medio y la actividad LDH total: 

LDH medio / (LDH medio + LDH intracelular)

3.2.11.5. Determinación de proteínas totales 

Para medir la concentración total de proteínas se utilizó una modificación del método 
de Lowry (Lowry et al., 1951) realizada por Markwell (Markwell et al., 1978), basada en la 
reducción de las proteínas con cobre en medio alcalino y la posterior reducción del ácido 
fosfomolíbdico fosfotúngstico con las proteínas tratadas.

3.2.11.6. Determinación de radiactividad

La radiactividad del isótopo 14C se midió en un contador de centelleo líquido utilizando 
en cada medida 4 ml de líquido de centelleo.

3.2.11.7. Determinación de la actividad BVRα por HPLC-MS/MS

Para determinar la actividad de la BVRα se analizó la conversión de biliverdina IXα en 
bilirrubina IXα en oocitos que expresaban de forma heteróloga la BVRα humana.

El método utilizado se estableció a partir de protocolos para la medida de biliverdina 
IXα (Niittynen et al., 2003) y  bilirrubina IXα (De Matteis et al., 2006) mediante HPLC-MS/
MS previamente descritos  

Para la separación cromatográfica se empleó una columna de fase reversa HPLC 
Zorbax C18, 30 mm x 2,1 mm, 3,5 µm, termostatizada a 35ºC. Como fase móvil se utilizó 
una mezcla de metanol y agua en una relación 80:15 que contenía 5 mM de acetato 
amónico y 0,01% de ácido fórmico, pH 3,2. El flujo de trabajo fue de 0,3 ml/min y el volumen 
de inyección fue de 2 µl, en todos los casos.

La determinación de los niveles de biliverdina IXα y bilirrubina IXα en el triple 
cuadrupolo se llevó a cabo utilizando ionización positiva. Las condiciones de trabajo para 
la fuente iónica fueron: temperatura del gas (N2) 350ºC, flujo del gas 10 ml/min, presión 
del nebulizador 10 psi, voltaje 2.500 V. Se empleó el modo de trabajo MRM siguiendo 
la transición específica de los iones precursores (ión molecular - H+) 583,3 m/z para 
la  biliverdina IXα y 585,3 m/z para la  bilirrubina IXα, a los respectivos iones producto 
resultantes, 297,2 m/z y 299,2 m/z, para determinar la abundancia de estos dos pigmentos.
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Se construyeron rectas patrón para cada uno de estos dos compuestos mediante 
inyección de soluciones metanólicas con concentraciones de 0,02 a 5 µM. Los tiempos de 
retención de la biliverdina IXα y la bilirrubina IXα en este sistema fueron de 0,72 y 4,20 min 
respectivamente.

Se corrigió la concentración de cada uno de estos pigmentos a partir de su recta 
patrón por la recuperación obtenida para el estándar interno TC (84±2%), que se detectó 
siguiendo la transición específica de 514,3 m/z a 80,2 m/z. El tiempo de retención de TC 
fue de 1,4 min.

Preparación de las muestras

Para determinar el contenido de biliverdina IXα y bilirrubina IXα, los oocitos obtenidos 
siguiendo el protocolo indicado en el apartado 3.2.10.3 se procesaron individualmente en 
tubos eppendorf. Se añadieron 100 µl de solución de lisis/extracción (metanol:agua, 9:1) 
que contenía TC 0,5 µM, que se utilizó como estándar interno. Para su lisis, se sonicaron 
durante 3 min a máxima potencia y a 4ºC. A continuación, se centrifugaron a 20.000 xg 
durante 5 min a 4°C y se recogieron 70 µl del sobrenadante, que se analizaron mediante 
HPLC-MS/MS. 

3.2.11.8. Electroforesis en gel de agarosa 

Geles de agarosa desnaturalizantes

Para la preparación del gel se utilizó agarosa al 1% (p/v) con tampón MOPS 10x (10% 
v/v) y el formaldehído al 37% (18% v/v). La electroforesis se llevó a cabo en presencia de 
tampón MOPS 1x. Las muestras y el marcador de tamaños moleculares de ARN (0,5-10 
kb) se mezclaron con un volumen de solución de carga desnaturalizante (formamida 95% 
(p/v), azul de bromofenol 0,025% (p/v), xileno cianol 0,025% (p/v), AEDT 18 mM y SDS 
0,025% (p/v)) que contenía bromuro de etidio al 0,008% y se calentaron a 75ºC durante 10 
min. 

Geles de agarosa no desnaturalizantes

Para la preparación del gel se utilizó agarosa disuelta en TAE 1x al 1 o 2,5% (p/v), 
en función de los tamaños moleculares de las muestras a analizar. Se añadía reactivo 
SYBR Green I hasta conseguir una concentración 1/10.000 (v/v). El gel se colocaba en la 
cubeta de electroforesis con tampón TAE. Las muestras se mezclaron con 0,1 volúmenes 
de solución de carga (sacarosa 40% (p/v), azul de bromofenol 0,25 % (p/v) y xileno cianol 
0,25 % (p/v)) antes de depositarlas en el gel. Como patrón de tamaños moleculares de 
ADN se emplearon los estándares de 25 pb, 100 pb, 500 pb o 1 kb plus, según los casos. 
El gel se visualizaba en el equipo de análisis de imagen LAS-4000.
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3.2.12. Análisis estadístico

Para la expresión de los resultados se ha calculado la media y el error estándar de 
la media (EEM). 

Para calcular la significación estadística de la comparación entre dos medias se 
utilizó el test de la t de Student o el test de t de Student de valores apareados, según 
el caso. Para las comparaciones entre varios grupos se utilizó el test de comparaciones 
múltiples de Bonferroni. Las correlaciones lineales se obtuvieron por el método de los 
mínimos cuadrados.

El análisis estadístico se realizó en un ordenador Macintosh G5 (Apple Computer, 
Inc., Cupertino, EE.UU.). 
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4.1. ESTUDIO DE LOS CAMBIOS EN LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS ABC 
EN SITUACIONES DE ESTRÉS OXIDATIVO INDUCIDO POR AGENTES 
ENDÓGENOS Y XENOBIÓTICOS EN DISTINTOS TEJIDOS. IMPLICACIÓN DEL 
GENOMA MITOCONDRIAL

Las bombas ABC son proteínas integrales de membrana que transportan activamente 
sustratos de diversa naturaleza química. En mamíferos presentan un gran interés clínico, ya 
que se han encontrado alteradas en distintas patologías (Trauner et al., 2007; Wada et al., 
1998) y parecen jugar un papel destacado en el desarrollo de resistencia a la quimioterapia 
(Lage, 2003).

Estos transportadores están también implicados en una gran variedad de procesos 
fisiológicamente importantes. Así, participan en la regulación de la permeabilidad de la 
barrera hematoencefálica y la placenta, donde su expresión es especialmente alta (Klein 
et al., 1999). En hígado, tracto gastrointestinal y riñón, las bombas ABC desempeñan 
funciones de protección excretando tóxicos endógenos y xenobióticos (Leslie et al., 2005).

La expresión de estas proteínas está estrechamente regulada en condiciones 
fisiológicas y puede verse alterada en condiciones patológicas. En general, en este control 
intervienen múltiples factores como los niveles de constituyentes biliares, hormonas, 
metabolitos lipídicos, citoquinas pro-inflamatorias y muchos compuestos xenobióticos. Sin 
embargo, los mecanismos implicados responsables no se conocen en profundidad. A nivel 
transcripcional, la regulación parece estar controlada por distintos receptores nucleares 
como FXR, que actúa como sensor de ácidos biliares (ABs), y SHP que actúa como 
efector de FXR, mientras que PXR y CAR pueden ser activados por distintos fármacos y 
toxinas (Klaassen y Aleksunes, 2010). NRF2, un factor de transcripción que se activa en 
situaciones de estrés oxidativo, también está implicado en los cambios de expresión de 
proteínas ABC (Klaassen y Aleksunes, 2010). Además de la acción directa de receptores 
nucleares y factores de transcripción, los procesos de señalización retrógrada (ver apartado 
2.2), participan en la regulación de la expresión de estos transportadores (Hallstrom y 
Moye-Rowley, 2000; Pillay et al., 1998). De hecho, se ha sugerido que, puesto que las 
mitocondrias presentan una gran sensibilidad a la toxicidad inducida por compuestos 
endógenos y xenobióticos, estas rutas de señalización podrían jugar un papel fundamental 
en la activación de mecanismos de respuesta a situaciones de estrés químico (Erol, 2005), 
entre los que se incluye la modulación de la expresión de bombas exportadoras de la 
superfamilia ABC.

4.1.1. Estudio de los cambios en la expresión de proteínas ABC en respuesta al 
tratamiento con dosis subtóxicas de paracetamol

El paracetamol es un analgésico y antipirético de uso muy extendido. Se considera un 
fármaco de baja toxicidad y por eso es uno de los pocos medicamentos cuya administración 
se autoriza durante la gestación ya que, dentro del rango terapéutico, no presenta ningún 
efecto adverso ni en la madre ni en el feto (Scialli et al., 2010). 
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Este fármaco se metaboliza en el hígado mediante sulfatación y glucuronidación 
y sus metabolitos son eliminados por vía biliar y renal (James et al., 2003). A dosis 
terapéuticas sólo una pequeña proporción de paracetamol se metaboliza por el citocromo 
P450 formándose un metabolito reactivo, la N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI), que 
se elimina eficazmente tras su conjugación con glutatión (GSH). Sin embargo, tras la 
exposición a una dosis tóxica, la producción de NAPQI se incrementa tanto que se supera 
la capacidad de detoxificación del GSH y se une covalentemente a distintas proteínas 
(Nelson, 1990), causando un deterioro de la función hepática (Prescott, 1980) y alteraciones 
en otros tejidos como consecuencia de la producción hepática de metabolitos tóxicos (Gu 
et al., 2005).

En los procesos de fase III de detoxificación de este fármaco participan varias 
proteínas pertenecientes a la superfamilia ABC, como Mrp2, Mrp3, Mrp4 y Bcrp, que pueden 
transportar metabolitos de paracetamol conjugados con GSH, sulfato o ácido glucurónico 
(Zamek-Gliszczynski et al., 2005; Zamek-Gliszczynski et al., 2006). Distintos estudios 
realizados en roedores y en humanos muestran que el tratamiento con dosis tóxicas de 
paracetamol induce la expresión de estas proteínas pero también de otros miembros de 
esta superfamilia como Mdr1/MDR1 y Mrp1/MRP1 (Aleksunes et al., 2008b; Aleksunes et 
al., 2005; Barnes et al., 2007; Ghanem et al., 2004). 

Teniendo en cuenta la importancia de los transportadores ABC en los procesos de 
detoxificación del paracetamol y la limitada disponibilidad de datos sobre el efecto del 
tratamiento con dosis no tóxicas de este fármaco en la expresión de estas proteínas, el primer 
objetivo de esta Tesis Doctoral fue evaluar el efecto del tratamiento con dosis subtóxicas 
de paracetamol sobre la expresión de proteínas ABC a nivel hepático y extrahepático en 
humanos y en rata.  

4.1.1.1. Toxicidad del paracetamol en distintas líneas celulares humanas

Para llevar a cabo estos estudios seleccionamos distintas líneas celulares humanas 
de origen hepático (HepG2 y SK-Hep-1) y de otros tejidos implicados en el metabolismo y 
detoxificación del paracetamol, como intestino (LS 174T y Caco-2), riñón (HK-2) o placenta 
(BeWo, JAr y JEG-3).

El efecto del paracetamol sobre la viabilidad se determinó tras la exposición de las 
distintas líneas celulares a dosis crecientes de este fármaco durante 48 h (Figura RD1). 
Puesto que nuestra intención era analizar el efecto del paracetamol sobre la regulación de 
estos transportadores en ausencia de toxicidad, definimos “dosis subtóxica” como aquella 
inmediatamente inferior a la primera dosis ensayada  que reducía significativamente la 
viabilidad celular (Figura RD1). Dependiendo de la sensibilidad de cada una de las líneas 
celulares se seleccionó una dosis subtóxica de paracetamol, que fue 1 mM en el caso de 
las células HepG2, Caco-2, BeWo y JAr y 5 mM en el caso de las células SK-Hep-1, LS 
174T, HK-2 y JEG-3, para llevar a cabo los experimentos posteriores. 
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La mayor o menor sensibilidad de las distintas líneas celulares a la toxicidad inducida 
por el paracetamol podría deberse a diferencias en la actividad de las rutas metabólicas 
implicadas en los procesos de detoxificación, en los niveles de glutatión, o bien a los niveles 
de expresión de las distintas proteínas implicadas en el transporte de este fármaco.
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Figura RD1. Efecto del paracetamol sobre la viabilidad de distintas líneas celulares humanas derivadas 
de hepatoblastoma (HepG2),  carcinoma hepatocelular (SK-Hep-1), adenocarcinoma de colon (LS174T y 
Caco-2), túbulo proximal del riñón (HK-2), y coriocarcinoma (BeWo, JEG-3 y JAr). La viabilidad se determinó 
mediante el test de formazán tras exponer las células al fármaco durante 48 h y se expresó como porcentaje 
de células vivas con respecto a las células no tratadas. Los valores representan la media ± EEM de, al 
menos, 3 cultivos realizados por triplicado. *, p<0,05, comparando con la viabilidad de las células control 
mediante el test t de Student. Las flechas indican la concentración subtóxica seleccionada para cada una 
de las líneas celulares. 



O
bj

et
iv

os
In

tr
od

uc
ci

ón
M

at
er

ia
l y

 M
ét

od
os

R
es

ul
ta

do
s 

y 
D

is
cu

si
ón

C
on

cl
us

io
ne

s
B

ib
lio

gr
af

ía
En

gl
is

h 
Su

m
m

ar
y

Mª Ester González Sánchez

100

4.1.1.2. Efecto del tratamiento con dosis subtóxicas del paracetamol sobre la 
expresión de proteínas ABC en líneas celulares humanas

Una vez seleccionada la dosis subtóxica de paracetamol para cada una de las líneas 
celulares, nuestro siguiente paso fue determinar su efecto sobre la expresión de aquellas 
proteínas ABC cuya expresión puede modificarse en respuesta al tratamiento con dosis 
tóxicas de este fármaco (ver apartado 4.1.1). Para ello, las células se trataron durante 48 
h con la dosis subtóxica seleccionada y los niveles de expresión de los transportadores se 
determinaron mediante RT-QPCR (Figura RD2). 

En el caso de MDR1 (gen ABCB1) (Figura RD2-A), los niveles de expresión génica 
aumentaron con el tratamiento en las líneas celulares de origen intestinal, renal y hepático, 
siendo el cambio más llamativo la inducción de este transportador en la línea hepática SK-
Hep-1, a pesar de que su expresión basal en esta línea celular es muy baja. Sin embargo, 

Figura 2
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Figura RD2. Niveles relativos de ARNm de MDR1 (A), BCRP (B), MRP1 (C), MRP2 (D), MRP3 (E) y MRP4 
(F) en líneas celulares humanas derivadas de hepatoblastoma (HepG2), carcinoma hepatocelular (SK-
Hep-1), adenocarcinoma de colon (LS 174T y Caco-2), túbulo proximal del riñón (HK-2), y coriocarcinoma 
(BeWo, JEG-3 y JAr) tratadas o no (control) con dosis subtóxicas de paracetamol durante 48 h, determinados 
mediante RT-QPCR. Los valores se expresan como porcentaje del calibrador utilizado, que fue hígado 
humano para MDR1 y MRP2, riñón humano para MRP3 y MRP4 y placenta humana para MRP1 y BCRP y 
son media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados por triplicado. *, p<0,05, comparando con las células 
control mediante el test t de Student.
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no se encontraron cambios en ninguna de las líneas de origen placentario. La expresión de 
BCRP (gen ABCG2), se incrementó en las células SK-Hep-1 tras el tratamiento, mientras 
que se redujo en la línea de origen placentario JEG-3 (Figura RD2-B). En cuanto a los 
transportadores pertenecientes a la familia ABCC, los cambios observados fueron diversos. 
La expresión de MRP1 (gen ABCC1) (Figura RD2-C) no se modificó en ninguna de las 
líneas celulares estudiadas, mientras que los niveles de expresión de MRP2 (gen ABCC2) 
aumentaron en las células JEG-3 y disminuyeron en las células HK-2 tras el tratamiento 
(Figura RD2-D). Por otra parte los niveles de expresión de  MRP3 (gen ABCC3) en células 
SK-Hep-1 y Caco-2 (Figura RD2-E) y los de MRP4 (gen ABCC4) en células SK-Hep-1 y 
HK-2 (Figura RD2-E) disminuyeron tras la exposición al paracetamol.

Diversos estudios realizados en roedores indican que la exposición repetida a 
dosis subtóxicas de este fármaco ejerce un efecto protector frente a su toxicidad tanto en 
hígado como en intestino. Este fenómeno de resistencia al paracetamol, conocido como 
autoprotección, también se ha descrito en humanos (Aleksunes et al., 2008a; Dalhoff et al., 
2001; Ghanem et al., 2009; Ghanem et al., 2005; Shayiq et al., 1999). Parece que entre los 
mecanismos que pueden estar implicados en el desarrollo de esta resistencia a la toxicidad 
del paracetamol se incluye el aumento de la expresión de proteínas transportadoras que 
participan en los procesos de detoxificación de este fármaco, previniendo así la acumulación 
de compuestos potencialmente tóxicos a nivel hepático (Aleksunes et al., 2008a). Este es el 
caso de Mdr1, cuyos niveles de expresión en roedores aumentan tras la exposición a dosis 
tóxicas del paracetamol. En nuestro estudio, los niveles de ARNm de MDR1 aumentaron 
en las dos líneas celulares hepáticas estudiadas, pero también en las células derivadas 
de riñón e intestino, mientras que en el caso de las líneas de placenta, en las que se ha 
descrito que los niveles de expresión de este transportador son reducidos (Serrano et al., 
2007), no se observó ningún cambio significativo (Figura RD2-A). Aunque los estudios de 
toxicidad del paracetamol a nivel extrahepático son limitados, un trabajo reciente indica 
que el tratamiento con dosis subtóxicas de este fármaco induce la expresión de Mdr1 en el 
intestino de rata (Ghanem et al., 2011), lo que concuerda con el aumento en los niveles de 
ARNm de este transportador detectado en las células LS 174T y Caco-2 (Figura RD2-A) en 
nuestro estudio. En el caso de la línea celular hepática SK-Hep-1 observamos además un 
aumento en los niveles de expresión de BCRP (Figura RD2-B), al igual que se ha descrito 
en muestras hepáticas de pacientes con sobredosis de paracetamol (Barnes et al., 2007). 

En cuanto a las proteínas pertenecientes a la familia ABCC sólo observamos un 
aumento en los niveles de expresión de MRP2 en una de las líneas derivadas de placenta, 
JEG-3, lo que sugiere que este transportador podría estar implicado en los procesos de 
eliminación de este compuesto desde el compartimento fetal a la sangre materna (Figura 
RD2-D). A pesar de que se ha descrito que la expresión de la mayor parte de los miembros 
de esta familia se induce en respuesta al tratamiento con dosis tóxicas de paracetamol 
(Klaassen y Aleksunes, 2010), los resultados obtenidos en nuestro estudio indican que, 
el tratamiento con dosis subtóxicas de este fármaco en líneas celulares humanas no 
modifica los niveles de expresión, como es el caso de MRP1 (Figura RD2-C), o los reduce, 
como ocurre con MRP3 y MRP4 (Figura RD2-E y F). La expresión de estos dos últimos 
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transportadores, en la membrana basolateral de los hepatocitos, favorece la eliminación de 
los metabolitos de paracetamol por vía urinaria (Manautou et al., 2005; Zamek-Gliszczynski 
et al., 2006), por lo que una reducción en sus niveles de expresión podría indicar que, el 
tratamiento con dosis subtóxicas de este fármaco, induce una reducción en los procesos 
de eliminación por vía renal. Esto podría explicar la disminución de la expresión de MRP2 
en la línea celular HK-2 derivada de riñón que hemos encontrado en nuestro estudio.

4.1.1.3. Efecto del tratamiento con dosis subtóxicas de paracetamol sobre la 
funcionalidad de proteínas ABC en líneas celulares humanas

Para determinar el efecto de los cambios de expresión de las proteínas ABC, 
inducidos por el tratamiento con paracetamol, sobre su funcionalidad, se analizó mediante 
citometría de flujo su capacidad para exportar rodamina 123, un sustrato específico de 
MDR1, calceina, un sustrato compartido por las isoformas de ABCC MRP1-4 y BODIPY-
prazosina, un sustrato específico de BCRP. El eflujo de estos sustratos fluorescentes se 
analizó en las distintas líneas celulares humanas en presencia o ausencia de verapamilo, 
fumitremorgina C (FTC) o probenecid, inhibidores específicos del transporte mediado por 
estas proteínas (Figura RD3). Los resultados obtenidos en estos estudios funcionales 
concuerdan con los cambios de expresión detectados mediante RT-QPCR. 

En el caso de las líneas celulares HepG2, LS 174T, Caco-2 y HK-2, en las que la 
expresión de MDR1 se inducía en respuesta al tratamiento con paracetamol, se observó un 
transporte específico de rodamina 123 mediado por MDR1 y por tanto sensible al efecto del 
verapamilo (Summers et al., 2004; Syvanen y Hammarlund-Udenaes, 2010). Sin embargo, 
el transporte de este sustrato aumentó únicamente en las líneas HepG2 y LS 174T tras el 
tratamiento con paracetamol (Figura RD3-A).

La capacidad transportadora de BCRP se determinó mediante el estudio del eflujo del 
sustrato BODIPY-prazosina en presencia de un inhibidor específico del transporte mediado 
por esta proteína ABC, la FTC (Rabindran et al., 1998; Rabindran et al., 2000). El transporte 
de este sustrato se detectó en las líneas celulares HepG2, HK-2 y en las tres líneas 
celulares de origen placentario BeWo, JAr y JEG-3 (Figura RD3-B). Tras el tratamiento 
con paracetamol se observó una reducción en la actividad transportadora de BCRP en las 
líneas celulares placentarias y en las células HK-2, aunque sólo fue significativa en el caso 
de las células BeWo y JEG-3. 

Finalmente, el transporte de calceína mediado por los transportadores pertenecientes 
a la subfamilia ABCC y por tanto sensible a la actividad inhibitoria del probenecid (Gollapudi 
et al., 1997) se observó en las líneas celulares LS 174T y HK-2. En esta última línea celular, 
de origen renal, el eflujo de calceína se redujo tras el tratamiento con paracetamol (Figura 
RD3-C). El descenso de los niveles de expresión de MRP2 y MRP4 detectado mediante 
RT-PCR podría explicar la reducción en el eflujo de calceína detectada en esta línea celular. 
Estos resultados refuerzan la idea de que en humanos, el tratamiento con dosis subtóxicas 
de paracetamol podría reducir la eliminación de sus metabolitos por vía renal.
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 Figura RD3. Efecto del tratamiento con dosis subtóxicas de paracetamol durante 48 h sobre el eflujo de  

rodamina 123 (A), BODIPY-prazosina (B) y calceína (C), mediado por proteínas ABC, en líneas celulares 
humanas derivadas de hepatoblastoma (HepG2), carcinoma hepatocelular (SK-Hep-1), adenocarcinoma 
de colon (LS174T y Caco-2), túbulo proximal del riñón (HK-2), y coriocarcinoma (BeWo, JEG-3 y JAr). 
Después de 30 min de incubación a 37ºC con los sustratos correspondientes, las células se incubaron en 
presencia o ausencia de los siguientes inhibidores específicos del transporte mediado por proteínas ABC: 
verapamilo 10 μM (A, MDR1), fumitremorgina C 5 μM (B, BCRP) o probenecid 500 μM (C, MRPs) durante 
30 min a 37ºC y se analizaron mediante citometría de flujo. Los valores  son  la media ± EEM de, al menos, 
3 cultivos realizados por triplicado y reflejan los cambios en la fluorescencia media en comparación con 
los encontrados al final del periodo de incubación con los sustratos. *, p<0,05, comparando con las células 
control; †, p < 0,05, comparando con los valores de eflujo en ausencia de inhibidor mediante el método de 
Bonferroni.
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4.1.1.4. Efecto del tratamiento con dosis subtóxicas de paracetamol sobre la expresión 
de proteínas ABC en ratas gestantes

Puesto que el metabolismo y el efecto tóxico del paracetamol son muy similares en 
roedores y en humanos, la mayor parte de los estudios in vivo sobre la toxicidad de este 
fármaco se han llevado a cabo utilizando modelos animales de rata o ratón.

En nuestro caso, quisimos analizar si los resultados obtenidos en las líneas celulares 
humanas eran similares a los que se obtendrían utilizando ratas sometidas a un tratamiento 
con dosis subtóxicas de paracetamol.

Para ello, utilizamos ratas Wistar gestantes, en las que podíamos analizar el efecto 
del tratamiento con paracetamol sobre la expresión de proteínas ABC no sólo en tejidos 
implicados en el metabolismo de este fármaco sino también en placenta, donde estos 
transportadores participan en procesos de eliminación de sustancias potencialmente 
tóxicas para el feto. Para llevar a cabo este estudio, los animales se trataron durante los 
días 18, 19 y 20 de gestación con 0,4 g/kg/día de paracetamol, una dosis subtóxica en 
esta especie (Ghanem et al., 2009). El día 21, una vez que la gestación llegó a término, se 
recogieron los distintos tejidos de interés para el análisis de la expresión génica mediante 
RT-QPCR. 

En estos animales, los niveles de expresión de Mdr1 en hígado y en riñón no eran 
muy elevados, mientras que en íleon, colon y placenta su expresión era mayor (Figura 
RD4-A). Tras el tratamiento con dosis subtóxicas de paracetamol los tres últimos días 
de la gestación, los niveles de expresión de este transportador aumentaron ligeramente, 
aunque no de forma estadísticamente significativa, en hígado, yeyuno, riñón y placenta. 
El aumento en la expresión de Mdr1, detectado en el íleon de ratas tratadas con este 
fármaco, sí fue estadísticamente significativo. Sin embargo, en duodeno, se observó una 
ligera disminución en la expresión de Mdr1 tras el tratamiento.

El nivel basal de expresión de Mrp1 era especialmente elevado en placenta (razón 
por la que se seleccionó para su uso como calibrador en este caso) y en colon, tejidos en 
los que, además, el tratamiento con paracetamol indujo la expresión de este transportador 
(Figura RD4-B). En el resto de los tejidos estudiados, en los que los niveles basales de 
expresión eran mucho menores, el tratamiento indujo un ligero aumento en la expresión 
de este transportador, que en ningún caso llegó a ser estadísticamente significativo (Figura 
RD4-B). En hígado, el tratamiento con paracetamol no modificó la expresión de Mrp1 
(Figura RD4-B). A excepción del tejido hepático, que se utilizó como calibrador para los 
estudios de expresión de Mrp2, el resto de tejidos analizados presentaba una limitada 
expresión de Mrp2 y en ningún caso se modificó por efecto del tratamiento.
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La administración de paracetamol tampoco modificó de forma estadísticamente 
significativa los niveles de expresión de Mrp3 y Mrp4 en ninguno de los tejidos estudiados, 
aunque sí indujo ligeramente la expresión de Mrp3 en hígado y yeyuno, y de Mrp4 en riñón.
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Figura RD4. Niveles relativos de ARNm de Mdr1, Mrp1, Mrp2, Mrp3 y Mrp4  en hígado, intestino, riñón y 
placenta de ratas gestantes a término tratadas con dosis subtóxicas de paracetamol, determinados por 
RT-QPCR. Los animales se trataron o no (control) con una dosis subtóxica de paracetamol (0,4 g/kg) los 
días 18, 19 y 20 de la gestación. Los valores se expresan como porcentaje del calibrador utilizado, que 
fue hígado de rata para MDR1 y MRP2, riñón de rata para MRP3 y MRP4 y placenta de rata para MRP1 y 
BCRP y son media ± EEM de, 4 ratas gestantes y 9 placentas por cada grupo. *, p<0,05, comparando con 
animales control no tratados mediante el test t de Student.
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En estudios previos realizados en ratas tratadas con dosis subtóxicas de paracetamol 
se ha observado una inducción de los niveles hepáticos de Mrp3, que se ha relacionado con 
el desarrollo de resistencia a la toxicidad inducida por este fármaco, ya que disminuye su 
recirculación en el sistema enterohepático (Ghanem et al., 2009). Además de este cambio 
detectado a nivel hepático, también se ha descrito un incremento de los niveles de Mrp1 en 
el intestino (Ghanem et al., 2011). Sin embargo, en nuestro estudio, sólo hemos observado 
un ligero aumento en los niveles de expresión de Mrp1 en intestino delgado, colon y riñón, 
que sólo fue estadísticamente significativo en estos dos últimos tejidos. La expresión de 
Mrp3 también aumentó en hígado aunque sólo de forma moderada. Estas discrepancias 
entre nuestros resultados y los datos existentes en la bibliografía pueden ser debidas al 
modelo de estudio utilizado, ya que, en los estudios realizados hasta el momento se han 
utilizado ratas macho, mientras que en nuestro estudio los animales eran ratas gestantes. 
Por tanto, estas diferencias podrían deberse a la distinta sensibilidad de los animales al 
efecto tóxico del paracetamol en función del sexo o del estado de gestación. 

En este sentido, existen datos que indican que los niveles basales de expresión de 
Mrp2 en hígado y Mrp3 en hígado y riñón son mayores en ratas hembras que en machos 
(Lu y Klaassen, 2008). Estos dos transportadores están implicados en los procesos 
de excreción de los derivados glucuronados de paracetamol a través de la membrana 
canalicular de los hepatocitos, en el caso de Mrp2, y a través de la membrana sinusoidal en 
el caso de Mrp3 (Ghanem et al., 2005). A pesar de que los conjugados de paracetamol con 
ácido glucurónico no son tóxicos, el aumento en la expresión de estos dos transportadores 
confiere una mayor protección frente a la toxicidad inducida por este compuesto. En ratones 
se ha observado una mayor resistencia a la hepatotoxicidad inducida por paracetamol en 
hembras que en machos (Masubuchi et al., 2011).  

El proceso de gestación también podría contribuir a las diferencias que hemos 
observado, ya que, en un estudio reciente llevado a cabo en ratones, se ha observado que 
la inducción de la expresión de distintas proteínas ABC mediada por el tratamiento con 
estreptozotocina no aparece o es muy limitada en animales gestantes (Aleksunes et al., 
2013).

Para completar nuestro estudio, analizamos los niveles de expresión de Bcrp, que 
resultaron ser especialmente elevados en intestino delgado y en colon. El tratamiento con 
paracetamol redujo sus niveles de expresión en duodeno, mientras que en íleon tuvo el 
efecto opuesto (Figura RD5-A). A pesar de que los niveles basales de expresión de Bcrp 
en placenta eran menores que los detectados en intestino delgado y colon, el cambio más 
destacado en su expresión se produjo precisamente en este tejido, en el que sus niveles 
prácticamente se duplicaron (Figura RD5-B). 
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Figura RD5. Efecto del tratamiento con paracetamol sobre los niveles relativos de ARNm de Bcrp en 
hígado, intestino y riñón (A) y placenta (B) de ratas gestantes a término determinados por RT-QPCR. Las 
ratas fueron tratadas o no (control) con una dosis subtóxica de paracetamol (0,4 g/kg) los días 18, 19 
y 20 de la gestación. Los resultados se expresan como porcentaje del calibrador utilizado, placenta de 
rata (A). Western blot de Bcrp en placentas de rata tratadas o no con paracetamol  (C). Los resultados se 
expresan como valores de densidad óptica relativa integrada (RIOD) después de normalizar con la Gapdh 
(100%) (C). Los valores  son media ± EEM de, 4 ratas gestantes y 9 placentas por cada grupo. *, p<0,05, 
comparando con animales control no tratados mediante el test t de Student. *, p<0,05, comparando con las 
células control mediante el test t de Student.
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El transporte mediado por proteínas ABC es uno de los principales mecanismos 
implicados en los procesos de excreción de sustancias potencialmente tóxicas en la 
placenta. Por ello, no es extraño que distintos fármacos puedan modular la expresión de 
estos transportadores en este tejido. Así, se ha descrito que la dexametasona, que se 
administra en gestaciones con riesgo de parto prematuro, puede aumentar los niveles de 
ARNm de MRP1 en líneas celulares humanas derivadas de placenta (Pavek et al., 2007). 
También el saquinovir, un antirretroviral utilizado en el tratamiento frente al VIH, induce la 
expresión de MDR1 en cultivos primarios de trofoblastos (Beghin et al., 2010). En nuestro 
estudio, el tratamiento con paracetamol indujo la expresión de Mrp1 y Bcrp en placenta de 
rata (Figura RD4). En el caso de las líneas celulares humanas de origen placentario, este 
tratamiento modificó la expresión de algunos transportadores ABC sólo en las células JEG-
3 (Figura  RD2). 

El aumento en los niveles de expresión de BCRP en hígado se ha descrito previamente 
en pacientes con sobredosis de paracetamol (Barnes et al., 2007). Aunque en dicho 
estudio los niveles de ARNm de BCRP estaban aumentados, sólo se observaba un cambio 
significativo en los niveles de proteína. Por ello, decidimos confirmar el cambio en los 
niveles de expresión de Bcrp en placenta mediante Western blot (WB). Sorprendentemente, 
y a pesar de la inducción observada en los niveles de ARNm tras el tratamiento con 
paracetamol, la expresión de este transportador a nivel de proteína se reducía en este tejido 
(Figura RD5-C). Cabe destacar, que en la línea celular JEG-3 derivada de placenta también 
se observó una reducción en la expresión de BCRP tras el tratamiento con paracetamol 
(Figura RD2-B) y que, su actividad transportadora se redujo tras el tratamiento con esté 
fármaco en este línea celular y en las células BeWo, también de origen placentario. Esta 
disminución en los niveles de proteína de Bcrp podría deberse a un aumento en su tasa 
de degradación. En un estudio reciente se ha descrito que la reducción de los niveles de 
glutatión (GSH) puede aumentar el proceso de degradación proteica de Mrp2 en hígado de 
rata (Sekine et al., 2012). Puesto que una de las principales consecuencias de la toxicidad 
del paracetamol es la reducción de los niveles intracelulares de GSH por el aumento de 
producción de NAPQI, este mecanismo también podría estar implicado en la reducción de 
los niveles de proteína de Bcrp en placenta de rata. En este sentido, hay que señalar que 
en placenta se ha detectado la expresión de la enzima CYP2E1 (Carpenter et al., 1997), 
que contribuye a la generación de NAPQI en el hígado (Manyike et al., 2000). Además, los 
niveles de GSH en placenta de rata son 10 veces inferiores a los encontrados en hígado 
materno (Perez et al., 2005; Perez et al., 2006), por lo que la producción de NAPQI en 
bajas cantidades podría disminuir los ya de por sí reducidos niveles de GSH y contribuir a 
los procesos de degradación proteica. 

Un trabajo reciente llevado a cabo en nuestro grupo de investigación ha demostrado 
que Bcrp juega un papel fundamental en la barrera placentaria ya que está involucrada 
en el transporte de compuestos potencialmente tóxicos (Marin et al., 2004), como los 
ABs (Blazquez et al., 2012). Por ello, esta reducción en los niveles de expresión de Bcrp 
podría comprometer la funcionalidad de la barrera placentaria y permitir la acumulación de 
sustancias tóxicas en el compartimento fetal. 
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4.1.1.5. Papel de NRF2 en la regulación de la expresión de proteínas ABC en respuesta 
al tratamiento con dosis subtóxicas de paracetamol

Puesto que en los estudios llevados a cabo en ratas gestantes los cambios más 
destacados se observaron en placenta, decidimos analizar los mecanismos que pueden 
estar implicados en la regulación de la expresión de las proteínas ABC en respuesta al 
tratamiento con paracetamol en este tejido.

En la regulación de la expresión de las proteínas ABC están implicados distintos 
receptores nucleares y factores de transcripción (Klaassen y Aleksunes, 2010) que podrían 
jugar un papel fundamental en los mecanismos celulares de respuesta a la toxicidad 
inducida por paracetamol. Sin embargo, aún no se han identificado con exactitud los 
elementos reguladores que participan en la modulación de la expresión de estas proteínas 
en respuesta al tratamiento con este fármaco.    

Aunque se ha propuesto la participación de los receptores nucleares PXR y CAR en 
los mecanismos de respuesta a la toxicidad inducida por este fármaco (Mottino y Catania, 
2008), la expresión de estas proteínas reguladoras en placenta de rata es muy baja (St-
Pierre et al., 2004). Sin embargo, en nuestro estudio encontramos que Nrf2, un factor de 
transcripción implicado en la modulación de la expresión de proteínas ABC en situaciones 
de estrés oxidativo y/o químico, entre las que se encuentra la intoxicación por paracetamol, 
si se expresa en este tejido (Figura RD6-A y B).

En ratas gestantes, el tratamiento con dosis subtóxicas de paracetamol indujo la 
expresión del ARNm de Nrf2 de forma moderada pero estadísticamente significativa. Estos 
mismos resultados se observaron en las células JEG-3 de placenta humana, mientras que 
en las otras dos líneas de origen placentario, BeWo y JAr, el tratamiento no modificó los 
niveles de expresión de este factor de transcripción (Figura RD6-A).

A pesar de que en nuestros estudios hemos utilizado dosis de paracetamol que no 
tienen efectos tóxicos a nivel hepático, la activación de Nrf2 en la placenta podría indicar 
que en este tejido estas dosis sí producen una cierta agresión química. Esto podría deberse 
a los bajos niveles de GSH en la placenta de rata (Perez et al., 2005; Perez et al., 2006) 
que, como se comentó anteriormente, juega un papel fundamental en los procesos de 
detoxificación del NAPQI. Este aumento en los niveles de expresión de Nrf2 en placenta de 
rata podría estar implicado en la inducción de la expresión génica de Mrp1 y Bcrp (Figura 
RD6 B-C), ya que distintos estudios indican que este factor de transcripción puede modular 
la expresión de estas dos proteínas (Hayashi et al., 2003; Jigorel et al., 2006; Singh et al., 
2010). 
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Figura RD6. Efecto del tratamiento con paracetamol sobre los niveles relativos del ARNm de NRF2 en 
células humanas de origen placentario (A) y en placenta de rata a término (B). Relación entre los niveles 
de expresión relativa de Nrf2 y Abcc1 (C) o Abcg2 (D) en placenta de rata. Las líneas celulares humanas 
derivadas de placenta se incubaron con una dosis subtóxica de paracetamol durante 48 h. Los animales 
fueron tratados o no (Control) con una dosis subtóxica de paracetamol (0,4 g/kg) los días 18, 19 y 20 de 
la gestación. Los niveles de ARNm se determinaron por RT-QPCR y los resultados se expresan como 
porcentaje del calibrador utilizado, que fue hígado humano o de rata (NRF2/Nrf2) o placenta de rata (Abcc1 
y Abcg2). Los valores son media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados por triplicado o 9 placentas por 
grupo. *, p<0,05, comparando con las células o animales control no tratados mediante el test t de Student. 
Las correlaciones entre los niveles de ARNm de Nrf2 y Abcc1 (C) o Abcg2 (D) se calcularon utilizando el 
método de mínimos cuadrados. 
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4.1.1.6. Efecto del tratamiento con dosis subtóxicas del paracetamol sobre la 
funcionalidad de la barrera placentaria de rata

Como se ha mencionado anteriormente, una de las funciones de las proteínas ABC en 
la placenta es su participación en la barrera placentaria. Por otra parte, y  como ya hemos 
mencionado, el paracetamol es el analgésico de elección durante la gestación, por su baja 
toxicidad (Scialli et al., 2010) a pesar de su capacidad para atravesar la barrera placentaria 
(Wilkes et al., 2005). Sin embargo, los datos obtenidos en nuestro estudio indican que este 
fármaco puede modificar la expresión de proteínas transportadoras en la placenta y por 
tanto podría limitar su función protectora. Este hecho podría ser especialmente importante 
en ciertas patologías en las que se produce un acúmulo de sustancias potencialmente 
tóxicas en el compartimento fetal.

Una de estas patologías es la colestasis materna, una enfermedad generalmente 
benigna para la madre, pero que puede tener graves consecuencias sobre el feto por 
la acumulación de ABs potencialmente tóxicos (Perez y Briz, 2009). Un estudio reciente 
llevado a cabo en nuestro grupo de investigación indica que Bcrp, una de las proteínas 
ABC con mayor importancia en la placenta, juega un papel fundamental en el transporte 
de ABs desde el compartimento fetal hasta la sangre materna (Blazquez et al., 2012). La 
posterior eliminación de estos compuestos está mediada fundamentalmente por el  hígado 
materno, con una pequeña contribución del riñón, que participa en la eliminación de las 
especies sulfatadas y glucuronidadas (Frohling y Stiehl, 1976).

Puesto que durante nuestro estudio hemos observado que el tratamiento con dosis 
subtóxicas de paracetamol reduce la capacidad transportadora de Bcrp en líneas celulares 
derivadas de placenta humana, y los niveles de expresión de esta proteína  en la placenta 
de ratas gestantes, decidimos analizar el efecto del tratamiento con este fármaco sobre la 
acumulación de ABs en el compartimento fetal en una situación de colestasis gestacional.

Para ello, los animales, tratados con dosis subtóxicas de paracetamol los tres días 
anteriores al parto, fueron sometidos a una ligadura del conducto biliar común el día 19 de 
la gestación para simular una situación de colestasis obstructiva (Macias et al., 2000). Para 
poder determinar la acumulación de ABs en los distintos tejidos fetales y maternos, el “pool” 
de ABs se marcó radiactivamente con 14C-AGC (ácido glicocólico) un día antes del parto. 

Como se observa en la Figura RD7, la colestasis materna indujo la acumulación 
de ABs en el suero y en todos los tejidos maternos estudiados. Tras el tratamiento con 
paracetamol, la acumulación de ABs en el riñón materno se incrementó (Figura RD7-A). 
Durante la colestasis aumentan los procesos de excreción de ABs a través de la orina 
(Tanaka et al., 2002), por lo que la mayor acumulación de estos compuestos tras el 
tratamiento con paracetamol podría indicar que de alguna forma este fármaco limita la 
excreción renal de estos compuestos. En el resto de los tejidos maternos, el tratamiento 
con este fármaco no modificó los niveles de ABs (Figura RD7-A), al igual que ocurrió en el 
suero materno (Figura RD7-B).
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En cuanto a los fetos, la colestasis aumentó la concentración de ABs en todos los 
tejidos estudiados y también en suero (Figuras  RD7-C y D). Este aumento fue aún mayor 
en los fetos de madres colestáticas tratadas con paracetamol, especialmente en hígado 
y placenta (Figuras  RD7-C). Los niveles de ABs en el suero de los fetos de madres 
colestáticas tratadas con paracetamol también fueron superiores a los detectados en los 
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Figura RD7. Efecto del tratamiento con paracetamol sobre la distribución de ácidos biliares (ABs) en  suero 
y tejidos maternos (A, B) y fetales (C, D) en ratas gestantes a término. Los animales fueron tratados o 
no (control) con una dosis subtóxica de paracetamol (0,4 g/kg) los días 18, 19 y 20 de la gestación. La 
inducción de colestasis obstructiva materna (CM) se llevó a cabo mediante ligadura y sección quirúrgica del 
conducto biliar común el día 19 de la gestación. A los animales del grupo sham (Sh) se les provocó estrés 
quirúrgico mediante manipulación del conducto biliar sin obstruirlo. Para marcar el “pool” de ABs materno 
se administró una dosis de [14C]- ácido glicocólico (AGC)  de 400 nmol a las ratas gestantes el día 20 de la 
gestación. Los valores son la media ± EEM de, 4 ratas gestantes y 12 placentas por cada grupo. *, p<0,05, 
comparando con animales control no tratados; †, p<0,05 comparando animales con colestasis materna 
(CM) con animales del grupo Sham (Sh) mediante el método de Bonferroni.



O
bjetivos

Introducción
M

aterial y M
étodos

R
esultados y D

iscusión
C

onclusiones
B

ibliografía
English Sum

m
ary

Resultados y Discusión

113

fetos de madres a las que no se les había administrado ningún tratamiento farmacológico 
(Figuras  RD7-D). Este aumento en los niveles de ABs en los distintos tejidos fetales como 
consecuencia del tratamiento con paracetamol es de gran relevancia clínica puesto que de 
ocurrir en humanos podría favorecer la mayor incidencia de patologías fetales asociadas 
a la hipercolanemia materna. Estudios realizados en placenta e hígado fetal de rata 
indican que la acumulación de ABs hidrofóbicos en estos tejidos altera los mecanismos 
de defensa antioxidante generando daño oxidativo, que conduce a la activación de la ruta 
intrínseca de apoptosis (Perez et al., 2005). Además, se ha descrito que la acumulación 
de ácido taurocólico puede alterar la funcionalidad cardiaca en fetos de ratas colestáticas 
produciendo arritmias, que se han propuesto como la principal causa de muerte fetal 
asociada a la colestasis gravídica (Williamson et al., 2001). En un estudio reciente se ha 
demostrado que los ABs también pueden inducir daño pulmonar en niños recién nacidos 
hijos de madres colestáticas. En estas situaciones, los ABs acumulados en el suero de los 
recién nacidos pueden ser captados por el tejido pulmonar, donde podrían estar implicados 
en el desarrollo de distintos tipos de neumonía (Zecca et al., 2008).

En resumen, durante la colestasis gravídica el aumento de los niveles de ABs en el 
suero materno o hipercolanemia, da lugar a la acumulación de estos compuestos en el 
compartimento fetal (Figura RD-8). En respuesta a esta situación se produce un aumento 
de la excreción de ABs en la placenta, mediado fundamentalmente por Bcrp (Figura RD-8). 
Sin embargo, en ratas tratadas con paracetamol, se produce una reducción de los niveles 
de expresión de este transportador en placenta, y como consecuencia, los niveles de ABs 
a los que se ve expuesto el feto aumentan (Figura RD7-C y D), lo que podría comprometer 
la salud del fetal. 

Por tanto, durante la gestación, el tratamiento con dosis de paracetamol no tóxicas para 
la madre puede alterar la funcionalidad de la barrera placentaria y disminuir su capacidad 
para prevenir la acumulación de compuestos potencialmente tóxicos en el compartimento 
fetal. Este hecho puede ser especialmente importante en ciertas patologías que aparecen 
asociadas a la gestación como es el caso de la colestasis gravídica. 
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Figura RD8. Esquema del efecto del paracetamol sobre el principal mecanismo de eliminación de ácidos 
biliares (ABs) desde el compartimento fetal hasta la sangre materna a través de la placenta.
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4.1.2. Papel del genoma mitocondrial en la regulación de la expresión de proteínas 
ABC en situaciones de estrés oxidativo 

Como se comentó anteriormente, la expresión de distintas proteínas ABC en la 
membrana plasmática de los hepatocitos es un factor clave en sus funciones de secreción 
y excreción.

La regulación de su expresión a nivel transcripcional, se debe en parte a la acción 
de distintos receptores nucleares y factores de transcripción (Klaassen y Aleksunes, 2010). 
Además, los procesos de señalización retrógrada, activados por la alteración de la función 
mitocondrial, también pueden participar en la regulación de la expresión de estas proteínas 
(Hallstrom y Moye-Rowley, 2000; Pillay et al., 1998). Sin embargo, a pesar de que las 
mitocondrias presentan una gran sensibilidad a la toxicidad inducida por compuestos 
endógenos y xenobióticos, su papel en la modulación de la expresión de bombas 
exportadoras ABC en respuesta al estrés químico no se ha estudiado en profundidad.

La señalización retrógrada participa en la regulación de la expresión del transportador 
de membrana ABC Pdr5p implicado en el fenotipo MDR en levaduras, a través de los 
factores de transcripción Pdr1p y Pdr3p (Hallstrom y Moye-Rowley, 2000). Aunque en 
células humanas estas rutas de señalización no se han estudiado en profundidad sí se ha 
descrito un aumento de expresión de MDR1 y MRP1 en células de hepatoma desprovistas 
de su genoma mitocondrial (Ling et al., 2012).

Por ello, el segundo objetivo de esta Tesis Doctoral fue analizar el papel del 
genoma mitocondrial en los mecanismos de regulación de la expresión de proteínas 
ABC en situaciones de estrés químico y oxidativo inducido por compuestos endógenos 
potencialmente tóxicos, los ABs, y agentes xenobióticos, como el paracetamol.

4.1.2.1. Modelo experimental: Células desprovistas de ADN mitocondrial

Para llevar a cabo este estudio, utilizamos la sublínea celular Hepa 1-6 Rho-,  
parcialmente desprovista de ADNmt, derivada de la línea de hepatoma de ratón Hepa 1-6, 
a la que a partir de ahora nos referiremos como “wild type” (WT).

Esta sublínea celular había sido obtenida previamente en nuestro laboratorio mediante 
el tratamiento a largo plazo con dosis bajas de bromuro de etidio (BrEt) (Gonzalez-Loyola, 
2009). Como se observa en la Figura RD9, el tratamiento con este compuesto redujo los 
niveles de expresión del ARN ribosómico (ARNr) 16S, codificado por el genoma mitocondrial 
en comparación con los niveles de ARNr 18S, codificado por el genoma nuclear, que no 
se modificaron con el tratamiento (Gonzalez-Loyola, 2009). Esta células Hepa 1-6 Rho-

, presentaban también unos niveles basales de ROS inferiores a los detectados en las 
células WT (Gonzalez-Loyola, 2009), debido a que la cadena respiratoria mitocondrial, 
cuya funcionalidad depende de la integridad del genoma mitocondrial, es la principal 
fuente celular de ROS (Bartosz, 2009) (Figura RD9). Puesto que el tratamiento con BrEt 
no eliminó completamente el ADN mitocondrial en estas células Rho-, los niveles de ARNr 
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16S/ ARNr 18S y los niveles de ROS se analizaron periódicamente durante nuestro estudio 
para confirmar su estabilidad (Figura RD9). 

A pesar de la pérdida parcial del genoma mitocondrial y de la alteración en la 
funcionalidad de este orgánulo, las células Rho- presentaban una tasa de crecimiento 
en cultivo muy similar a las células Hepa 1-6 WT (Figura RD9-C), gracias en parte a la 
incorporación de piruvato y uridina al medio de cultivo (Apartado 2.2.3).

Figura RD9.  Caracterización de la línea celular Hepa 1-6 Rho- . El efecto del tratamiento con Bromuro de 
Etidio (100 ng/ml), sobre los niveles de ADN mitocondrial se muestra como la relación entre los niveles de 
expresión del ARN ribosómico (ARNr) 16S, codificado por el genoma mitocondrial, y el ARNr 18S codificado 
por el genoma nuclear determinados mediante RT-QPCR  a lo largo del tiempo (A). Generación basal de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) en células Hepa 1-6 WT y Rho-  determinada mediante citometría 
de flujo utilizando diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA) (B). Determinación de la tasa de crecimiento 
celular en células Hepa 1-6 WT y Rho- mediante la cuantificación del contenido total de proteínas en el 
cultivo (C). Los valores representan la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados por triplicado. *, 
p<0,05, respecto a las células WT mediante el test t de Student. 
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4.1.2.2. Toxicidad del paracetamol en células Hepa 1-6 Rho-

Para determinar el efecto del paracetamol sobre la viabilidad en células Hepa 1-6 
WT y Rho-, ambas líneas celulares se cultivaron en presencia de dosis crecientes de este 
fármaco durante 48 h y su viabilidad se determinó mediante el test de rojo neutro. Aunque 
en los estudios de viabilidad que se muestran en el apartado 4.1.1 de esta Tesis Doctoral 
se empleó el test de formazán, en el caso de las células Rho no es posible determinar 
este parámetro mediante este método que se basa en la actividad deshidrogenasa celular 
(Marshall et al., 1995). Gran parte del NAD(P)H necesario para que las sales de tetrazolio 
se transformen en formazán se produce en la cadena respiratoria mitocondrial (Stockert et 
al., 2012), que requiere de la correcta coordinación de los genomas nuclear y mitocondrial 
para su funcionamiento. Por tanto, en células Rho, en las que hay una reducción parcial o 
total del ADN mitocondrial, se producen alteraciones de la cadena respiratoria mitocondrial 
que modifican la actividad deshidrogenasa.

Los resultados obtenidos en estos estudios de viabilidad indicaban que las células 
Hepa 1-6 Rho- eran más resistentes a la muerte celular inducida por el tratamiento con 
paracetamol a todas las dosis ensayadas (Figura RD10-A). Mientras que la IC50 para 
este fármaco era aproximadamente 180 μM en la línea celular Hepa 1-6 WT, este valor 
prácticamente se triplicó, (500 μM) en las células Rho- (Figura RD10-B).
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Figura RD10. Efecto del paracetamol sobre la viabilidad de células Hepa 1-6 WT y Rho- tratadas con dosis 
crecientes de este fármaco durante 48 h. La viabilidad celular se determinó mediante el test del rojo neutro. 
La IC50 se definió como la concentración de fármaco requerida para reducir la viabilidad celular al 50%. Los 
valores representan la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados por triplicado. *, p<0,05, respecto a 
las células WT; † p<0,05 al comparar las células Rho- con las células WT mediante el test de comparaciones 
múltiples de Bonferroni.
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En un estudio previo realizado en nuestro grupo de investigación (Gonzalez-
Loyola, 2009) también se observó que esta línea celular parcialmente desprovista 
de ADNmt presentaba una mayor resistencia a la muerte celular inducida por el AB 
glicoquenodesoxicólico (AGQDC).

4.1.2.3. Generación de ROS en células Hepa 1-6 Rho- tratadas con paracetamol

Uno de los mecanismos implicados en el daño hepático producido por la administración 
de dosis tóxicas del paracetamol es la inducción de estrés oxidativo. Por ello, decidimos 
analizar la generación de ROS en respuesta al tratamiento con paracetamol en las líneas 
celulares Hepa 1-6 WT y Hepa 1-6 Rho-. 

Estas dos líneas celulares fueron tratadas con concentraciones crecientes de 
paracetamol durante 48 h y la generación de ROS se determinó mediante citometría de flujo 
utilizando diclorofluoresceina diacetato (Figura RD11). Los resultados obtenidos indicaban 
que, en las células Hepa 1-6 WT el tratamiento con este fármaco inducía la generación de 
ROS a todas las concentraciones analizadas de forma dependiente a la dosis, mientras 
que en las células Hepa 1-6 Rho- sólo se observó un aumento significativo de los niveles 
de ROS a la dosis más alta ensayada, 300 μM (Figura RD11).
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Figura RD11. Efecto del tratamiento con paracetamol sobre la generación de especies reactivas de oxígeno 
(ROS) en células Hepa 1-6 WT y Rho-. Ambas líneas celulares fueron tratadas con dosis crecientes de 
paracetamol durante 48 h y la producción de ROS se determinó mediante citometría de flujo utilizando 
diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA). Los resultados se muestran como porcentaje de fluorescencia 
media de la DCF en las células Hepa 1-6 WT sin tratar (100%). * p<0,05 respecto a las células WT sin 
tratamiento; † p<0,05 al comparar las células Rho-  con las células WT mediante el test de comparaciones 
múltiples de Bonferroni.
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Una de las características más destacadas de la sublínea celular Hepa 1-6 Rho-, es 
la reducción de los niveles basales de ROS. Hasta el momento se han publicado diferentes 
trabajos con resultados contradictorios con respecto a los niveles basales de ROS en 
distintas líneas celulares sin ADNmt. Mientras algunos estudios sugieren que no existen 
cambios en los niveles de ROS de las células Rho con respecto a la línea celular a partir de 
la que se obtuvieron, otros estudios indican que se encuentran reducidos (Park et al., 2004; 
Vergani et al., 2004). En nuestro caso, los resultados sugieren que las alteraciones en la 
funcionalidad de la cadena respiratoria mitocondrial en células Rho- reducen la generación 
de ROS en este orgánulo. Esto podría deberse a que algunas de las proteínas que forman 
parte de los complejos I y III de la cadena respiratoria mitocondrial, los puntos de mayor 
generación de ROS en la mitocondria, están codificados por el genoma mitocondrial (Attardi 
y Schatz, 1988).

La alteración de la función mitocondrial parece ser uno de los eventos más destacados 
en la toxicidad inducida por paracetamol, ya que su metabolito tóxico, NAPQI, forma 
aductos con un gran número de proteínas mitocondriales, modificando así su actividad 
(Cohen et al., 1997; Qiu et al., 1998). Esta situación da lugar a la inhibición de la respiración 
mitocondrial (Meyers et al., 1988) y, por tanto de la producción de ATP (Jaeschke, 1990), 
incrementándose la producción de ROS y RNOS (Cover et al., 2005). Finalmente, la 
alteración del metabolismo aeróbico, la reducción masiva de los niveles de ATP y el daño 
al ADN nuclear conducen a la muerte celular por necrosis (Gujral et al., 2002). 

Por lo tanto, se puede sugerir que en las células Hepa 1-6  Rho-, la falta de 
funcionalidad de la cadena respiratoria mitocondrial evita este aumento en la generación 
de ROS inducido por los metabolitos del paracetamol, previniendo el daño celular causado 
por el estrés oxidativo. Éste podría ser uno de los mecanismos responsables de la mayor 
resistencia de las células Hepa 1-6 Rho- a la toxicidad inducida por paracetamol.

4.1.2.4. Estudio del potencial de membrana mitocondrial en células Hepa 1-6 Rho- 
tratadas con paracetamol

La medida del potencial de membrana mitocondrial (PMM) se utiliza para determinar 
la alteración funcional de este orgánulo. Puesto que se sabe que el tratamiento con dosis 
tóxicas de paracetamol puede producir daños en la mitocondria, evaluamos este parámetro 
en células Hepa 1-6 WT y Hepa 1-6 Rho-. Para ello, estas dos líneas celulares se cultivaron 
durante 48 h en presencia de dosis crecientes de paracetamol, y el valor del PMM se 
determinó mediante citometría de flujo utilizando rodamina 123, un compuesto fluorescente 
que se acumula en la mitocondria de manera directamente proporcional al PMM. Los 
resultados obtenidos indicaron que, en ausencia de tratamiento, el número de células con 
bajo PMM era menor en la línea Hepa 1-6 Rho- (Figura RD12). En respuesta el tratamiento 
con paracetamol se observó un aumento en el número de células con bajo PMM en ambas 
líneas celulares pero siempre fue menor en las células Rho- (Figura RD12).
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El aumento en la generación de ROS en la mitocondria tras el tratamiento con dosis 
tóxicas de paracetamol puede producir una pérdida del PMM (Bajt et al., 2004; Kon et al., 
2004) que finalmente conduce a la destrucción de este orgánulo desencadenando la muerte 
celular (Gujral et al., 2002). Por lo tanto, en nuestro estudio, la presencia de un menor 
número de células con bajo PMM en la línea Hepa 1-6 Rho- podría estar relacionada con 
la menor generación de ROS observada en estas células (Figura RD11). Esta reducción 
en los niveles del PMM se ha descrito en otras líneas celulares deficientes en ADNmt y se 
ha relacionado con una reducción en el transporte de proteínas desde el citoplasma hasta 
este orgánulo (Mercy et al., 2005).

4.1.2.5. Estudio de la expresión de proteínas ABC en células Hepa 1-6 Rho- tratadas 
con paracetamol

Como se mencionó en el apartado 4.1.1, las proteínas ABC participan en los procesos 
de excreción de distintos metabolitos del paracetamol y su expresión puede modificarse en 
respuesta al tratamiento con este fármaco. Para analizar el papel del genoma mitocondrial 
en la regulación de la expresión de proteínas ABC en respuesta al tratamiento con 
paracetamol, las células Hepa 1-6 WT y Hepa 1-6 Rho- se cultivaron durante 48 h en 
presencia de dosis crecientes de este fármaco y la expresión génica se determinó mediante 
RT-PCRQ. Como demuestran nuestros resultados, el tratamiento con paracetamol indujo 
la expresión de Mdr1 en las células WT en todas las dosis estudiadas (Figura RD13), 
mientras que en el caso de Mrp1 y Mrp4 este aumento de expresión sólo se observó en 
células tratadas con paracetamol a la concentración más baja ensayada (50 μM) (Figura 
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Figura RD12. Análisis del potencial de membrana mitocondrial (PMM) en las células Hepa 1-6 Control y Rho- 
tratadas con dosis crecientes de paracetamol durante 48 h. El PMM se determinó mediante citometría de 
flujo utilizando rodamina 123. Los resultados se muestran como porcentaje de células con baja fluorescencia 
para la rodamina 123. * p<0,05 respecto a las células WT sin tratamiento; † p<0,05 al comparar las células 
Rho- con las células WT mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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RD13-B y C). Sin embargo, en las células Rho- el tratamiento con este fármaco no indujo la 
expresión de ninguna de estas tres proteínas  ABC de forma estadísticamente significativa 
(Figura RD13). 
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Figura RD13. Niveles relativos de ARNm de Mdr1, Mrp1 y Mrp4 en células Hepa 1-6 WT y Rho- tratadas 
con dosis crecientes de paracetamol durante 48 h. Los niveles de expresión se determinaron mediante RT-
QPCR. Los resultados se expresan como porcentaje de expresión con respecto a células Hepa 1-6 WT sin 
tratamiento. * p<0,05 respecto a las células sin tratamiento mediante el test de comparaciones múltiples de 
Bonferroni.
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Distintos estudios han demostrado que el tratamiento con paracetamol induce la 
expresión de Mrp1, Mrp2, Mrp3, Mrp4 y Mdr1a/b en ratón (Aleksunes et al., 2007; Aleksunes 
et al., 2006; Aleksunes et al., 2005; Campion et al., 2008). Este aumento en la expresión de 
proteínas ABC supone una adaptación celular dirigida a reducir la acumulación hepática de 
los metabolitos de este fármaco. Puesto que el tratamiento con paracetamol puede alterar 
la funcionalidad mitocondrial, se planteó la cuestión de  si los procesos de señalización 
retrógrada podrían participar en la regulación de estas proteínas ABC. 

Puesto que en las células Hepa 1-6 WT y Rho- los niveles de expresión de algunas 
de estas proteínas (Mrp2, Mrp3 y Bcrp) eran muy bajos sólo analizamos los cambios de 
expresión en Mrp1, Mrp4 y Mdr1. Al igual que se ha descrito en otras líneas celulares 
desprovistas de ADNmt (Lee et al., 2008; Pillay et al., 1998), los niveles basales de 
expresión de Mdr1 eran mayores en la línea celular Hepa 1-6 Rho- que en la Hepa 1-6 
WT, sin embargo, su expresión no se modificó con el tratamiento en ninguna de las dosis 
estudiadas, al igual que ocurrió con los otros dos transportadores analizados, Mrp1 y Mrp4. 
La ausencia de cambios en la expresión de estos transportadores en la línea celular Hepa 
1-6 Rho- sugiere que la mitocondria podría participar en los procesos de regulación de su 
expresión en respuesta al tratamiento con paracetamol.

4.1.2.6. Estudio de la expresión de proteínas ABC en células Hepa 1-6 Rho- tratadas 
con ácidos biliares

Para determinar si la implicación del genoma mitocondrial en la regulación de la 
expresión de proteínas ABC también tenía lugar en respuesta al tratamiento con otros 
agentes tóxicos, incluimos en nuestro estudio un AB potencialmente tóxico, el AGQDC. 
Se eligió este compuesto porque en un estudio previo de nuestro grupo de investigación 
se observó que las células Hepa 1-6 Rho- presentaban una mayor resistencia a la muerte 
celular inducida por este AB (Gonzalez-Loyola, 2009). 

Datos preliminares obtenidos en el Trabajo de Grado de la Lda. Isabel Revuelta 
(Revuelta, 2010) indicaban que, la modificación de la expresión de algunas proteínas ABC 
presentaba un patrón diferente en células Hepa 1-6 WT y Hepa 1-6 Rho- tratadas con 
AGQDC. Para confirmar estos datos ambas líneas celulares se cultivaron durante 48 h en 
presencia de dosis crecientes de este AB y la expresión de los transportadores se analizó 
mediante RT-QPCR y WB.

 Como se observa en las Figuras RD14 y RD15, el tratamiento con AGQDC indujo 
un aumento en los niveles de ARNm y proteína de Mdr1 (Figuras RD14-A y RD15-A), Mrp1 
(Figuras RD14-C y RD15-B) y Mrp4 (RD14-E y RD15-C) a las dosis de 25 y 50 μM en las 
células Hepa 1-6 WT. Sin embargo, la exposición a este AB no modificó la expresión de 
ninguno de estos transportadores en las células Rho- (Figuras RD14 y RD15). 
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Para completar este estudio, comparamos estos resultados con los obtenidos en 
células tratadas con un AB epímero del AGQDC pero que carece de efectos tóxicos, el 
glicoursodesoxicólico (AGUDC). El tratamiento con este AB no modificó la expresión de 
estos transportadores ABC en ninguna de las dos líneas celulares estudiadas (Figuras 
RD14 y RD15).

0

100

200

300

0 25 50 100 0 25 50 100

0

100

200

300

*

*

0

100

200

300

*

C

*

*

*

AGQDC (μM)

0

100

200

300

0

100

200

300

0

100

200

300

AGUDC (μM)

0   25  50 100 0   25  50 100

A B

D

E FN
iv

el
es

 d
e 

AR
N

m
 (%

 d
el

 C
on

tr
ol

)
WT

Rho

Mdr1

Mrp1

Mrp4

Figura 14

 
 
 
 
 
 
 

Figura RD14. Niveles relativos de ARNm de Mdr1, Mrp1 y Mrp4 en células Hepa 1-6 WT y Rho- tratadas 
con dosis crecientes de ácido glicoquenodesoxicólico (AGQDC) o ácido glicoursodesoxicólico (AGUDC) 
durante 48 h. Los niveles de expresión se determinaron mediante RT-QPCR. Los resultados se expresan 
como porcentaje de expresión con respecto a células Hepa 1-6 WT sin tratamiento. * p<0,05 respecto a las 
células sin tratamiento mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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Al igual que ocurre con el paracetamol, el daño hepático inducido por la acumulación 
de ABs está asociado a la capacidad de estos compuestos para inducir la generación de 
ROS (Sokol et al., 1995), fundamentalmente en la mitocondria. Además, existen distintos 
mecanismos mediante los cuales estos ABs pueden alterar la funcionalidad mitocondrial y 
acrecentar el daño hepático (Perez y Briz, 2009).

Por tanto, estos resultados y los obtenidos en células Hepa 1-6 Rho- tratadas con 
paracetamol sugieren que los procesos de señalización retrógrada están implicados en la 
modificación de la expresión de proteínas ABC en respuesta al tratamiento con xenobióticos o 
compuestos endógenos potencialmente tóxicos, cuyos mecanismos de toxicidad producen 
alteraciones en la función mitocondrial. Estos cambios en el funcionamiento mitocondrial 
activan rutas de señalización hacia el núcleo que podrían modificar la expresión de distintos 
genes nucleares implicados en mecanismos de defensa celular.
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Figura RD15. Estudio de la expresión de los transportadores Mdr1, Mrp1 y Mrp4 en células Hepa 1-6 WT y 
Rho- tratadas con dosis crecientes de ácido glicoquenodesoxicólico (AGQDC) o ácido glicoursodesoxicólico 
(AGUDC) durante 48 h mediante Western blot. Como normalizadores se utilizaron la Gapdh, para la 
corrección de expresión proteica en lisados celulares totales, y la Na+/K+ ATPasa para crudo de membrana.
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4.1.2.7. Regulación de la expresión de proteínas ABC en células Hepa 1-6 Rho- en 
situaciones de estrés oxidativo

Como se mencionó en el apartado 2.4.2.5, numerosos receptores nucleares y factores 
de transcripción intervienen en la regulación de la expresión de proteínas ABC. Por tanto, 
decidimos analizar si la reducción de los niveles de ADNmt modificaba la expresión de estas 
proteínas reguladoras. Para ello, determinamos los niveles de expresión de los receptores 
nucleares, Pxr y Car, que pueden ser activados por distintos fármacos y toxinas (Klaassen 
y Aleksunes, 2010) y Fxr, que, aunque tradicionalmente se ha considerado como un sensor 
específico de ABs (Klaassen y Aleksunes, 2010) podría participar en la regulación de 
mecanismos de defensa frente al daño hepatocelular inducido por el paracetamol (Lee et 
al., 2010). También incluimos en este estudio el factor de transcripción Nrf2, que participa 
en la regulación de distintos genes implicados en los mecanismos de defensa antioxidante 
y que se activa en respuesta a la toxicidad inducida tanto por el paracetamol (Aleksunes et 
al., 2008b) como por los ABs (Nomoto et al., 2009). 

Los niveles de expresión de Car eran indetectables en la línea celular Hepa 1-6, 
mientras que la expresión de Fxr y del represor de la transcripción activado por este 
receptor nuclear, Shp, aunque detectable, era mucho menor que la que detectamos en 
hígado de ratón (Tabla RD1). Sin embargo, tanto el receptor nuclear Pxr como el factor de 
transcripción Nrf2 presentaban buenos niveles de expresión en ambas líneas celulares, 
aunque menores a los detectados en hígado de ratón (Tabla RD1). De todas las proteínas 
reguladoras ensayadas, sólo la expresión de Pxr y Shp estaba ligeramente disminuida 
en la línea celular Hepa 1-6 Rho- en comparación con la que encontramos en células WT 
(Tabla RD1). 

 
Tabla RD1. Estudio de los niveles basales de expresión de receptores nucleares (RN) y factores 
de transcripción (FT) en células Hepa 1-6 WT y Hepa 1-6 Rho-. 

RN/FT 

 

Hígado ratón 

(Ct) 

Hepa 1-6 WT 

(Ct) 

Abundancia de ARNm (% hígado de ratón) 

WT                                 Rho 

Fxr 20 31 0,15 0,12 

Shp 23 30 1,24 0,81 

Pxr 27 30 25,73 18,87 

Car 27 38 <0,01 <0,01 

Nrf2 25 27 45,46 45,68 

Los valores del ciclo umbral (Ct) de expresión y la abundancia de ARNm se determinaron 
mediante RT-QPCR. 
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En vista de estos resultados, analizamos la expresión de Pxr, Fxr y Shp en células 
Hepa 1-6 WT y Hepa 1-6 Rho- incubadas durante 48 h en presencia de  dosis crecientes de 
paracetamol, AGQDC o AGUDC. Los resultados obtenidos mediante RT-PCRQ indicaron 
que la expresión de Fxr y Pxr no se modificó en respuesta a los tratamientos en ninguna 
de las líneas celulares analizadas. Sin embargo, los niveles de ARNm de Shp aumentaron 
en las células Hepa 1-6 WT tratadas con paracetamol y AGQDC pero no en las células 
Hepa 1-6 Rho- (Figura RD16). El aumento en los niveles de expresión de Shp también se 
comprobó a nivel de proteína mediante WB (Figura RD17).
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Figura RD16. Niveles relativos de ARNm de Fxr, Shp y Pxr en células Hepa 1-6 WT y Rho- tratadas con 
dosis crecientes de paracetamol, ácido glicoquenodesoxicólico (AGQDC) o ácido glicoursodesoxicólico 
(AGUDC) durante 48 h. Los niveles de expresión se determinaron mediante RT-QPCR. Los resultados 
se expresan como porcentaje de expresión con respecto a células Hepa 1-6 WT sin tratamiento. * p<0,05 
respecto a las células sin tratamiento mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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Tradicionalmente se ha considerado que la expresión de Shp está controlada 
exclusivamente por Fxr. Sin embargo, como se recoge en la Tabla RD1, los niveles de 
expresión de este receptor nuclear en células Hepa 1-6 WT y Rho- eran muy bajos y no se 
modificaron en respuesta a los distintos compuestos ensayados (Figura RD16). Estudios 
publicados recientemente indican que, además de Fxr, existen otras proteínas implicadas 
en la regulación de Shp, como p53 (Kim et al., 2011). Por tanto, los cambios observados en 
Shp tras el tratamiento con paracetamol y AGQDC podrían estar mediados por la acción de 
alguna de estas proteínas reguladoras y no dependería de los niveles de expresión de Fxr.

En cuanto al factor de transcripción Nrf2, los estudios realizados mediante RT-QPCR 
mostraron un aumento en su expresión en respuesta al tratamiento con paracetamol y 
AGQDC mientras que el AGUDC no produjo cambios (Figura RD18). El tratamiento con 
paracetamol y AGQDC indujo la expresión de Nrf2 en las células Hepa 1-6 WT de forma 
dosis dependiente, mientras que en las células Rho- este aumento sólo se observó en 
células tratadas con la dosis más alta ensayada para cada uno de estos compuestos 
(Figura RD18).
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Figura RD17. Estudio de los niveles de expresión de Shp en células Hepa 1-6 WT y Rho- tratadas con dosis 
crecientes de paracetamol o ácido glicoquenodesoxicólico (AGQDC) durante 48 h mediante Western blot. 
Como normalizador se utilizó la Gapdh.
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 Para confirmar el aumento en los niveles de Nrf2 en células Hepa 1-6 WT y Hepa 
1-6 Rho- tratadas con paracetamol y AGQDC, determinamos los niveles de proteína de 
este factor de transcipción en ambas líneas celulares mediante WB. Por tratarse de un 
fenómeno dinámico y rápido, y para mejorar las probabilidades de observarlo con claridad, 
en estos estudios se incluyó un barrido de tiempos (Figura RD19). 
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Figura RD18. Niveles relativos de ARNm de Nrf2 en células Hepa 1-6 WT y Rho- tratadas con dosis 
crecientes de paracetamol, ácido glicoquenodesoxicólico (AGQDC) o ácido glicoursodesoxicólico (AGUDC) 
durante 48 h. Los niveles de expresión se determinaron mediante RT-QPCR. Los resultados se expresan 
como porcentaje de expresión con respecto a células Hepa 1-6 WT sin tratamiento. * p<0,05 respecto a las 
células sin tratamiento mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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Los resultados obtenidos indicaban que el aumento en los niveles de Nrf2 podía 
detectarse tras 12 h de tratamiento en el caso de las células tratadas con paracetamol. 
Sin embargo, la inducción de la expresión de este factor de transcripción era mayor en 
las células Hepa 1-6 WT que en las células desprovistas de ADNmt tras 12 y 24 h de 
tratamiento (Figura RD19-A). En respuesta al AB, los niveles de Nfr2 aumentaron 6 h 
después de tratamiento y, los cambios observados en las células Hepa 1-6 WT también 
fueron mayores a los detectados en las células Rho- a todos los tiempos ensayados (Figura 
RD19-B). Estas diferencias en la inducción de la expresión de Nrf2 podrían deberse a la 
menor toxicidad y producción de ROS generada por estos compuestos en las células Rho-.

A diferencia de lo que ocurre con los receptores nucleares, en condiciones basales 
el factor de transcripción Nrf2 se encuentra en el citoplasma unido a su proteína represora, 
Keap1 (Itoh et al., 1999). Sin embargo, ante una situación de estrés oxidativo, la unión 
entre Nrf2 y su proteína represora se rompe, permitiendo que este factor de transcripción 
se transloque al núcleo (Li y Kong, 2009). Una vez allí, participa en la regulación de la 
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Figura RD19. Evolución temporal de la expresión de Nrf2 en células Hepa 1-6 WT y Rho- tratadas con 
paracetamol 50 μM y ácido glicoquenodesoxicólico (AGQDC) 50 μM durante 0, 6, 12 y 24 h analizada 
mediante Western blot. Como normalizador se utilizó la Gapdh.
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expresión de distintas proteínas involucradas en mecanismos de defensa antioxidante, 
entre las que se incluyen distintos miembros de la superfamilia ABC (Klaassen y Aleksunes, 
2010) (Figura RD20). 

Para determinar si la redución en los niveles de ADNmt podía modificar el mecanismo 
de translocación de Nrf2 al núcleo analizamos los niveles de proteína de este factor de 
transcripción en las fracciones citoplasmáticas y nucleares obtenidas a partir de células 
Hepa 1-6 WT y Rho- tratadas con paracetamol y AGQDC durante distintos tiempos. Como 
control positivo para llevar a cabo estos estudios tratamos las células Hepa 1-6 WT con 
tertbutilhidroquinona (TBHQ), un agente inductor de la translocación de Nrf2 al núcleo 
(Kang et al., 2002). Los resultados obtenidos en células WT tratadas con TBHQ mostratron 
un aumento de los niveles de Nrf2 en el núcleo que se acompañó de una reducción de 
los niveles de esta proteína en las fracciones citoplasmáticas en todas las condiciones 
estudiadas (Figura RD21-A).

En respuesta al tratamiento con paracetamol se produjo un aumento de los niveles 
de Nrf2 en el núcleo de las células Hepa 1-6 WT que podía observarse 1 h después de 
exponer las células a este fármaco, mientras que en el caso de las células Rho- este efecto 
no se observó hasta las 3 h de tratamiento. Además, el aumento de los niveles de Nrf2 
en el núcleo de las células Rho- fue menor que el observado en las células WT (Figura 
RD21-A). El AGQDC también indujo la translocación de Nrf2 al núcleo a partir de las 3 h 
de tratamiento en las células WT. La deficiencia parcial de ADNmt afectó a la transloación 
de Nrf2 al núcleo de estas células de forma que ésta no se observó hasta 6 h despúes del 
tratamiento, y además fue de menor magnitud que la que se observó en las células WT 
(Figura 21C).  
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Figura RD20. Esquema del mecanismo de translocación de Nrf2 desde el citoplasma al núcleo en 
situaciones de estrés oxidativo.
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Nrf2 participa en la regulación de una amplia bateria de genes implicados en 
mecanismos de defensa antioxidante. Para ello, este factor de transcripción se transloca al 
núcleo en situaciones de estrés oxidativo caracterizadas por un incremento en los niveles 
intracelulares de ROS. Como se mencionó en el apartado 4.1.2.3, las células Hepa 1-6 
Rho- presentan unos niveles basales de ROS inferiores a los detectados en la línea celular 
Hepa 1-6 WT y no se modifican en respuesta al tratamiento con paracetamol. Un resultado 
similar se obtuvo en el Trabajo de Grado de la Lda. Alejandra González-Loyola en el que 
se observó que el tratamiento con AGQDC tampoco inducía la generación de ROS en las 
células Rho- (Gonzalez-Loyola, 2009). A pesar de que la exposición de estas células a 
distintas dosis de estos compuestos no inducía un aumento la generación de ROS, sí se 
observó un incremento en la expresión de Nrf2, tanto a nivel de ARNm como de proteína 
(Figuras RD18 y RD19), y la activación de la translocación de este factor de transcripción 
al núcleo de las células Rho- (Figuras RD20). Sin embargo, tanto el aumento en los niveles 
de expresión de Nrf2 como su translocación al núcleo eran menores a los detectados 
en las células Hepa 1-6 WT y parecían estar retrasados en el tiempo. Estos resultados 
indican que, aunque en las celulas Rho- tratadas con paracetamol y AGQDC existe una 
alteración en la respuesta de Nrf2, este mecanismo no queda completamente bloqueado a 
pesar de que los niveles de ROS no se modifiquen. Por tanto, la activación de este factor 
de transcripción parece ser, al menos en parte, independiente de la generación de ROS. 
En este sentido, un trabajo publicado recientemente indica que la translocación de Nrf2 
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Figura RD21. Estudio de la translocación de Nrf2 desde el citoplasma al núcleo de células Hepa 1-6 WT y 
Rho- tratadas con terbutilhidroquinona (TBHQ) 60 μM (A), paracetamol 50 μM o AGQDC 50 μM durante 0, 
1, 3, y 6 h.
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puede activarse en respuesta al tratamiento con ácido ursodesoxicólico (Arisawa et al., 
2009), un AB con conocidas propiedades antioxidantes y que no estimula la producción de 
ROS. La alteración de la activación de Nrf2 en estas células deficientes en ADNmt podría 
contribuir a la falta de respuesta de las distintas proteínas ABC analizadas en respuesta al 
tratamiento con estos compuestos. 

Todos estos resultados indican que la reducción en los niveles de ADNmt  en la 
línea celular Hepa 1-6 Rho- aumenta su resistencia a la muerte celular inducida por el 
paracetamol y el AGQDC. Puesto que ambos compuestos inducen estrés oxidativo como 
parte de su mecanismo de toxicidad (Cover et al., 2005; Sokol et al., 1993; Sokol et al., 
1995), la reducción de los niveles de ROS en esta línea celular podría ser uno de los factores 
implicados en esta quimiorresistencia, ya el aumento en la producción de estas moléculas 
interviene en los procesos de muerte celular desencadenados por la exposición a dosis 
tóxicas tanto de paracetamol (Gujral et al., 2002) como de ABs (Lemasters et al., 1998). 
Por otro lado, la alteración de la función mitocondrial podría modificar distintas rutas de 
señalización retrógrada implicadas en la regulación de genes nucleares que participan en 
mecanismos de defensa celular. Así, en la línea celular Hepa 1-6 Rho-, la reducción de los 
niveles de ADNmt previene parcialmente la translocación de Nrf2 al núcleo, donde participa 
en la regulación de distintos genes implicados en mecanismos de defensa antioxidante 
(Figura RD22). Sin embargo, la presencia de Nrf2 en el núcleo de estas células no conlleva 
un aumento de la expresión de las proteínas ABC que se han analizado y que son genes 
diana de este factor de transcripción. Estos resultados sugieren que la reducción de los 
niveles de ADNmt podría limitar la funcionalidad de distintos factores de transcripción o 
receptores nucleares, que actúan como sensores de estrés oxidativo y que podrían estar 
implicados en la regulación de proteínas ABC al igual que ocurre con Nrf2.
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Figura RD22. Esquema representativo de los posibles mecanismos implicados en la regulación de la 
expresión de proteínas ABC en respuesta a la toxicidad inducida por el tratamiento con paracetamol y 
ácidos biliares.
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4.1.3. Papel del genoma mitocondrial en la protección frente a la muerte celular 
inducida por ácidos biliares en células hepáticas

Los resultados obtenidos en el apartado 4.1.2 de esta Tesis Doctoral indicaban 
que la reducción de los niveles de ADNmt en la línea celular de hepatoma de ratón Hepa 
1-6 podía aumentar la resistencia de estas células a la toxicidad inducida por distintos 
compuestos potencialmente tóxicos, entre ellos los ABs. Según nuestros resultados, la 
menor sensibilidad de estas células a la muerte celular inducida por estos compuestos no 
depende de la expresión de las bombas exportadoras ABC, implicadas en su detoxificación, 
pero sí parece guardar relación con la menor generación de ROS observada en células 
Rho- en respuesta al tratamiento. 

Como ya se mencionó en el apartado 4.1.2.6, uno de los mecanismos implicados en 
el daño hepático asociado a la exposición a altas concentraciones de ABs, como ocurre 
en condiciones de colestasis, es la generación de ROS (Sokol et al., 1991) (Togashi et al., 
1990), que en su mayor parte se producen en la mitocondria, concretamente en la cadena 
transportadora de electrones. Estos orgánulos son especialmente sensibles al daño 
inducido por la acumulación de ABs, que puede alterar el funcionamiento de la cadena 
respiratoria mitocondrial (Krahenbuhl et al., 1994) e inducir la permeabilidad mitocondrial 
transitoria (MPT) implicada en la muerte celular de los hepatocitos por necrosis y apoptosis 
(Lemasters et al., 1998). En estas condiciones, los cambios en la permeabilidad de este 
orgánulo se han asociado con una pérdida del potencial de membrana mitocondrial (PMM), 
una reducción en el proceso de fosforilación oxidativa, la rotura de la membrana mitocondrial 
externa, la liberación de citocromo c y la generación de ROS (Lemasters et al., 1998). 

A pesar de que la generación de ROS se ha asociado con la alteración de distintas 
estructuras celulares durante situaciones de estrés oxidativo, es importante señalar que, 
estas moléculas también pueden participar en la regulación de distintos procesos de 
señalización celular (Bartosz, 2009) y activar distintas rutas de supervivencia como ERK1/2 
y Akt (Fang et al., 2004).

Puesto que la mitocondria desempeña un papel fundamental en la toxicidad inducida 
por la exposición a altas concentraciones de ABs, y participa en los procesos de muerte 
celular mediante apoptosis y necrosis, nuestro siguiente objetivo fue profundizar en el 
estudio de los mecanismos de resistencia a la muerte celular inducida por la exposición al 
AGQDC, activados por la ausencia de genoma mitocondrial.

Como modelo de estudio seleccionamos una línea celular derivada de carcinoma 
hepatocelular (HCC) humano, SK-Hep1 totalmente desprovista de ADNmt (Rho0). 
A diferencia de lo que ocurría con las células Hepa 1-6 Rho-, el tratamiento con dosis 
bajas de BrEt consiguió eliminar completamente el ADNmt en esta línea celular de origen 
humano, característica que se mantuvo incluso después de retirar el tratamiento con este 
compuesto, como se confirmó al analizar los niveles de ADNmt 85 días después de la 
retirada del BrEt  mediante RT-QPCR. Mientras que los niveles de expresión del ARNr 18 y 
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la GAPDH, codificados por el genoma nuclear, no se modificaron en las células SK-Hep-1 
Rho0, la expresión del ARNr 16S y de la subunidad 1 del complejo NADH deshidrogenasa 
(MT-ND1), codificados por el genoma mitocondrial, pasó a ser indetectable en esta línea 
celular.  

4.1.3.1. Sensibilidad de las células SK-Hep-1 Rho0 a la muerte celular inducida por el 
ácido glicoquenodesoxicólico

Para determinar el efecto del AGQDC sobre la viabilidad de las líneas celulares 
SK-Hep-1 WT y Rho0, las células se cultivaron en presencia de dosis crecientes de este 
compuesto durante 8 h. En este caso se eligió este tiempo de incubación más corto con 
el objetivo de estudiar las distintas rutas de señalización implicadas en los mecanismos 
de muerte y supervivencia celular inducidos por los ABs. Tras este periodo de incubación, 
se observó que ambas líneas celulares eran muy resistentes a la muerte celular inducida 
por este AB, ya que sólo se apreció una reducción significativa en la viabilidad celular a la 
dosis de 2000 μM (Figura RD24). Además, la línea celular SK-Hep-1 Rho0 presentaba una 
mayor resistencia a la toxicidad inducida por el AGQDC, ya que la caída en la densidad del 
cultivo fue menor en esta línea celular que la observada en las células WT (Figura RD24). 

 

4.1.3.2. Generación de ROS en células SK-Hep-1 Rho0 tratadas con ácido 
glicoquenodesoxicólico

El estudio de los niveles de estrés oxidativo en las células SK-Hep-1 WT y Rho0 
expuestas a distintas dosis de AGQDC durante 8 h indicaba que, a las dosis más altas, 
este AB podía inducir la generación de ROS en ambas líneas celulares, aunque el aumento 
observado en las células desprovistas de ADNmt, cuyos niveles basales de ROS eran 
inferiores a los detectados en las células WT, fue menor a todas las dosis ensayadas (Figura 
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Figura RD23. Toxicidad inducida por el ácido glicoquenodesoxicólico (AGQDC) en células SK-Hep-1 WT 
y Rho0 tras 8 h de tratamiento. Fotografías representativas de los cultivos celulares obtenidas mediante  
microscopía de contraste de fases (A-D). Contenido total de proteína de los cultivos celulares (E). Los 
valores representan la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados por triplicado. *, p<0,05, respecto 
a las células WT sin tratar; † p<0,05 al comparar las células Rho0 con las células WT mediante el test de 
comparaciones múltiples de Bonferroni.
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RD24-A). Estos resultados eran similares a los obtenidos por la Lda. Alejandra González 
Loyola en las células Hepa 1-6 Rho- tratadas con este AGQDC (Gonzalez-Loyola, 2009).

 

Como se explicó en el apartado 4.1.2.3, el limitado aumento de la producción de 
ROS podría deberse a la falta de funcionalidad de la cadena respiratoria mitocondrial en 
estas células Rho0. Esta menor generación de ROS podría ser uno de los mecanismos 
implicados en la mayor resistencia a la muerte celular inducida por el AGQDC observada 
en la línea celular SK-Hep-1 Rho0, ya que la inducción del MPT debida a la generación de 
estas moléculas en la mitocondria participa en los procesos de necrosis activados por la 
presencia de dosis tóxicas de ABs (Rodrigues et al., 1998).

Además de su papel en la alteración de distintos componentes celulares en 
situaciones de estrés oxidativo, las ROS pueden participan en procesos de señalización 
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Figura RD24. Generación de especies reactivas de oxígeno (ROS), en células SK-Hep-1 WT y 
Rho0 determinada mediante citometría de flujo tras 8 h (A) o 30 min (B) de tratamiento con ácido 
glicoquenodesoxicólico (AGQDC).Los resultados se expresan como la media ± EEM de, al menos, 3 
cultivos realizados por triplicado. *, p<0,05, respecto a las células WT sin tratar; † p<0,05 al comparar las 
células Rho0 con las células WT mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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celular. Por ello analizamos los cambios en los niveles de ROS en respuesta al tratamiento 
con AGQDC a tiempos aún más cortos, en concreto 30 min, en células SK-Hep-1 WT y 
Rho0. Estas condiciones experimentales nos permitían además descartar cualquier efecto 
potencial debido a los efectos producidos por la muerte celular. Los resultados obtenidos 
mediante citometría de flujo indicaban que la exposición a este AB inducía la generación 
de ROS de forma dosis dependiente en ambas líneas celulares, aunque este aumento 
fue menor en las células Rho0 en todas las condiciones estudiadas (Figura RD24-B). Tras 
este tiempo de incubación se observó la inducción de la generación de ROS a dosis más 
bajas del AGQDC que la observada tras 8 h de tratamiento tanto en las células WT como 
en las Rho0. Estos resultados sugieren la existencia de mecanismos compensatorios que, 
después de un cierto tiempo, son capaces de contrarrestar la inducción de la generación de 
ROS activada por la exposición de las células a bajas concentraciones de este AB.

Estas diferencias en la generación de ROS en respuesta al AGQDC podrían conllevar 
cambios en la activación de rutas de señalización sensibles al estado redox que podrían 
contribuir a reducir la sensibilidad de las células Rho0 a la toxicidad inducida por este AB.

4.1.3.3. Estudio de los mecanismos de muerte celular inducidos por el ácido 
glicoquenodesoxicólico en células SK-Hep-1 Rho0

Los resultados obtenidos en nuestro estudio junto con los recogidos previamente 
en el Trabajo de Grado de la Lda. Alejandra González-Loyola indicaban que la ausencia 
total o parcial de ADNmt confería una mayor resistencia a la muerte celular inducida por el 
AGQDC. Sin embargo, se ha descrito que la acumulación de ABs en las células hepáticas 
puede inducir la muerte celular por apoptosis o necrosis (Lemasters et al., 1998). Así, 
nuestro siguiente objetivo fue estudiar el tipo de muerte celular inducida por el AGQDC en 
las células SK-Hep-1 WT y Rho0. 

El análisis del contenido celular de ADN realizado mediante citometría de flujo 
indicaba que el porcentaje de células hipodiploides, o células apoptóticas era muy bajo y 
similar en ambas líneas celulares en condiciones basales y no aumentó significativamente 
tras el tratamiento con el AB (Figura RD25-A-F). Por el contrario, los niveles de necrosis, 
determinados mediante la cuantificación de la liberación de lactato deshidrogenasa 
(LDH) al medio de cultivo, aumentaron tanto en células WT como en células Rho0 tras 
el tratamiento. Sin embargo, los niveles de necrosis detectados fueron menores en las 
células Rho0 (Figura RD25-F).

Para completar estos estudios analizamos también el número de células con bajo 
PMM en células SK-Hep-1 WT y Rho0 tratadas con AGQDC (Figura RD25-G). Los resultados 
obtenidos mediante citometría de flujo indicaban que el número de células con bajo PMM 
era menor en las células Rho0 que en las WT tras la exposición a las dosis de 1500 y 2000 
μM de AGQDC (Figura RD25-G).
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Nuestros resultados indicaban que las células SK-Hep-1 WT y Rho0 eran altamente 
resistentes al daño inducido por la exposición a este AB, ya que la viabilidad sólo se redujo 
de forma significativa cuando estas células se expusieron a concentraciones muy elevadas 
de este compuesto. A estas dosis, se produjo un aumento en los niveles de muerte 
celular por necrosis mientras que el porcentaje de células apoptóticas no se modificó en 
ninguna de las líneas celulares. Estos resultados coinciden con los datos recogidos en la 
bibliografía, ya que distintos estudios indican que la exposición a altas concentraciones 
de ABs hidrofóbicos, como el AGQDC, induce la muerte celular por necrosis (Galle et al., 
1990; Sokol et al., 1995; Spivey et al., 1993), mientras que los niveles más reducidos de 
estos compuestos desencadenan mecanismos de apoptosis (Patel et al., 1994). La pérdida 
del PMM se ha relacionado con los procesos de necrosis y apoptosis desencadenados por 
la acumulación de ABs en el hepatocito (Perez y Briz, 2009), por lo que, el hecho de que 
el porcentaje de células con bajo PMM sea menor en las células SK-Hep-1 Rho0 podría 
contribuir a su mayor resistencia a la necrosis inducida por la exposición a dosis tóxicas 
del AGQDC.
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Figura RD25. Determinación de los niveles de apoptosis, necrosis y potencial de membrana mitocondrial  
(PMM) en células SK-Hep-1 WT y Rho0 tratadas con el ácido glicoquenodesoxicólico (AGQDC) durante 8 
h. Histogramas representativos del análisis del contenido en ADN realizado mediante citometría de flujo 
(A-D). El porcentaje de células apoptóticas se recoge en la zona M1 de los histogramas. Porcentaje de 
células apoptóticas determinado mediante citometría de flujo (E). Liberación de lactato deshidrogenasa 
(LDH) al medio de cultivo. Los resultados se expresan como la relación entre la actividad LDH en el medio 
de cultivo y la actividad total (LDH medio + LDH lisados celulares) (F). Porcentaje de células con bajo PMM 
determinado mediante citometría de flujo. Los resultados se expresan como la media ± EEM de,  al menos, 
3 cultivos realizados por triplicado. *, p<0,05, respecto a las células WT sin tratar; † p<0,05 al comparar las 
células Rho0 con las células WT mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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4.1.3.4. Activación de rutas de supervivencia en células SK-Hep-1 Rho0 tratadas con 
AGQDC

Uno de los factores que pueden desencadenar la activación de las rutas de 
supervivencia ERK1/2 y Akt en respuesta a la toxicidad de los ABs es el incremento en 
la generación de ROS (Fang et al., 2004), cuyos niveles se encontraron aumentados de 
forma más acusada células SK-Hep-1 WT que en células Rho0 en respuesta al tratamiento 
con AGQDC (Figura RD24-B).  

El estudio de la activación de la ruta ERK1/2 se realizó mediante la determinación de 
la fosforilación de estas proteínas por WB. Como puede observarse en la Figura RD26, los 
niveles basales de expresión de ERK1/2 total fueron similares en ambas líneas celulares. 
Sin embargo, la fosforilación basal de ERK1/2 era más débil en las células Rho0 que en las 
células WT. Tras la incubación de estas dos líneas celulares con dosis crecientes de este 
AB durante 30 min se detectó  la activación de esta ruta en las células WT mientras que 
en las células Rho0 este efecto fue menor. Estos resultados indican la existencia de una 
activación de ERK1/2 es dependiente de la generación de ROS. Este efecto se ha descrito 
en hepatocitos tratados con ABs (Dent et al., 2005). Además según estos resultados, la 
activación de la ruta ERK1/2 no estaría implicada en el aumento de resistencia a la muerte 
celular inducida por la exposición al AGQDC en células Rho0.

Respecto a la ruta de supervivencia Akt, al analizar los niveles de expresión de Akt-1 
mediante RT-QPCR en células SK-Hep-1 WT y Rho0 tratadas con AGQDC durante 30 min 
se observó que sus niveles de expresión eran menores en células Rho0 y que el tratamiento 
con este AB no modificaba la expresión de esta proteína en ninguna de las líneas celulares 
(Figura RD27). Estos mismos resultados se observaron al analizar los niveles totales de 
Akt mediante WB (Figura RD29).
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Figura RD26. Activación de ruta de supervivencia ERK1/2 en células SK-Hep-1 WT y Rho0 tratadas 
con ácido glicoquenodesoxicólico (AGQDC) durante 30 min. ERK1/2 fosforilada (p-ERK1/2) y ERK1/2 
total determinadas mediante Western blot. La GAPDH se utilizó como normalizador. Estos resultados se 
confirmaron en al menos dos experimentos adicionales. 
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A pesar de que los niveles de expresión de Akt en la línea celular Rho0 eran inferiores 
a los detectados en las células WT, el estudio de los niveles de Akt fosforilada indicó que 
esta ruta de supervivencia se encontraba activada de forma constitutiva en esta línea 
celular (Figura RD29). El tratamiento con el AGQDC indujo la activación de esta ruta 
de supervivencia en las células WT mientras que en las células Rho0, los niveles de Akt 
fosforilada se mantuvieron altos pero no se modificaron (Figura RD28).

Para confirmar la activación de la ruta de supervivencia Akt, analizamos una de sus 
dianas, mTOR, que en su forma activa se encuentra fosforilada. Los resultados de WB 
indicaban que, al igual que en el caso de Akt, mTOR se encontraba activada en condiciones 
basales en la línea celular Rho0. El tratamiento con AGQDC indujo la activación de mTOR 
en las células WT, pero no en las células Rho0 en todas las condiciones analizadas (Figura 
RD28). Esta activación constitutiva de la ruta Akt/mTOR podría contribuir a la resistencia 
a la muerte celular inducida por el tratamiento con altas dosis de AGQDC, aumentando 
la supervivencia y la proliferación celular mediante la activación de distintos procesos 
metabólicos como la glucólisis aeróbica, la captación de nutrientes y el metabolismo 
energético a través de la activación de mTOR (Manning y Cantley, 2007).
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Figura RD27. Determinación de los niveles de expresión de Akt-1 en células SK-Hep-1 WT y Rho0 tratadas 
con ácido glicoquenodesoxicólico (AGQDC) durante 8 h. La abundancia relativa de ARNm se determinó 
mediante RT-QPCR. Los resultados se expresan como la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados 
por triplicado. *, p<0,05, respecto a las células WT sin tratar; † p<0,05 al comparar las células Rho0 con las 
células WT mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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A pesar de que tradicionalmente se ha relacionado la activación de rutas de 
supervivencia como Akt con la reducción de los niveles de apoptosis, recientemente se 
ha sugerido que su activación también puede reducir los niveles de necrosis (Ghosh y Sil, 
2009; Shaik et al., 2007), al igual que hemos observado en nuestro estudio.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en la línea celular SK-Hep-1 Rho0 indican que 
la ausencia de ADNmt reduce los niveles de ROS e induce la activación de la ruta de 
supervivencia Akt/mTOR de forma independiente a la generación de ROS, contribuyendo 
así al aumento en la resistencia a la toxicidad inducida por el AGQDC (Figura RD29).
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Figura RD28. Activación de la ruta de supervivencia Akt/mTOR en células SK-Hep-1 WT y Rho- tratadas con 
ácido glicoquenodesoxicólico (AGQDC) durante 30 min, determinada mediante Western blot. Akt fosforilada 
(p-Akt) y Akt total, (A). mTOR fosforilada (p-mTOR) (B). La GAPDH se utilizó como normalizador. Estos 
resultados se confirmaron en al menos dos experimentos adicionales. 
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Figura RD29.  Papel del genoma mitocondrial en la resistencia a la necrosis inducida por ácidos biliares (ABs).
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Estos resultados sugieren que las modificaciones en la función mitocondrial asociadas 
con la presencia de alteraciones en el ADNmt, como ocurre en situaciones de colestasis 
prolongada, podrían activar mecanismos de supervivencia involucrados en el aumento de 
la resistencia de los hepatocitos a la muerte celular inducia por los ABs. Esto tiene gran 
relevancia, ya que estos mecanismos podrían explicar el hecho de que en situaciones de 
colestasis crónica, los hepatocitos desarrollan cierta resistencia a la muerte celular inducida 
por la acumulación de ABs como se ha descrito anteriormente (Attili et al., 1986; Costa et 
al., 2003; Fickert et al., 2005; Schoemaker et al., 2003). 
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4.2. PAPEL DEL GENOMA MITOCONDRIAL EN LA REGULACIÓN DE LA 
EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS DE RESISTENCIA A LA QUIMIOTERAPIA 
INDUCIDA POR FÁRMACOS ANTITUMORALES EN CÉLULAS HEPÁTICAS

 Los tumores hepáticos ocupan el sexto lugar en frecuencia de diagnóstico y son 
la tercera causa de muerte relacionada con cáncer a nivel mundial (Ferlay et al., 2010). 
A pesar de la larga lista de fármacos que han sido ensayados para su tratamiento, la 
marcada refractariedad junto con la aparición de resistencia durante el mismo suponen uno 
de los principales problemas a la hora de aplicar una terapia efectiva frente a este tipo de 
tumores (Marin et al., 2009b).

La resistencia a la quimioterapia tiene un origen multifactorial en el que se engloban 
diferentes mecanismos (MOC de “Mechanism Of Chemoresistance”) que han sido 
clasificado en cinco categorías (Marin et al., 2010) dependiendo de que impliquen cambios 
en la expresión de genes que codifican proteínas transportadoras de sustancias tóxicas 
(proteínas de captación catalogadas como MOC-Ia, o bombas de eflujo que se engloban 
en el MOC-Ib), cambios en proteínas celulares implicadas en procesos de destoxificación 
(MOC-II), disminución de la expresión de proteínas diana y aumento de la expresión de 
vías metabólicas alternativas (MOC-III), cambios en las moléculas que participan en la 
reparación del DNA (MOC-IV), cambios de expresión y/o presencia de mutaciones en genes 
proapoptóticos (MOC-Va) o antiapoptóticos (MOC-Vb) que determinan una alteración de 
las vías que controlan el balance apoptosis/supervivencia (MOC-V). 

La posible relación entre la alteración de la función mitocondrial y el desarrollo y la 
progresión del cáncer se ha estudiado durante mucho tiempo. Uno de los mecanismos que 
podrían estar implicados en estos procesos es la acumulación de mutaciones en el genoma 
de este orgánulo, que puede producir disfunciones de la cadena respiratoria mitocondrial. En 
los últimos años se han identificado un gran número de mutaciones en el ADNmt en diversos 
tipos de tumores primarios humanos, entre los que se incluye el HCC (Chatterjee et al., 2011). 

Estas alteraciones en el ADNmt podrían modificar también distintas rutas implicadas 
en procesos de señalización retrógrada y contribuir así al desarrollo de esta enfermedad. 
De hecho, estudios realizados en células tumorales desprovistas de ADNmt, derivadas de 
rabdomiocitos de ratón y de carcinoma de pulmón humano, indican que la alteración de la 
función mitocondrial puede activar mecanismos de señalización retrógrada que favorecen 
la invasividad tumoral e inducen la expresión de distintos marcadores tumorales específicos 
(Amuthan et al., 2002; Amuthan et al., 2001; Biswas et al., 1999). Algunos estudios indican 
también que estas rutas de señalización retrógrada podrían estar implicadas en la aparición 
de resistencia a distintos fármacos antitumorales (Ling et al., 2012; Pillay et al., 1998), por 
lo que la presencia de alteraciones en el ADNmt modificaría la respuesta al tratamiento con 
quimioterapia.

Ya que la alteración de la función mitocondrial, ocasionada por la presencia de 
mutaciones en el genoma de este orgánulo, puede modificar distintas rutas de señalización 
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retrógrada y favorecer el desarrollo de resistencia al tratamiento con fármacos antitumorales, 
nos planteamos como objetivo determinar el papel del genoma mitocondrial en la regulación 
de la expresión de diversos genes implicados en la resistencia a la quimioterapia en HCC.

4.2.1. Sensibilidad de las células SK-Hep-1 Rho0 a la muerte celular inducida por 
distintos agentes citostáticos 

Para analizar si la ausencia de ADNmt modifica la resistencia a la toxicidad inducida 
por distintos agentes antitumorales utilizamos la sublínea celular SK-Hep-1 Rho0 y su línea 
parental SK-Hep-1 derivada de HCC.
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Figura RD30. Efecto de la doxorrubicina, el SN-38, el cisplatino y el sorafenib sobre la viabilidad de células 
SK-Hep-1 WT y Rho0 tratadas con dosis crecientes de estos fármacos durante 48 h. La viabilidad celular se 
determinó mediante el test del rojo neutro. La IC50 se definió como la concentración de fármaco requerida 
para reducir la viabilidad celular al 50%. Los valores representan la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos 
realizados por triplicado. *, p<0,05, respecto a las células WT sin tratar; † p<0,05 al comparar las células 
Rho0 con las células WT mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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Entre los múltiples fármacos que se han investigado para el tratamiento del HCC 
seleccionamos cuatro: la doxorrubicina, el SN-38 (metabolito activo del irinotecán), 
el cisplatino y el sorafenib, atendiendo a su frecuente inclusión en los regímenes de 
quimioterapia utilizados frente a este tipo de tumores, (Marin et al., 2010). Además, en el 
caso de la doxorrubicina y el cisplatino, estos fármacos cuentan con el interés adicional de 
que se ha descrito que su efectividad es menor en células deficientes en ADNmt (Ling et 
al., 2012). 

Tras la exposición a dosis crecientes de estos fármacos durante 48 h se observó que 
las células Rho0 presentaban una mayor resistencia a la muerte inducida por todos estos 
compuestos (Figura RD30). Este efecto se vio reflejado en un aumento de la IC50 de estas 
células frente a los distintos fármacos (Figura RD30).

4.2.2. Producción de ROS en células SK-Hep-1 Rho0 tratadas con distintos agentes 
citostáticos 

A pesar de las diferencias en los mecanismos de acción de los fármacos antitumorales 
incluidos en este estudio, todos ellos tienen como característica común la capacidad para 
inducir situaciones de estrés oxidativo (Block et al., 2008; Chiou et al., 2009). Por ello, 
analizamos la generación de ROS en las células SK-Hep-1 WT y Rho0 en respuesta al 
tratamiento con estos compuestos durante 48h. 

Como se observa en la Figura RD31, el tratamiento con los distintos fármacos 
antitumorales indujo un aumento en la generación de ROS en ambas líneas celulares, 
aunque en todos los casos este aumento fue mayor en las células WT que en las Rho0. 
Especialmente destacado fue el aumento de los niveles de ROS en respuesta al tratamiento 
con doxorrubicina y SN-38.

Aunque tradicionalmente la generación de ROS promovida por estos agentes 
antitumorales se ha relacionado con la aparición de efectos secundarios no deseados, 
estudios recientes indican que también podría estar implicada en los procesos de 
muerte celular desencadenados por el tratamiento con estos fármacos. En el caso de la 
doxorrubicina, el cisplatino y el sorafenib, el aumento en los niveles de ROS se ha relacionado 
con un aumento en la tasa de apoptosis (Berndtsson et al., 2007; Chiou et al., 2009; Malhi 
et al., 2012) mientras que en el caso del irinotecán parece aumentar el daño oxidativo 
en el ADN (Attia, 2012), que finalmente conduce a la muerte de las células tumorales.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican que la menor generación de 
ROS detectada en las células Rho0, tanto en situaciones basales como en respuesta 
al tratamiento con los distintos agentes antitumorales, podría contribuir al aumento de 
la resistencia de esta línea celular a la muerte inducida por estos fármacos. Como se 
describe en otros apartados de este trabajo de Tesis Doctoral, hemos obtenido resultados 
muy similares con el AGQDC en esta misma línea celular y con este AB y paracetamol en 
las células Hepa 1-6 Rho-.
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4.2.3. Estudio de la expresión de genes implicados en resistencia a la quimioterapia 
en células SK-Hep-1 Rho0  

En un estudio reciente publicado por nuestro grupo de investigación (Martinez-
Becerra et al., 2012) se analizaron, mediante tarjetas microfluídicas (TLDAs, del inglés 
“Taqman Low Density Arrays”), los niveles de expresión de 90 genes implicados en MOCs 
relacionados con tumores hepáticos, con el objetivo de desarrollar un test para predecir la 
falta de respuesta a la quimioterapia antitumoral. La expresión de estos genes se analizó 
en muestras pareadas de tejido sano y tejido tumoral, procedentes de pacientes con HCC, 
colangiocarcinoma y hepatoblastoma que no habían sido tratados previamente y a los 
que se hicieron biopsias con fines diagnósticos, y también en líneas celulares humanas 
derivadas de cada uno de estos tipos de tumores. 

Figura RD31. Estudio de la generación de ROS en células SK-Hep-1 WT y Rho0 tratadas con dosis crecientes 
de doxorrubicina, SN-38, cisplatino y sorafenib durante 48 h. Los niveles de ROS se determinaron mediante 
citometría de flujo utilizando diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA). Los valores representan la media ± 
EEM de, al menos, 3 cultivos realizados por triplicado. *, p<0,05, respecto a las células WT sin tratar; † p<0,05 
al comparar las células Rho0 con las células WT mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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A pesar de que el análisis de estas muestras mostró una considerable heterogeneidad 
en la firma genética de los diferentes individuos, también se observaron ciertas tendencias 
a la sobreexpresión o represión de determinados genes, que se encontraron en todos los 
tipos de tumores hepáticos estudiados (Figura RD32).

En el caso concreto del HCC se detectaron cambios de expresión en 10 genes, que 
podrían contribuir al desarrollo de resistencia a la quimioterapia. Estos cambios incluían 
la reducción en los niveles de expresión de transportadores de captación (SLC22A1 y 
SLCO1B1), el aumento de la expresión de proteínas ABC (ABCC4 y ABCC5), la reducción 
de los niveles de expresión de la enzima implicada en la activación de profármacos CYP1A2, 
cambios en los niveles de expresión de dianas moleculares como TOP2A (topoisomerasa 
2A), PDGFRA (receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas alfa), VEGFR 
(receptor del factor de crecimiento endotelial vascular) y TYMS (timidilato sintasa), y una 
marcada sobreexpresión del gen antiapoptótico BIRC5 (Figura RD31). 

Basándonos en estos resultados, decidimos analizar los niveles de expresión de estos 
genes en la línea celular SK-Hep-1. Además, incluimos en nuestro estudio otros genes de 
resistencia como ABCB1 (MDR1) y ABCC1 (MRP1), cuya expresión se ha encontrado 
aumentada en estudios previos realizados en células SK-Hep-1 Rho0 (Ling et al., 2012) 
y ABCC2 (MRP2), uno de los genes más destacados en el desarrollo de resistencia al 
cisplatino (Nies y Keppler, 2007; Zollner et al., 2005).

 
 

Figura RD-21. Esquema de los perfiles de expresión génica de genes implicados en el fenotipo
MDR entre diferentes tipos de cáncer hepático.

Hepatoblastoma

Figura 32

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura RD32. Esquema de los perfiles de expresión de distintos genes implicados en el fenotipo MDR en 
diferentes tipos de tumores hepáticos
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Los resultados obtenidos indicaron que la ausencia de genoma mitocondrial indujo 
la expresión de ABCB1 (MDR1) y ABCC1 (MRP1), pero redujo los niveles de expresión de 
otro de los miembros de la subfamilia ABCC, en concreto ABCC4 (MRP4), mientras que la 
expresión de ABCC2 (MRP2) y ABCC5 (MRP5) sólo se modificó ligeramente. Los niveles 
de expresión de los transportadores de captación analizados SLCO1B1 (OATP1B1) y 
SLC22A1 (OCT1), resultaron ser muy bajos en ambas líneas celulares, al igual que ocurría 
con la enzima CYP1A2. 

Los niveles de expresión de TOP2A y TYMS eran muy superiores a los detectados en 
hígado, tanto en células SK-Hep-1 WT como en células Rho0, aunque la expresión de estos 
dos genes apenas difería en estas líneas celulares. La expresión de VEGFR no se detectó 
en ninguno de los dos tipos celulares, mientras que los niveles de expresión de PDGFRA, 
aunque detectables en ambas líneas celulares, eran muy inferiores a los detectados en 
hígado humano.  

 

 

Tabla RD2. Estudio de los niveles basales de expresión de genes implicados en la resistencia a la 
quimioterapia en HCC en células SK-Hep-1 WT y Rho0. 

Gen 

 

Hígado humano 

(Ct) 

SK-Hep-1 WT 

(Ct) 

Abundancia de ARNm (% hígado humano) 

WT                                 Rho 

ABCB1 23 32 0,08 1,7 

ABCC1 26 22 109 188 

ABCC2 20 21 7,67 8,98 

ABCC4 26 20 1265 875 

ABCC5 24 24 9,35 8,72 

BIRC5 31 19 39651 27748 

CYP1A2 17 36 <0,01 <0,01 

PDGFRA 24 32 0,05 0,03 

SLCO1B1 23 33 0,01 0,01 

SLC22A1 18 31 <0,01 <0,01 

TOP2A 31 19 46504 49918 

TYMS 28 19 4013055 4059377 

VEGFR 23 ND ND ND 

Los valores del ciclo umbral (Ct) de expresión y la abundancia de ARNm se determinaron mediante 
RT-QPCR. 
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Sorprendentemente, la expresión del gen antiapoptótico BIRC5 (que codifica la 
proteína survivina), cuyos niveles de expresión en las dos líneas celulares eran muy 
superiores a los detectados en hígado humano, parecía estar reducida en las células Rho0.

4.2.4. Efecto del tratamiento con agentes citostáticos sobre la expresión de genes de 
resistencia en células SK-Hep-1 Rho0

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el apartado anterior decidimos 
analizar como afectaba el tratamiento con doxorrubicina, SN-38, cisplatino y sorafenib a la 
expresión de las proteínas transportadoras MDR1, MRP1 y MRP2, cuyos niveles de ARNm 
se encontraron aumentados en mayor o menor medida en las células SK-Hep-1 Rho0. 
Además, analizamos el efecto del tratamiento con estos fármacos sobre la expresión de 
MRP4 y survivina ya que, a pesar de su implicación en mecanismos de quimiorresistencia, 
presentaban una menor expresión en esta línea celular 

Para llevar a cabo este estudio, las células SK-Hep-1 WT y Rho0 se incubaron en 
presencia de doxorrubicina (0,05 μM), SN-38 (0,05 μM), cisplatino (5 μM) o sorafenib (1,25 
μM) durante 48 h y los niveles de expresión de las distintas proteínas de resistencia se 
determinaron mediante RT-QPCR. La dosis ensayada para cada uno de los fármacos 
antitumorales se seleccionó atendiendo a los resultados obtenidos en los apartados 4.2.2. 
y 4.2.3 que indicaban que, a pesar de que su efecto sobre la viabilidad celular no era muy 
marcado (ver Figura RD30), podían aumentar de forma significativa los niveles de ROS 
(ver Figura RD31) y probablemente desencadenar así la activación de mecanismos de 
defensa celular.

A. Proteínas ABC (MOC-I)

En primer lugar, analizamos la expresión de los distintos miembros de la superfamilia 
ABC seleccionados mediante RT-QPCR (Figura RD33).

Los resultados obtenidos indicaban que el tratamiento con doxorrubicina, SN-38 
y cisplatino inducía la expresión de MDR1 en células SK-Hep-1 WT y Rho0, aunque en 
todos los casos la inducción fue mayor en las células desprovistas de ADNmt, en las que 
los niveles basales de expresión de MDR1 eran mayores a los detectados en las células 
WT (Figura RD33-A). El tratamiento con sorafenib no sólo no indujo la expresión de este 
transportador sino que redujo de forma significativa sus niveles de ARNm en las dos líneas 
celulares estudiadas (Figura RD33-A). 

Al igual que ocurría con MDR1, la expresión basal de MRP1 era mayor en las células 
Rho0 (Figura RD33-B). La expresión de este transportador aumentó de forma significativa 
en ambas líneas celulares en respuesta al tratamiento con doxorrubicina, mientras que la 
exposición a cisplatino sólo indujo un aumento en la expresión de MRP1 en las células 
Rho0 (Figura RD33-B). El tratamiento con SN-38 no modificó los niveles de ARNm de MRP1 
en ninguna de las dos líneas celulares, mientras que  la exposición a sorafenib redujo la 
expresión de este transportador sólo en las células Rho0 (Figura RD33-B). 
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Figura RD33. Niveles relativos de ARNm de MDR1, MRP1, MRP2 y MRP4 en células SK-Hep1 WT y 
Rho0 tratadas con doxorrubicina, SN-38, cisplatino y sorafenib durante 48 h. Los niveles de expresión se 
determinaron mediante RT-QPCR. Los resultados se expresan como porcentaje de expresión con respecto 
a células SK-Hep-1 WT sin tratamiento.  Los valores representan la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos 
realizados por triplicado. * p<0,05 respecto a las células sin tratamiento; † p<0,05 al comparar las células 
Rho0 con las células WT mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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Los niveles basales de MRP2 en las células Rho0 también eran ligeramente superiores 
a los detectados en las células WT y aumentaron en respuesta a la doxorrubicina, el SN-
38 y el cisplatino en ambas líneas celulares, siendo la respuesta al tratamiento con SN-38 
mayor en las células  Rho0 (Figura RD33-C). En respuesta al sorafenib, la expresión de 
MRP2 se redujo ligeramente aunque no de forma significativa en las células WT, y no se 
modificó en las células Rho0 (Figura RD33-C). 

En cuanto a MRP4, los resultados obtenidos indicaban que en las células Rho0 los 
niveles de expresión de este transportador eran menores a los detectados en las células WT y 
no se modificaron en respuesta al tratamiento con doxorrubicina, SN-38 o cisplatino aunque 
la exposición a sorafenib redujo aún más los niveles de expresión de este transportador en 
esta línea celular (Figura RD33-D). En las células WT, el tratamiento con SN-38 y sorafenib 
redujo de forma significativa lo niveles de expresión de este transportador mientras que la 
doxorrubicina y el cisplatino no modificaron significativamente su expresión (Figura RD33-D).

Como se ha mencionado a lo largo de esta Tesis Doctoral, uno de los mecanismos de 
quimiorresistencia más importantes en tumores hepáticos es la sobreexpresión de proteínas 
ABC, implicadas en la reducción de la concentración intracelular del fármaco. El aumento 
en los niveles de expresión de estos transportadores da lugar al fenotipo MDR (“multidrug 
resistance”), caracterizado porque las células tumorales desarrollan resistencia a un amplio 
espectro de fármacos, con diferente estructura y mecanismo de acción, incluso a los que no 
habían sido expuestas anteriormente. En este sentido, un trabajo publicado recientemente 
indica que la sobreexpresión de proteínas ABC, en concreto MDR1 y MRP1, puede estar 
implicada en la resistencia a la muerte celular inducida por cisplatino y doxorrubicina en la 
línea celular SK-Hep-1 Rho0 (Ling et al., 2012). Los resultados obtenidos en nuestro estudio 
indican que, además de la sobreexpresión de MDR1 y MRP1, la ausencia de ADNmt en 
esta línea celular puede inducir también la expresión de MRP2, aunque de forma moderada 
(Figura RD33-C), contribuyendo así al fenotipo MDR.

Aunque varios miembros de la superfamilia ABC participan en el desarrollo de 
resistencia a distintos fármacos antitumorales, MDR1 se ha considerado como el prototipo 
de proteína implicada en la aparición del fenotipo MDR. En su lista de sustratos se incluyen 
un gran número de fármacos antitumorales y el aumento de sus niveles de expresión se ha 
relacionado con el desarrollo de resistencia al tratamiento con doxorrubicina e irinotecán 
en HCC (Marin et al., 2010). Como se mencionó anteriormente, la sobreexpresión de este 
transportador se ha descrito en distintas líneas celulares tumorales deficientes en ADNmt 
y se ha relacionado con el desarrollo de resistencia a distintos fármacos (Ling et al., 2012). 
Además del aumento en los niveles basales de expresión de MDR1 en la línea celular 
SK-Hep-1 Rho0, nuestros resultados indicaban que la expresión de este transportador 
aumentaba en respuesta al tratamiento con doxorrubicina, SN-38 y cisplatino, en las 
células WT y de forma más acusada en las células Rho0. Este mayor aumento de los 
niveles de expresión de MDR1 detectado en las células SK-Hep-1 Rho0 podría ser uno de 
los mecanismos responsables de la reducción de la sensibilidad de esta línea celular a la 
toxicidad inducida por estos fármacos antitumorales. 
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Además de MDR1, distintos miembros de la subfamilia ABC desempeñan un papel 
destacado en la aparición de resistencia a la quimioterapia. Una de estas proteínas es MRP1 
cuya sobreexpresión contribuye al desarrollo de resistencia a varios agentes antitumorales 
entre los que se incluyen la doxorrubicina y el irinotecán (Marin et al., 2010). El aumento 
en los niveles basales de este transportador en la línea celular SK-Hep-1 Rho0 también se 
ha relacionado con la resistencia de estas células a la toxicidad inducida por el tratamiento 
con cisplatino y doxorrubicina (Ling et al., 2012). Nuestros resultados obtenidos por RT-
QPCR indicaban que la expresión de este transportador aumentaba de forma significativa 
en respuesta al tratamiento con doxorrubicina en células SK-Hep-1 WT y Rho0. Aunque los 
niveles de MRP1 en las células Rho0 tras el tratamiento con este fármaco eran mayores a los 
detectados en las células WT, esta diferencia no era significativa y no parecía contribuir a la 
resistencia de estas células a la toxicidad del tratamiento con doxorrubicina. Sin embargo, 
el tratamiento con cisplatino indujo un aumento significativo en los niveles de expresión de 
este transportador en las células SK-Hep-1 Rho0 pero no en las WT. La inducción de MRP1 
podría reducir de los niveles intracelulares de cisplatino en estas células deficientes en 
ADNmt y aumentar así su resistencia a la toxicidad inducida por este fármaco. 

Otro de los miembros de la familia ABCC implicado en la resistencia a cisplatino, 
doxorrubicina y SN-38 en pacientes con HCC es MRP2 (Marin et al., 2010). Los 
resultados obtenidos en nuestro estudio indicaban que la exposición a estos tres fármacos 
antitumorales inducía la expresión de esta proteína transportadora en células SK-Hep-1 
WT y Rho0, aunque sólo en respuesta al tratamiento con SN-38 los niveles de expresión 
de MRP2 fueron mayores en las células Rho0 que en las WT. Por lo tanto, a pesar del 
destacado papel que MRP2 desempeña en el desarrollo de resistencia al tratamiento con 
cisplatino (Nies y Keppler, 2007; Zollner et al., 2005), nuestros resultados indican que este 
transportador no parece estar implicado en la reducción de la sensibilidad a este fármaco 
antitumoral observada en la línea celular SK-Hep-1 Rho0. Aunque MRP2 podría participar 
en los mecanismos de resistencia frente a la toxicidad del SN-38 en esta línea celular.  

A pesar de que la expresión de MRP4 suele estar aumentada en pacientes con 
esta patología (Martinez-Becerra et al., 2012), los niveles basales de expresión de este 
transportador en la línea celular SK-Hep-1 Rho0 eran menores a los detectados en su línea 
parental. Aunque se ha descrito que este transportador está asociado a la resistencia frente 
a SN-38 y cisplatino en HCC, la exposición de las líneas celulares SK-Hep-1 WT y Rho0 

a estos agentes no estimuló la expresión de MRP4. En el caso de las células  SK-Hep-1 
WT el tratamiento con SN-38 redujo los niveles de ARNm de este transportador. Por tanto, 
estos resultados indicarían que MRP4 no participa en los mecanismos implicados en la 
quimiorresistencia de las células SK-Hep-1 WT y Rho0 frente a la toxicidad de ninguno de 
estos fármacos. 

El último de los fármacos analizados en nuestro estudio fue el sorafenib, un inhibidor 
de receptores tirosina quinasa cuya eficacia en el tratamiento del HCC se ha demostrado 
recientemente (Llovet et al., 2008). Debido a su reciente incorporación al grupo de fármacos 
antitumorales, sus mecanismos de acción no se conocen con exactitud. Distintos estudios 
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indican que parte de su eficacia en el tratamiento de este tipo de tumores podría deberse a 
su capacidad para revertir el fenotipo MDR, reduciendo la expresión de distintas proteínas 
ABC como MDR1 y MRP2 (Hoffmann et al., 2010; Wei et al., 2009). En nuestro estudio, 
el tratamiento con sorafenib redujo significativamente los niveles de ARNm de MDR1 y 
MRP4 en las células SK-Hep-1 WT y Rho0 y MRP1 en las células Rho0 (Figura RD33). 
Estos resultados sugieren que ninguna de estas proteínas ABC participa en los procesos 
de quimiorresistencia que contribuyen a reducir la sensibilidad de esta línea celular al 
tratamiento con este inhibidor de receptores tirosina quinasa. 

B. Survivina (MOC-V)

Además de la reducción de la concentración intracelular debida a la sobreexpresión 
de bombas de eflujo (MOCI-b), otro de los mecanismos más destacados en el desarrollo 
de resistencia a distintos agentes citostáticos es la modificación en el balance entre rutas 
de supervivencia y apoptosis. A menudo, este aumento en la supervivencia celular se debe 
a una disminución en la activación de la apoptosis. Entre los mecanismos que contribuyen 
a la reducción de la muerte celular por apoptosis se incluyen la activación de rutas de 
supervivencia, la pérdida de factores proapotóticos o la sobreexpresión de proteínas 
antiapoptóticas entre las que se incluyen las IAPs (del inglés “Inhibitor of Apoptosis”). Una 
de estas IAPs es la survivina (gen BIRC5), cuyos niveles de expresión en hígado sano son 
muy reducidos pero que se encuentra sobreexpresada en HCC (Peroukides et al., 2010). 
Este aumento en la expresión de survivina parece estar relacionado con un incremento 
en la capacidad proliferativa de este tipo de tumores. Puesto que el tratamiento con 
doxorrubicina, SN-38, cisplatino y sorafenib puede inducir la muerte celular por apoptosis, 
la sobreexpresión de esta IAP podría contribuir a  la resistencia frente a estos agentes 
antitumorales en la línea celular SK-Hep-1 Rho0.

Para determinar el efecto del tratamiento con estos fármacos antitumorales sobre 
la expresión de survivina, sus niveles de ARNm se determinaron mediante RT-QPCR 
(Figura RD34-A). Los resultados obtenidos indicaban que en las células Rho0  los niveles 
de expresión de esta proteína se encontraban ligeramente disminuidos. El tratamiento con 
los agentes citostáticos ensayados no modificó significativamente los niveles de ARNm de 
esta proteína. 

En un estudio publicado recientemente, se ha descrito que el tratamiento con 
sorafenib no modifica los niveles de ARNm de survivina pero sí puede regular los niveles 
de proteína (Kim et al., 2011). Por ello, decidimos analizar mediante WB los niveles de esta 
proteína en células SK-Hep-1 WT y Rho0

 tratadas con doxorrubicina, SN-38, cisplatino y 
sorafenib. Los resultados indicaban que los niveles basales de survivina se encontraban 
reducidos en las células Rho0 y que el tratamiento con doxorrubicina y SN-38 aumentaba 
los niveles de esta proteína en las dos líneas celulares estudiadas, aunque de forma más 
acusada en las células deficientes en ADNmt (Figura RD34-B y C). En las células Rho0, el 
tratamiento con cisplatino indujo de forma moderada la expresión de esta proteína mientras 
que la exposición a sorafenib la redujo (Figura RD34-B y C). 
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Figura RD34. Estudio de los niveles de expresión de Survivina en células SK-Hep1 WT y Rho0 tratadas con 
doxorrubicina, SN-38, cisplatino (Cis-Pt) y sorafenib durante 48 h. Los niveles de expresión se determinaron 
mediante RT-QPCR (A) y Western blot (B). Cuantificación de los niveles de proteína (C). Los resultados se 
expresan como porcentaje de expresión con respecto a las células SK-Hep-1 WT no tratadas de después 
de normalizar con la GAPDH. Los valores representan la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados 
por triplicado. * p<0,05 respecto a las células sin tratamiento; † p<0,05 al comparar las células Rho0 con las 
células WT mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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El hecho de que la expresión de survivina se encuentre reducida en hígado sano y 
aumente en HCC la convierte en una posible diana terapéutica en este tipo de tumores. Por 
ello, se han desarrollado diversas estrategias dirigidas a reducir su expresión en células 
tumorales y aumentar así su sensibilidad al tratamiento con distintos agentes citostáticos. 
Estos estudios indican que la reducción en los niveles de expresión de survivina aumenta 
la sensibilidad de las células tumorales a la toxicidad inducida por el tratamiento con 
doxorrubicina (Pyrko et al., 2006), irinotecán (Pyrko et al., 2006), cisplatino (Asechi et al., 
2010) y sorafenib (Kim et al., 2011).  Por tanto, de acuerdo con estos datos, nuestros 
resultados indicarían que el mayor aumento en los niveles de proteína de survivina detectado 
en la línea celular SK-Hep-1 Rho0 en respuesta al tratamiento con doxorrubicina, SN-38 
y cisplatino podría ser uno de los mecanismos responsables de la mayor resistencia a la 
muerte celular inducida por estos compuestos en las células Rho0 aunque no contribuiría 
a reducir la sensibilidad de esta línea celular a la toxicidad inducida por la exposición a 
sorafenib. 

Todos los resultados obtenidos en este apartado sugieren que la ausencia de genoma 
mitocondrial en la línea celular SK-Hep-1 Rho0 puede estimular distintos mecanismos de 
quimiorresistencia entre los que se incluyen la expresión de proteínas ABC y survivina, que 
reducen la sensibilidad a la muerte celular inducida por el tratamiento con doxorrubicina, 
SN-38 y cisplatino. Sin embargo, ninguno de los mecanismos estudiados hasta el momento 
parece contribuir a la resistencia a la toxicidad inducida por el sorafenib observada en estas 
células.

4.2.5. Efecto del tratamiento con agentes citostáticos sobre la regulación de la 
expresión de genes de resistencia en células SK-Hep-1 Rho0

Los resultados recogidos en el apartado anterior indican que la ausencia de 
genoma mitocondrial puede modificar la expresión de distintas proteínas transportadoras 
pertenecientes a la superfamilia ABC (Figura RD33). En la mayoría de los casos, los 
cambios de expresión observados podrían contribuir al aumento de la resistencia de las 
células SK-Hep-1 Rho0 a los agentes antitumorales ensayados mediante la reducción de su 
concentración intracelular. Por ello, quisimos profundizar en el estudio de los mecanismos 
mediante los que la alteración de la función mitocondrial puede contribuir a la modulación de 
la expresión de estas proteínas transportadoras en respuesta al tratamiento con fármacos 
antitumorales. 

Puesto que los resultados obtenidos en el apartado 4.1.3 de esta Tesis Doctoral 
indicaban que la reducción de los niveles de ADNmt en la línea celular Hepa 1-6 modificaba 
la expresión y activación de algunos receptores nucleares y factores de transcripción 
implicados en procesos de quimiorresistencia, decidimos analizar como afectaba la 
ausencia total de ADNmt a la expresión de estas proteínas reguladoras.
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Los resultados obtenidos mediante RT-QPCR indicaban que la expresión del receptor 
nuclear CAR era indetectable tanto en las células SK-Hep-1 WT como en las Rho0, mientras 
que los niveles de expresión de PXR y FXR aunque detectables se encontraban muy 
reducidos en ambas líneas celulares en comparación con los niveles de hígado humano. 
Sin embargo, la expresión de NRF2 y su proteína represora KEAP1 era abundante en 
estas dos líneas celulares aunque menor que la detectada en hígado humano. En el caso 
de KEAP1 los niveles de expresión en las células Rho0 eran menores a los detectados en 
las células WT, mientras que para NRF2 se observó el patrón opuesto.

Como se ha comentado a lo largo de esta Tesis Doctoral, NRF2 es un factor de 
transcripción que participa en la regulación de una amplia bateria de genes implicados 
en mecanismos de defensa celular entre los que se encuentran distintas proteínas ABC. 
A pesar de su destacado papel en la activación de distintos mecanismos de protección 
celular, varios estudios publicados en los últimos años indican que NRF2 podría participar 
también en procesos de carcinogénesis (Bryan et al., 2013). De hecho, su expresión 
se ha encontrado aumentada en distintos tipos de tumores en los que parece contribuir 
al desarrollo de esta enfermedad mediante la estimulación de la proliferación celular. 
Además, el aumento de su expresión en las células tumorales parece estar implicado en el 
desarrollo de resistencia al tratamiento con distintos agentes antitumorales (Sebens et al., 
2011; Wang et al., 2008).

Teniendo en cuenta estos antecedentes decidimos analizar el efecto del tratamiento 
con doxorrubina, SN-38, ciplatino y sorafenib sobre la expresión de este factor de 
transcripción en las células SK-Hep1 WT y Rho0 mediante RT-QPCR y WB (Figura RD35). 
Los resultados obtenidos indicaban que los niveles basales de ARNm y proteína de NRF2 
estaban aumentados en las células Rho0 (Figura RD35). Tras el tratamiento con los distintos 
fármacos antitumorales durante 48 h se observó un aumento de los niveles de ARNm de este 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

Tabla RD3. Niveles basales de expresión de receptores nucleares (RN) y factores de transcripción 
(FT) implicados en quimiorresistencia en células SK-Hep1 WT y Rho0. 

RN/FT 

 

Hígado humano 

(Ct) 

SK-Hep-1 WT 

(Ct) 

Abundancia de ARNm (% hígado humano) 

WT                                 Rho 

CAR 24 ND ND ND 

FXR 24 38,4 <0,01 <0,01 

PXR 21 37,5 0,01 0,01 

NRF2 23 21,33 43 57 

KEAP1 28,6 25,5 69 32 

Los valores del ciclo umbral (Ct) de expresión y la abundancia de ARNm se determinaron mediante 
RT-QPCR. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



O
bjetivos

Introducción
M

aterial y M
étodos

R
esultados y D

iscusión
C

onclusiones
B

ibliografía
English Sum

m
ary

Resultados y Discusión

155

factor de transcripción en las células Rho0, especialmente en respuesta a la doxorrubicina 
y el sorafenib, mientras que en las células WT sólo se observó un aumento de la expresión 
de NRF2 tras la exposición a la doxorrubicina (Figura RD35-A) que además, fue menor al 
observado en las células Rho0. El análisis de los niveles de proteína de NRF2 mediante WB 
indicaba que la expresión de este factor de transcripción era mayor en las células Rho0 que 
en las células WT tratadas con doxorubicina, SN-38 y cisplatino. Sin embargo, mientras 
que en las células SK-Hep-1 WT el tratamiento con sorafenib apenas aumentó la expresión 
de esta proteína reguladora, la exposición a este fármaco la redujo marcadamente en las 
células Rho0 (Figura RD35-B y C).
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Figura RD35. Estudio de los niveles de expresión de NRF2 en células SK-Hep1 WT y Rho0 tratadas 
con doxorrubicina, SN-38, cisplatino y sorafenib durante 48 h. Los niveles de expresión se determinaron 
mediante RT-QPCR (A) y Western blot (B). Cuantificación de los niveles de proteína (C). Los resultados se 
expresan como porcentaje de expresión con respecto a las células SK-Hep-1 WT no tratadas de después 
de normalizar con la GAPDH. Los valores representan la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados 
por triplicado. * p<0,05 respecto a las células sin tratamiento; † p<0,05 al comparar las células Rho0 con las 
células WT mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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Los datos obtenidos tanto por RT-QPCR como por WB sugieren que la ausencia de 
ADNmt induce la expresión de NRF2, un factor de transcripción que durante mucho tiempo 
se ha incluido en el grupo de proteínas reguladoras cuya actividad podría estar modulada 
por mecanismos de señalización retrógrada. 

El aumento de los niveles de expresión de NRF2 observado en la línea celular Rho0 
podría ser uno de los mecanismos implicados en el desarrollo de resistencia al tratamiento 
con los distintos fármacos incluidos en este estudio. Se ha descrito que la sobreexpresión 
de este factor de transcripción aumenta la resistencia a la muerte celular inducida 
doxorrubicina y cisplatino en células tumorales, mientras que la inhibición de su expresión 
mediante el uso de ARN de interferencia o la inducción de los niveles de expresión de su 
proteína represora KEAP1 aumenta la sensibilidad de las células al efecto tóxico de estos 
agentes citostáticos (Lee et al., 2012; Wang et al., 2008).

La mayor expresión de este factor de transcripción en las células Rho0 también podría 
contribuir a la resistencia a la toxicidad inducida por el SN-38, ya que en un estudio reciente 
se ha descrito que la tasa de apoptosis inducida por el tratamiento con irinotecán es menor 
en células que sobreexpresan NRF2 (Sebens et al., 2011). 

En nuestro estudio, los resultados de RT-QPCR obtenidos en las células SK-Hep-1 
Rho0 tratadas sorafenib mostraban un aumento de los niveles de ARNm de este factor de 
transcripción. Sin embargo, los niveles de proteína eran menores a los encontrados en 
las células no tratadas. Nuestros resultados de WB coinciden con los datos recogidos en 
la bibliografía, que indican que el tratamiento con sorafenib puede reducir los niveles de 
expresión de NRF2 (Zhou et al., 2013). Puesto que NRF2 participa en procesos celulares 
muy importantes, existen múltiples mecanismos implicados en la modulación de su 
expresión (Bryan et al., 2013). En los últimos años se han descrito varios sistemas de 
regulación postranscripcional que reducen los niveles de proteína NRF2, como la acción de 
distintos micro ARNs o la fosforilación de ciertos residuos aminoacídicos de su estructura 
que hacen que aumente su tasa de degradación (Bryan et al., 2013). La activación de estos 
mecanismos de regulación podría explicar la discrepancia entre los niveles de ARNm y 
proteína de NRF2 detectada en nuestro estudio.

Aunque existen distintos mecanismos que regulan los niveles de expresión de NRF2, 
el más conocido de todos ellos es la unión a la proteína KEAP1 (Itoh et al., 1999), tras 
la cual este factor de transcripción queda retenido en el citoplasma y es posteriormente 
degradado en el proteasoma. Uno de los resultados más destacados obtenidos en nuestro 
análisis de los niveles basales de expresión de proteínas reguladoras en las células SK-
Hep1 WT y Rho0 (Tabla RD3) fue la marcada reducción de la expresión de KEAP1 en la 
línea celular desprovista de ADNmt. Este fenómeno podría dar lugar a una disminución de 
la degradación de NRF2 y podría explicar el aumento de los niveles de expresión detectado 
en estas células (Figura RD35).



O
bjetivos

Introducción
M

aterial y M
étodos

R
esultados y D

iscusión
C

onclusiones
B

ibliografía
English Sum

m
ary

Resultados y Discusión

157

Para analizar el efecto del tratamiento con agentes antitumorales sobre la expresión 
de este represor de NRF2, se analizaron sus niveles de ARNm y proteína en las células 
SK-Hep-1 WT y Rho0 tras 48 h de exposición a doxorrubicina, SN-38, cisplatino y sorafenib.
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Figura RD36. Estudio de los niveles de expresión de KEAP1 en células SK-Hep1 WT y Rho0 tratadas 
con doxorrubicina, SN-38, cisplatino y sorafenib durante 48 h. Los niveles de expresión se determinaron 
mediante RT-QPCR (A) y Western blot (B). Cuantificación de los niveles de proteína (C). Los resultados se 
expresan como porcentaje de expresión con respecto a las células SK-Hep-1 WT no tratadas de después 
de normalizar con la GAPDH. Los valores representan la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados 
por triplicado. * p<0,05 respecto a las células sin tratamiento; † p<0,05 al comparar las células Rho0 con las 
células WT mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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Como se observa en la Figura RD36-A el tratamiento con doxorrubicina y SN-38 
indujo la expresión de KEAP1 en células WT. En las células Rho0, en las que los niveles 
basales de ARNm de KEAP1 se encontraban reducidos, también se observó un aumento 
en su expresión en respuesta al tratamiento con doxorrubicina, SN-38 y cisplatino. Sin 
embargo, en respuesta al tratamiento con sorafenib se produjo una caída en los niveles de 
ARNm de KEAP1 en esta línea celular.

A pesar de los resultados obtenidos mediante RT-QPCR, el análisis de los niveles 
de proteína de KEAP1 mediante WB indicaba que la reducción en los niveles basales de 
expresión de este represor en células Rho0 no era tan marcada como la observada en 
ARNm (Figura RD36-B y C). Además, el tratamiento con doxorrubicina y SN-38 no aumentó 
los niveles de expresión de KEAP1 en ninguna de las dos líneas celulares estudiadas, 
aunque sí lo hizo el tratamiento con cisplatino en las células WT (Figura RD36-B y C). 
La exposición de las células WT y Rho0 a sorafenib aumentó los niveles de expresión de 
KEAP1 en ambas líneas celulares aunque el aumento fue mucho mayor en la línea celular 
desprovista de ADNmt (Figura RD36-B y C). La marcada inducción de la expresión de 
KEAP1 en respuesta a este fármaco podría explicar la caída en los niveles de expresión 
de NRF2 observada en las células Rho0 tratadas con este inhibidor de receptores tirosina 
quinasa (Figura RD35).

Todos estos resultados sugerían que, a pesar del aumento en los niveles de ARNm 
de KEAP1 en respuesta al tratamiento con distintos fármacos antitumorales, sus niveles de 
proteína en las células Rho0 eran ligeramente inferiores a los detectados en las células WT 
y apenas se modificaron en respuesta al tratamiento con doxorrubicina, SN-38 y cisplatino. 
Esta reducción en la expresión de KEAP1, aunque moderada, podría contribuir a la 
resistencia de las células SK-Hep-1 Rho0 a la muerte celular inducida por estos fármacos, 
ya que aumentaría los niveles de expresión de NRF2. 

Sin embargo, también existen otros mecanismos que podrían explicar el aumento 
de expresión de NRF2 observado en las células Rho0 en nuestro estudio, de forma 
independiente a los cambios de expresión de KEAP1. Recientemente se ha descrito que 
la activación de las rutas de señalización de MAPK y Akt puede aumentar la estabilidad 
de este factor de transcripción reduciendo su degradación (Bryan et al., 2013). Como se 
recoge en el apartado 4.1.3.4 de esta Tesis Doctoral, nuestros resultados indican que en 
la línea celular SK-Hep-1 Rho0 la ruta de señalización de Akt se encuentra activada de 
forma constitutiva, por lo que éste podría ser uno de los mecanismos responsables de la 
sobreexpresión de NRF2 en estas células.

En resumen, los resultados obtenidos en este bloque experimental indican que la 
resistencia a la muerte celular inducida por el tratamiento con doxorrubicina, SN-38 y 
cisplatino observada en las células SK-Hep-1 Rho0 presenta un origen multifactorial. En esta 
línea celular la ausencia de genoma mitocondrial reduce la generación de ROS, aumenta 
los niveles de expresión de distintas bombas de eflujo implicadas en la disminución de la 
concentración intracelular de distintos fármacos antitumorales, entre los que se incluyen 
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antraciclinas, camptotecinas y derivados de platino (Marin et al., 2010), y del factor de 
transcripción, NRF2, que participa en la regulación de distintos mecanismos de defensa 
celular. Además, la ausencia de ADNmt estimula la expresión de genes de supervivencia, 
como la survivina, en respuesta al tratamiento con estos fármacos. Todos estos cambios 
observados en las células Rho0 se han relacionado con el desarrollo de resistencia a la 
terapia antitumoral (DeNicola et al., 2011; Marin et al., 2010; Peroukides et al., 2010; Wang 
et al., 2008). 

4.2.6. Análisis de la expresión de genes implicados en el fenotipo MDR en HCC 
mediante TLDAs

 
 

 
 
Tabla RD4. Se muestran los genes incluidos en el análisis, clasificados en base a su papel en los 
mecanismos de quimiorresistencia (MOCs). 

MOC-Ia MOC-Ib MOC-II MOC-III MOC-IV MOC-Va MOC-Vb 

SLC10A1 ABCA2 CES1 DHFR DUT AEG1 AKT1 

SLC10A2 ABCA3 CES2 ESR2 ERCC1 BAX BCL2 

SLCO1B1 ABCA6 CYP1A1 FRAP1 GADD45A BCL2L1 BIRC5 

SLCO1B3 ABCA8 CYP1A2 KDR MLH1 BIRC2 BIRC7 

SLCO2B1 ABCB1 CYP3A4 KIT MLH3 BIRC3 CFLAR 

SLCO4A1 ABCC1 DPYD PDGFRA MSH2 CDKN1 EGFR 

SLC22A1 ABCC2 GSTA1 TOP1 MSH6 DIABLO JUN 

SLC22A2 ABCC3 GSTP1 TOP2A PMS1 FAS MAPK1 

SLC22A4 ABCC4 TYMP TYMS PMS2 PSMD9 MYC 

SLC22A5 ABCC5 UGT1A  UDG TP53 NAIP 

SLC28A1 ABCC6 UMPS  XPA  NFKB1 

SLC28A2 ABCC10 UPP1  XPC  PIK3CG 

SLC28A3 ABCG2 UPP2    RPL6 

SLC29A1 ATP7A     XIAP 

SLC29A2 ATP7B      

SLC31A1 LRP      
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A pesar de que la línea celular SK-Hep-1 Rho0 también presenta una mayor resistencia 
a la muerte celular inducida por el tratamiento con sorafenib, ninguno de los mecanismos 
mencionados anteriormente, a excepción de la reducción de la generación de ROS, 
parece estar implicado en la disminución de la sensibilidad de estas células a la toxicidad 
de este fármaco. Estos resultados sugieren que, además de todos los mecanismos de 
quimiorresistencia que hemos encontrado activados en estas células, la ausencia de 
genoma mitocondrial podría modificar la expresión de otros genes diana del sorafenib y 
aumentar así la resistencia al tratamiento con este fármaco antitumoral.

Para determinar qué mecanismos podrían estar implicados en la resistencia al 
sorafenib analizamos la expresión de 90 genes implicados en los distintos MOCs (Tabla 
RD4) en las células SK-Hep1 WT y Rho0 mediante TLDAs.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indicaron que, en las células Rho0 la  
ausencia de ADNmt modificaba los niveles basales de expresión de varios genes implicados 
en estos MOCs. Además de confirmar los cambios encontrados en ABCB1, ABCC1, ABCC2, 
ABCC4, BIRC5 y TOP2A (ver apartado 4.2.4), el análisis de los datos (Figura RD37) indicó 
que la expresión de los genes SLC22A4, SLC22A5 y SLC29A2, incluidos en el MOC-
Ia, TYMP y UPP1, pertenecientes al MOC-II, KIT, del MOC-III, y AEG1, BAX, CDKN1A, 
DIABLO y PSMD9, incluidos en el MOC-Va, se encontraba reducida en las células Rho0, 
mientras que los niveles de expresión de BCL2, incluido en el MOC-Vb eran superiores 
a los detectados en las células WT (Figura RD37). Todos estos cambios, que podrían 
contribuir a aumentar la resistencia de las células Rho0 al tratamiento con distintos fármacos 
antitumorales, se comprobaron mediante RT-QPCR convencional (Figura RD37-B) en al 
menos tres experimentos. 

Uno de los resultados más relevantes obtenidos en nuestro estudio fue la pérdida 
de la expresión de KIT en las células Rho0. Este gen codifica la proteína c-Kit, un receptor 
tirosina quinasa que promueve la activación de distintas rutas de señalización implicadas 
en supervivencia, migración y proliferación celular y cuya activación se ha relacionado 
con el desarrollo y la proliferación tumoral (Lennartsson y Ronnstrand, 2012). c-Kit es una 
de las principales dianas del sorafenib (Wilhelm et al., 2006), ya que este fármaco inhibe 
su autofosforilación y por tanto la activación de las rutas de señalización en las que este 
receptor está implicado (Wilhelm et al., 2006). Por ello,  la pérdida de la expresión de este 
receptor tirosina quinasa en células Rho0 podría contribuir a la resistencia a la toxicidad 
inducida por este fármaco en estas células.

Dado que el tratamiento con sorafenib puede inducir la muerte celular por apoptosis 
(Chiou et al., 2009), la reducción de la expresión de los genes proapoptóticos AEG1 
(Metadherina), BAX (Bax-α), CDKN1A (P21), PSMD9 (P27) y DIABLO (Smac), junto con 
el aumento de la expresión del gen antiapoptótico BCL2 (Bcl-2) detectados en las células 
Rho0, podrían modificar el balance apoptosis/supervivencia en estas células, contribuyendo 
así a reducir la sensibilidad de células Rho0 a la muerte celular inducida por éste y otros 
fármacos antitumorales.
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Recientemente se ha descrito que en células derivadas de HCC humano resistentes 
al sorafenib se observa una activación de la ruta de señalización PI3K/Akt (Chen et al., 
2011). En nuestro estudio, a pesar de la reducción de la expresión de AKT1, esta ruta 
de supervivencia se ha encontrado constitutivamente activada en las células Rho0 (ver 
apartado 4.1.3.4), por lo que este mecanismo también podría contribuir a la resistencia a 
este fármaco antitumoral en esta línea celular.
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Figura RD37. Estudio de los niveles basales de ARNm de genes implicados en quimiorresistencia en 
células SK-Hep-1 WT y Rho0 determinados mediante TLDA (Taqman Low Density Arrays). Los valores se 
expresan como veces de inducción respecto a hígado sano (A). Confirmación de los resultados obtenidos 
mediante RT-QPCR convencional. Los valores se expresan como veces de inducción respecto a las células 
WT y son la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos (B). En ambas graficas se muestran únicamente los 
genes cuyos cambios de expresión podrían provocar un incremento de la quimiorresistencia de las células 
Rho0, o los genes que fueron medidos en experimentos previos del estudio. 



O
bj

et
iv

os
In

tr
od

uc
ci

ón
M

at
er

ia
l y

 M
ét

od
os

R
es

ul
ta

do
s 

y 
D

is
cu

si
ón

C
on

cl
us

io
ne

s
B

ib
lio

gr
af

ía
En

gl
is

h 
Su

m
m

ar
y

Mª Ester González Sánchez

162

Además de la identificación de distintos mecanismos que podrían explicar la resistencia 
al sorafenib en células Rho0, los resultados obtenidos en nuestro estudio también señalaron 
la presencia de cambios de expresión en genes que pueden participar en el desarrollo 
de resistencia a otros fármacos antitumorales. Así, en estas células la reducción de la 
expresión de las proteínas transportadoras OCTN1 (SLC22A4) y OCTN2 (SLC22A5), que 
participan en la captación de distintas antraciclinas (Marin et al., 2010), podría contribuir 
a la resistencia a la toxicidad inducida por estos fármacos. Del mismo modo, la reducción 
de la expresión del transportador de nucleósidos ENT2 (SLC29A2) podría aumentar la 
resistencia de estas células al tratamiento con análogos de bases pirimidínicas (Marin 
et al., 2010). La reducción de los niveles de expresión de los genes TYMP y UPP1 que 
codifican la timidina fosforilasa y la subunidad 1 de la uridina fosforilasa, respectivamente, 
implicadas en la activación de profármacos, se ha relacionado con una mayor resistencia al 
tratamiento con 5-fluorouracilo (Marin et al., 2010), por lo que la menor expresión de estas 
dos enzimas detectada en las células Rho0 podría aumentar su resistencia a la toxicidad 
inducida por este fármaco.

En resumen, los resultados obtenidos en este bloque experimental indican que el 
genoma mitocondrial participa de forma destacada en la regulación de la expresión de un 
gran número de genes implicados en distintos MOCs. Por tanto, la presencia de alteraciones 
en el ADNmt puede activar varios mecanismos implicados en la resistencia a distintos 
agentes citostáticos, comprometiendo así el éxito de la terapia  antitumoral. 
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4.3. PAPEL PROTECTOR DE LA BILIVERDINA Y LA BILIVERDINA REDUCTASA 
α FRENTE AL EFECTO TÓXICO DE COMPUESTOS OXIDANTES ENDÓGENOS 
Y XENOBIÓTICOS EN CÉLULAS HEPÁTICAS

La biliverdina (BV) se genera junto con hierro y monóxido de carbono (CO) en la 
degradación del grupo hemo en una reacción catalizada por la hemo-oxigenasa 1 (HO-
1) (Ryter y Tyrrell, 2000). El principal producto de esta reacción es la BV IXα, que es 
convertida en bilirrubina (BR) IXα por la biliverdina reductasa α (BVRα, gen BLVRA). Este 
proceso se lleva a cabo con una eficacia muy elevada, lo que hace que, en circunstancias 
fisiológicas, la concentración de BV detectada en suero sea muy baja (Fevery, 2008). Tras 
esta reacción, la BR, el producto final de la degradación de grupo hemo en la mayoría de 
los mamíferos, es captada por los hepatocitos y conjugada con ácido glucurónico para su 
posterior secreción a bilis (Fevery, 2008). Así, en situaciones de colestasis en las que se 
produce una reducción del flujo biliar biliar y de la capacidad del hígado para eliminar la BR 
suele aparecer hiperbilirrubinemia. 

Durante mucho tiempo la BV y la BR se han considerado meros productos de 
desecho del metabolismo del grupo hemo. Por lo que era un enigma que se hubiese 
seleccionado evolutivamente un proceso como la reducción de BV, un producto inocuo 
y fácilmente excretable, a BR, una sustancia de baja hidrosolubilidad, neurotóxica y que 
necesita ser metabolizada para su excreción, que supone un gasto de energía adicional 
y cuya ventaja fisiológica se desconocía. Sin embargo, esta biotransformación adquiere 
significado fisiológico si se tiene en cuenta que la BR a bajas concentraciones es un potente 
antioxidante que protege frente al daño oxidativo celular (Gourley, 1997). La existencia de 
un ciclo redox, mediado por la BVRα, en el que la BR se oxida a BV en presencia de ROS y 
luego se recicla a BR, podría explicar la elevada capacidad antioxidante de este pigmento 
(Baranano et al., 2002). Además, recientemente se ha sugerido que la BVRα puede actuar 
como factor de transcripción regulando la expresión de la HO-1 (Kravets et al., 2004). Este 
eficiente sistema antioxidante que consiste en el control del ciclo redox celular y la inducción 
de HO-1 por la BVRα puede fortificar la capacidad de la BR como una de las moléculas de 
defensa fisiológica más eficiente frente al estrés oxidativo celular. También existen estudios 
in vitro realizados recientemente que ponen en duda que este ciclo redox mediado por la 
BVRα juegue un papel importante como mecanismo de defensa antioxidante (Maghzal 
et al., 2009). Por otra parte, se ha demostrado que la BVRα también puede participar en 
procesos de señalización celular, la regulación de la expresión génica, el metabolismo, 
el crecimiento celular y la apoptosis (Kravets et al., 2004; Lerner-Marmarosh et al., 2005; 
Salim et al., 2001).

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigación (Sanchez Vicente, 2009) en 
colaboración con el Dr. Nytofte, del Hospital Dronning Ingrids de Groenlandia, se describió 
la presencia de una mutación homozigótica sin sentido en la posición 214 del exón 3 
(c.214C>A; pSer44X) del gen BLVRA en dos pacientes que habían sufrido episodios de 
colestasis obstructiva. Estas dos mujeres no estaban relacionadas entre sí y procedían de 
dos áreas geográficas diferentes de Groenlandia. La característica fenotípica más evidente 
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en ambas pacientes era la aparición de tinción verde de las mucosas y fluidos corporales 
(ictericia verdínica) debida a la acumulación de BV durante episodios de colestasis que se 
restauró completamente a concentraciones normales tras la corrección quirúrgica de la 
obstrucción biliar.

Teniendo en cuenta todos estos antecedentes nos planteamos como último objetivo 
de este trabajo de Tesis Doctoral evaluar el efecto de la presencia de la mutación c.214C>A 
sobre la actividad de la BVRα así como el papel de la BV en la activación de los mecanismos 
de defensa antioxidante frente a la toxicidad inducida por ABs.

4.3.1. “Screening” de la mutación c.214C>A en una muestra poblacional de individuos 
de etnia Inuit

Las dos pacientes homocigóticas para la mutación c.214C>A, procedían de 
Groenlandia, una región con una baja densidad poblacional distribuida en núcleos urbanos 
muy reducidos y aislados en los que la tasa de endogamia es elevada. Al igual que estas 
dos mujeres, la mayor parte de los habitantes de esta región pertenece a la etnia Inuit.

Teniendo en cuenta las características de esta región y de sus habitantes decidimos 
analizar la frecuencia de aparición de la mutación c.214C>A en estas poblaciones. Para 
ello, y de nuevo en colaboración con el Dr. Nytofte, analizamos la secuencia del exón 3 del 
gen BLVRA en 295 individuos de etnia Inuit procedentes de Nuuk, Ilulissat y Qaqortoq, tres 
poblaciones situadas en distintas regiones de Groenlandia. 
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Figura 38 

 

Figura RD38. Estudio de la frecuencia de aparición de la mutación c.214C>A en el exón 3 del gen BLVRA en 
una muestra poblacional de 295 individuos. Electroferogramas representativos obtenidos para un individuo 
heterocigótico para esta mutación. El triplete de bases afectado se marca en azul (A). Determinación de la 
presencia de la mutación de interés mediante el uso de sondas Taqman (B). Histograma de frecuencia de 
aparición de la mutación (C).
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La presencia de la mutación se analizó mediante PCR multiplex utilizando sondas 
Taqman específicas para el SNP (del inglés “Single Nucleotid Polymorphism”) de interés 
(Figura RD38-B), y los resultados positivos se confirmaron mediante secuenciación. El 
análisis de las secuencias de ADN (Figura RD38) indicaba que aproximadamente el 3% 
de los individuos incluidos en este estudio portaban la mutación en heterocigosis. En la 
figura RD38 también se puede observar la presencia de tres individuos homocigóticos para 
la mutación, que corresponden a las dos pacientes colestáticas y a la hermana de una de 
ellas.

4.3.2. Efecto de la mutación c.214C>A sobre la funcionalidad de la BVRα

Como se mencionó anteriormente, la característica fenotípica más evidente para los 
sujetos homozigóticos, a/a, para el SNP c.214C>A, fue la aparición de ictericia verdínica 
debida a la acumulación de BV, cuando se impedía la normal secreción de bilis al duodeno.

A pesar de que en circunstancias fisiológicas la concentración de BV en suero es 
muy baja, en algunos casos clínicos se ha descrito un desequilibrio de la ruta BV→BR que 
conduce a la aparición de hiperbiliverdinemia (Gafvels et al., 2009; Greenberg et al., 1971; 
Larson et al., 1947; Prichard, 1972). En estos pacientes, la aparición de ictericia verdínica 
se considera un signo de mal pronóstico, ya que, la coloración verdosa detectada en la piel, 
el suero y la orina puede enmascarar el incremento en la concentración de BR, que aparece 
como signo de una marcada alteración de la función hepática. En este sentido un trabajo 
publicado recientemente ha descrito la presencia una mutación sin sentido en el exón 1 
del gen BLVRA en un paciente con HCC avanzado sobre un hígado cirrótico (Gafvels et 
al., 2009). Aunque en este caso la mutación era heterocigótica, el paciente presentaba 
hiperbiliverdinemia probablemente por el profundo deterioro de la función hepática.

A diferencia de lo que ocurre en los distintos casos de hiperbiliverdinemia descritos 
hasta el momento, en los que los niveles de BR detectados son 10 veces superiores a los 
de BV (Tickner y Gutteridge, 1978), las pacientes portadoras de la mutación c.214C>A 
no presentaban hiperbilirrubinemia. Estos datos podrían indicar que la presencia de la 
mutación c.214C>A en la BVRα anularía su capacidad reductora impidiendo la síntesis 
de BR. Por ello, decidimos analizar en profundidad el efecto de esta mutación sobre la 
expresión y funcionalidad de esta enzima.

Para llevar a cabo estos estudios se utilizaron plásmidos que contenían la ORF 
(del inglés “Open Reading Frame”) de la BVRα, en sus formas WT y mutada, en fase con 
el epítopo V5, acoplado al extremo carboxilo de la secuencia peptídica. Ambos plásmidos 
se utilizaron para la transfección de células Alexander y para la síntesis de ARNc que 
se inyectó en oocitos de rana Xenopus laevis. De esta forma pudimos analizar el efecto 
de la mutación sobre la expresión de la BVRα en dos modelos diferentes. Para ello, la 
expresión de las formas WT y mutada de esta proteína, se determinó mediante WB e 
inmunofluorescencia (Figura RD39) utilizando un anticuerpo primario frente al epítopo V5. 
Los resultados de WB (Figura RD39-A) indicaban que, en los lisados de células Alexander 
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y oocitos que expresaban la forma WT de la BVRα se obtenía una banda a la altura 
esperada, correspondiente a la forma completa de esta proteína. Sin embargo, en el caso 
de las células Alexander y los oocitos de rana que expresaban la forma mutada de esta 
enzima no se detectó ninguna señal. Estos resultados se confirmaron mediante estudios 
de inmunofluorescencia en células Alexander. En las células transfectadas con la forma 
WT de la BVRα, el marcaje frente al epítopo V5 indicaba que esta proteína se distribuía 
por todo el citoplasma (Figura RD39-B y F). Sin embargo, en las células transfectadas con 
la construcción BVRα-Mut-V5 no se detectó ningún marcaje (Figura RD39- C y G), al igual 
que ocurría en los estudios de WB.

Por lo tanto, los resultados obtenidos mediante WB e inmunofluorescencia 
indicaban que la presencia de la mutación c.214C>A impedía la generación de la proteína 
BVRα completa. En su forma silvestre, esta proteína consta de 296 aminoácidos y contiene 
dos regiones altamente conservadas, el dominio de unión a NAD(P)H/NAD(P)+ entre las 
posiciones 18-101, y el centro catalítico, compuesto por los aminoácidos 133-246, por lo 
que la presencia de mutación c.214C>A podría impedir  la actividad de esta enzima. 

Para confirmar esta hipótesis, analizamos la actividad enzimática de la BVRα, 
mediante la determinación de la biotransformación de BV a BR, en oocitos de Xenopus 
laevis inyectados con el ARNc sintetizado a partir de los plásmidos que contenían las 
formas WT y mutada de la BVRα (Figura RD40). Los estudios de HPLC-MS/MS (del inglés 
“High-Performance Liquid Chomatography Tandem Mass Spectrometry”) indicaron que en 
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Figura 39 

Figura RD39. Efecto de la mutación c.214C>A sobre la expresión de BVRα. Imágenes representativas de 
Western blot de la expresión de esta proteína en lisados de células Alexander  y oocitos de Xenopus laevis 
que expresaban las formas WT o mutada de la BVRα marcadas con el epítopo V5 (A). Como control positivo 
se utilizaron lisados de células Alexander transfectadas con un plásmido que codifica la cloranfenicol 
acetiltransferasa marcada con V5 (CAT-V5). Imágenes de microscopía confocal de células Alexander 
transfectadas con la BVRα en sus formas WT (B, D y F) o mutada (C, E y G). La expresión de BVRα se 
detectó utilizando un anticuerpo frente al epítopo V5 (B y C). Los núcleos se tiñeron con  DAPI (D y  E).
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los oocitos inyectados con la forma WT de esta enzima, la capacidad para transformar 
la BV endógena en BR era superior a la detectada en oocitos no inyectados y en oocitos 
inyectados con la forma mutada de la BVRα (Figura RD40-B y D). Los mismos resultados 
se obtuvieron cuando los oocitos fueron microinyectados con BV exógena. En este caso, 
1 hora después de la microinyección de la BV se observó una reducción de los niveles 
de este pigmento, que se acompañó con un aumento similar del contenido en BR (Figura 
RD40-C y E).

Estos resultados indican que, la presencia de la mutación c.214C>A en el exón 3 del 
gen BLVRA, que se ha detectado en un 3% de la población de etnia Inuit de Groenlandia, 
da lugar a la generación de una proteína truncada que carece de actividad enzimática, ya 
que no permite la reducción de BV a BR.
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Figura 40 

Figura RD40. Efecto de la mutación c.214C>A sobre la actividad enzimática de la BVRα. Cromatograma TIC 
(“Total Ion Chomatogram”) representativo en el que se muestran los picos correspondientes a la biliverdina 
IXα (IP 297,2 m/z) y la bilirrubina IXα (IP 299,2 m/z) obtenidos al inyectar en el sistema de HPLC-MS/MS 
los lisados metanólicos de oocitos de Xenopus laevis no inyectados (Control) o inyectados con el ARNc 
de las formas WT (WT-BVRα) o mutada (Mut-BVRα) de la BVRα. Todos los oocitos fueron inyectados con 
biliverdina IXα (300 pmol/oocito) 1 h antes del análisis (A). Estudio de la actividad funcional de la BVRα en 
oocitos de Xenopus laevis mediante HPLC-MS/MS (B-E). El contenido en biliverdina IXα y bilirrubina IXα se 
determinó en cada uno de los grupos de oocitos mencionados anteriormente, microinyectados (C-E) o no (B-
D) con 300 pmol/oocito de biliverdina IXα. Los valores son la media ± EEM de, al menos 20 determinaciones 
en cada grupo experimental, utilizando oocitos obtenidos de tres ranas diferentes. *, p<0,05, respecto a los 
oocitos Control mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni. TR, Tiempo de Retención; IP, 
Ion Producto.
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4.3.3. Papel de la biliverdina en la protección frente a la toxicidad inducida por ácidos 
biliares 

Durante la colestasis, se acumulan en los hepatocitos ABs cuyo efecto tóxico puede 
provocar la muerte celular (Attili et al., 1986). Como se ha mencionado a lo largo de esta 
Tesis Doctoral uno de los mecanismos implicados en la toxicidad inducida por estos ABs 
potencialmente tóxicos es la generación de ROS, que pueden modificar oxidativamente 
lípidos, proteínas y ácidos nucleicos y causar finalmente la muerte de los hepatocitos. 
(Sokol et al., 1993; Sokol et al., 2001; Sokol et al., 1995). Además, estos ABs estimulan la 
generación de ROS en las células de Kupffer, aumentando así el daño hepático (Ljubuncic et 
al., 1996). En estas circunstancias se activan distintos mecanismos celulares implicados en 
la defensa antioxidante, entre ellos, el ciclo el ciclo BV/BR mediado por la BVRα. Teniendo 
en cuenta que la presencia de la mutación c.214C>A en las dos pacientes homocigóticas 
se puso de manifiesto durante distintos episodios de colestasis, decidimos investigar si en 
casos de deficiencia del ciclo BV/BR, como el descrito en portadores homozigoticos del 
SNP c.214C>A, el hígado presenta una desprotección en casos de colestasis. O, visto 
desde otro punto de vista, si existe un papel  protector de la BV y la BVRα frente a la 
toxicidad inducida por ABs. Para realizar estos experimentos elegimos el ADC, un AB con 
conocida capacidad para inducir estrés oxidativo y muerte celular (Palmeira y Rolo, 2004).

Como paso inicial de este estudio analizamos mediante RT-QPCR los niveles 
basales de expresión de la BVRα en distintas líneas celulares humanas de origen hepático. 
De entre todas ellas seleccionamos las células HepG2, Alexander y HuH-7, ya que, como 
se muestra en la Figura RD41, presentaban niveles muy distintos de expresión de esta 
enzima. Mientras que en las células HuH-7 la expresión de esta enzima se encontraba 
reducida con respecto a hígado humano, los niveles basales de expresión de la BVRα 
detectados en células Alexander y en las células HepG2 eran superiores a los encontrados 
en este tejido, siendo muchos más elevados en esta última línea celular. 
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Figura 41 

Figura RD41. Determinación de los niveles basales de expresión de la BVRα en las líneas celulares humanas 
de origen hepático HepG2 (hepatoblastoma), Alexander (hepatoma) y Huh-7 (carcinoma hepatocelular) 
mediante RT-QPCR. Los valores se expresan como porcentaje de expresión con respecto a hígado humano 
y son la media ± EEM de al menos tres cultivos realizados por triplicado.
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A continuación, estas tres líneas celulares se trataron con dosis crecientes de ADC 
durante 48 h. Los resultados de citometría de flujo indicaron que, a las dosis más altas 
ensayadas, este AB indujo un aumento en la generación de ROS (Figura RD42). Además, 
la presencia de BV a una concentración de 100 μM en el cultivo previno este aumento en 
los niveles de ROS, de forma parcial en células HepG2 y Alexander, y totalmente en la línea 
celular HuH-7 (Figura RD42). 

Puesto que el estrés oxidativo inducido por la acumulación de ABs durante la 
colestasis puede contribuir al daño hepático asociado con esta patología, el uso de agentes 
antioxidantes podría prevenir, al menos en parte la toxicidad inducida por estos compuestos. 
En este sentido, estudios recientes de nuestro grupo de investigación han demostrado que 
en situaciones de hipercolanemia materna aparece estrés oxidativo tanto en el hígado 
fetal (Perez et al., 2005) como en la placenta (Perez et al., 2008), lo que puede paliarse 
mediante el tratamiento con BR y con el ácido ursodesoxicólico (Perez et al., 2008), un AB 
con conocidas propiedades antioxidantes (Mitsuyoshi et al., 1999; Serviddio et al., 2004). 
Sin embargo, otros estudios sugieren que el daño celular causado por la toxicidad de los 
ABs en los hepatocitos no puede prevenirse mediante el uso de agentes antioxidantes 
(Woudenberg-Vrenken et al., 2010). En nuestro estudio, el tratamiento con BV previno 
el aumento en la generación de ROS inducido por el ADC en las tres líneas celulares 
hepáticas estudiadas. Ya que este pigmento biliar parece tener una muy baja capacidad 
antioxidante (Jansen y Daiber, 2012), su efecto protector podría deberse su transformación 
en BR, un potente agente antioxidante, mediada por la BVRα. 
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Figura 42 

 

 

Figura RD42. Estudio de la generación de ROS en células HepG2, Alexander y HuH-7 tratadas con dosis 
crecientes de ácido desoxicólico (ADC) ± biliverdina (BV) 100 μM durante 48 h. Los niveles de ROS se 
determinaron mediante citometría de flujo utilizando diclorofluoresceína diacetato (DCF-DA). Los valores 
representan la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados por triplicado. *, p<0,05, respecto a las 
células WT sin tratar; † p<0,05 al comparar las células tratadas con o sin biliverdina mediante el test de 
comparaciones múltiples de Bonferroni.
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Para determinar si el efecto protector de la BV frente al estrés oxidativo era 
específico para la toxicidad inducida por los ABs, las 3 líneas celulares se trataron durante 
48 h con dosis crecientes de dicromato potásico, un contaminante ambiental capaz de 
generar estrés oxidativo (Patlolla et al., 2009). Los resultados obtenidos indicaron que el 
tratamiento con este agente xenobiótico aumentaba la generación de ROS de forma dosis 
dependiente y que la presencia de BV en el cultivo prevenía de forma parcial este aumento 
en los niveles de estrés oxidativo (Figura RD43). 

La generación de ROS puede desencadenar la muerte celular por apoptosis o por 
necrosis (Patel y Gores, 1995; Spivey et al., 1993). Por ello, analizamos si la reducción de 
los niveles de ROS generados por el ADC en presencia de BV podía disminuir la toxicidad 
de este compuesto en las líneas celulares incluidas en nuestro estudio. Para ello, la tasa 
de muerte celular se determinó mediante citometría de flujo utilizando ioduro de propidio. 
Los resultados obtenidos en este estudio, indicaron que en todas las líneas celulares 
estudiadas el tratamiento con BV reducía la toxicidad inducida por la exposición a dosis 
elevadas de este AB (Figura RD44). Además de su papel en la defensa antioxidante, la BV 
también puede participar en la modulación de distintas rutas de señalización proapoptóticas 
(Kapitulnik y Maines, 2009), lo que podría contribuir a su efecto citoprotector frente a la 
toxicidad inducida por el ADC.
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Figura 43 

 

Figura RD43. Estudio de la generación de ROS en células HepG2, Alexander y HuH-7 tratadas con dosis 
crecientes de dicromato potásico (K2Cr2O7) ± biliverdina (BV) 100 μM durante 48 h. Los niveles de ROS se 
determinaron mediante citometría de flujo utilizando diclorofluoresceína diacetato (DCF-DA). Los valores 
representan la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados por triplicado. *, p<0,05, respecto a las 
células WT sin tratar; † p<0,05, al comparar las células tratadas con o sin biliverdina mediante el test de 
comparaciones múltiples de Bonferroni.
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Figura 44 

Figura RD44. Niveles de muerte celular en células HepG2 (A), Alexander (B) y HuH-7(C) tratadas con dosis 
crecientes de ácido desoxicólico (ADC) ± biliverdina (BV) 100 μM durante 48 h. El porcentaje de muerte 
celular se determinó mediante citometría de flujo utilizando Ioduro de Propidio (IP). Los valores representan 
la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados por triplicado. *, p<0,05, respecto a las células WT sin 
tratar; † p<0,05 al comparar las células tratadas con o sin biliverdina mediante el test de comparaciones 
múltiples de Bonferroni. Fotografías representativas de los cultivos de células HepG2 (D), Alexander (E) y 
Huh-7(F) obtenidas mediante  microscopía de contraste de fases.
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Como se ha comentado anteriormente, la capacidad antioxidante de la BV es debida 
a su participación en el ciclo BV/BR, en el que la BVRα juega un papel fundamental. Por ello, 
determinamos el efecto del tratamiento con ADC y BV sobre la expresión de esta enzima 
en las líneas celulares HepG2, Alexander y HuH-7 tratadas con estos compuestos durante 
48 h. Los resultados obtenidos mediante RT-QPCR y WB indicaron que el tratamiento 
con este AB aumentó los niveles de expresión de la BVRα en las tres líneas celulares 
estudiadas, mientras que el tratamiento con BV no modificó los niveles de expresión de 
esta enzima (Figura RD45). 

En estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigación se ha descrito 
la inducción de la expresión de la BVRα en un modelo de colestasis gestacional en rata 
en hígado materno, hígado fetal y placenta, probablemente como mecanismo de defensa 
antioxidante (Perez et al., 2007). Este efecto se confirmó en estudios in vitro con células 
hepáticas y placentarias tratadas con ácido taurocólico y ácido ursodesoxicólico (Perez et 
al., 2008). En nuestro estudio, el tratamiento con ADC indujo los niveles de expresión de 
esta enzima en las líneas celulares HepG2, Alexander y HuH-7. Estos resultados podrían 
indicar que el ciclo de defensa antioxidante BV/BR catalizado por la BVRα se activa en 
respuesta a la toxicidad inducida por el ADC contribuyendo así a aumentar el efecto 
protector de la BV mediante su transformación a BR. 

Cuando estos mismos estudios se llevaron a cabo en células HepG2, Alexander y 
HuH-7 tratadas con dicromato potásico se observó una reducción en los niveles de ARNm 
de BVRα (Figura RD46). Sin embargo, los estudios de WB indicaron que el tratamiento no 
modificaba los niveles de proteína de la BVRα.
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Figura 45 

Figura RD45. Niveles de expresión de BVRα en células HepG2, Alexander y HuH-7 tratadas con dosis 
crecientes de ácido desoxicólico (ADC) ± biliverdina (BV) 100 μM durante 48 h determinados mediante RT-
QPCR y WB. La GAPDH se utilizó como normalizador. Los valores representan la media ± EEM de, al menos, 
3 cultivos realizados por triplicado. *, p<0,05, respecto a las células WT sin tratar; † p<0,05 al comparar las 
células tratadas con o sin biliverdina mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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La BVRα puede actuar también como un factor de transcripción implicado en la 
regulación de la expresión de HO-1 (Kravets et al., 2004), la enzima que cataliza la primera 
reacción en la degradación del grupo hemo. Puesto que nuestros resultados indicaban que 
en las células HepG2, Alexander y HuH-7 expuestas a dosis altas de ADC la expresión de 
la BVRα se encontraba inducida, decidimos determinar qué ocurría con la expresión de la 
HO-1 en estas situaciones. Los resultados de RT-QPCR mostraron que la expresión de la 
HO-1 aumentaba en las células HepG2, Alexander y HuH-7 de forma dependiente a las 
dosis de ADC presente en el cultivo (Figura RD47). Sin embargo, el efecto del tratamiento 
con BV sobre la expresión de esta enzima fue diferente en función de la línea celular. 
Mientras que en células HepG2 y HuH-7 tratadas con ADC 500 y 250 μM respectivamente, 
la presencia de BV aumentó aún más los niveles de expresión de HO-1, en las células 
Alexander tratadas con la dosis más alta de ADC (400 μM), la BV redujo los niveles de 
expresión de esta enzima (Figura RD47). 

Esta inducción en los niveles de expresión de la HO-1 podría contribuir a la reducción 
de la toxicidad inducida por el ADC, a través de la amplificación del ciclo BV/BR además, se 
ha descrito que uno de los productos generados en la reacción catalizada por esta enzima, 
el CO, tiene un efecto antiapoptótico (Kirkby y Adin, 2006). 
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Figura 46 

 

Figura RD46. Niveles de expresión de BVRα en células HepG2, Alexander y HuH-7 tratadas con dosis 
crecientes de dicromato potásico (K2Cr2O7) ± biliverdina (BV) 100 μM durante 48 h determinados mediante 
RT-QPCR. Los valores representan la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados por triplicado. *, 
p<0,05, respecto a las células WT sin tratar; † p<0,05 al comparar las células tratadas con o sin biliverdina 
mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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En resumen, los resultados obtenidos en este bloque experimental sugieren que 
en células hepáticas de origen humano tratadas con dosis elevadas de ADC el ciclo redox 
BV/BR catalizado por la BVRα parece estar implicado en la defensa celular frente al estrés 
oxidativo inducido por este compuesto. Además, la BV protege frente al estrés oxidativo y 
la muerte celular inducidos por este AB probablemente mediante su transformación a BR 
catalizada por la BVRα.
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Figura 47 

Figura RD47. Niveles de expresión de HO-1 en células HepG2, Alexander y Huh-7 tratadas con dosis 
crecientes de ácido desoxicólico (ADC) ± biliverdina  (BV) 100 μM durante 48 h determinados mediante RT-
QPCR. Los valores representan la media ± EEM de, al menos, 3 cultivos realizados por triplicado. *, p<0,05, 
respecto a las células WT sin tratar; † p<0,05 al comparar las células tratadas con o sin biliverdina mediante 
el test de comparaciones múltiples de Bonferroni.
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CONCLUSIÓN PRIMERA

El tratamiento con dosis subtóxicas de paracetamol modifica la expresión y 
funcionalidad de varios transportadores de la superfamilia ABC, que participan en su 
detoxificación, en distintos tejidos implicados en el metabolismo y excreción de este 
fármaco como hígado, riñón, intestino y placenta.

CONCLUSIÓN SEGUNDA

El tratamiento con dosis subtóxicas de paracetamol en ratas gestantes, reduce los 
niveles de Bcrp en la placenta, donde esta proteína ABC juega un papel fundamental en 
la excreción de distintos compuestos potencialmente tóxicos, entre los que se incluyen 
los ácidos biliares. Así, en situaciones de hipercolanemia asociada a la colestasis durante 
la gestación, el tratamiento con dosis no tóxicas de paracetamol para la madre altera la 
funcionalidad de la barrera placentaria e induce un aumento en los niveles de ácidos biliares 
a los que se ve expuesto el feto, lo que puede causar patologías fetales.

CONCLUSIÓN TERCERA

La reducción de los niveles de ADNmt en la línea celular de hepatoma de ratón Hepa 1-6 
Rho- aumenta su resistencia a la toxicidad inducida por compuestos potencialmente tóxicos, 
xenobióticos como el paracetamol y endógenos como el ácido biliar glicoquenodesoxicólico. 
La menor sensibilidad de estas células a la muerte celular inducida por estos compuestos 
no se debe a un aumento de la expresión de bombas exportadoras ABC, implicadas en 
su detoxificación, sino que parece guardar relación con la menor generación de ROS 
observada en células Rho-.

CONCLUSIÓN CUARTA 

En la línea celular Hepa 1-6 Rho-, la disminución de los niveles de ADNmt previene 
de forma parcial la translocación al núcleo del factor de transcripción  Nrf2 en respuesta 
al tratamiento con paracetamol o ácido glicoquenodesoxicólico. Esta activación de Nrf2 
no modifica los niveles de expresión de varios transportadores de la superfamilia ABC 
regulados por este factor de transcripción. Esto sugiere que, la reducción de los niveles 
de ADNmt puede limitar la funcionalidad de otros factores de transcripción o receptores 
nucleares, implicados en la inducción de la expresión de proteínas ABC en respuesta al 
tratamiento con estos compuestos.
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CONCLUSIÓN QUINTA 

La ausencia de ADNmt en la línea celular de carcinoma hepatocelular humano SK-
Hep-1 aumenta su resistencia frente a la necrosis inducida por concentraciones elevadas 
del ácido glicoquenodesoxicólico. Entre los mecanismos implicados en esta mayor 
quimiorresistencia se incluyen una reducción de los niveles de estrés oxidativo y la activación 
de la ruta de supervivencia Akt/mTOR de forma independiente de la generación de ROS. 

CONCLUSIÓN SEXTA 

La ausencia de ADNmt en la línea celular de hepatoma humano SK-Hep-1 aumenta 
su resistencia frente a la toxicidad inducida por los fármacos antitumorales doxorrubicina, 
SN-38 y cisplatino. Esta quimiorresistencia tiene un origen multifactorial ya que la ausencia 
de genoma mitocondrial reduce la generación de ROS, aumenta los niveles de expresión 
distintas bombas ABC implicadas en la disminución de la concentración intracelular de 
estos fármacos y del factor de transcripción NRF2 que participa en la regulación de distintos 
mecanismos de defensa celular. Además, la ausencia de ADNmt, estimula la expresión de 
genes de supervivencia como la survivina en respuesta a estos fármacos. 

CONCLUSIÓN SÉPTIMA 

La línea celular SK-Hep-1 Rho0 también presenta una menor sensibilidad a la toxicidad 
inducida por el fármaco antitumoral sorafenib. Sin embargo, ninguno de los mecanismos 
implicados en la resistencia a otros fármacos, a excepción de la reducción de la generación 
de ROS, parece estar implicado en la falta de respuesta a  este fármaco. 

El análisis de 90 genes implicados en quimiorresistencia reveló que, en las células 
SK-Hep-1 Rho0, la ausencia de genoma mitocondrial modifica la expresión de varios 
de estos genes. Uno de los cambios más destacados fue la pérdida de la expresión de 
KIT, uno de los principales genes diana del sorafenib. Además se encontró reducida la 
expresión de distintos genes proapotóticos y un aumento de la expresión de BCL2, un gen 
antiapoptótico. 

CONCLUSIÓN OCTAVA

Uno de los sistemas celulares de defensa frente al estrés oxidativo es el ciclo de 
conversión de biliverdina en bilirrubina catalizado por la enzima biliverdina reductasa. La 
expresión de esta enzima en células hepáticas se induce por la exposición a concentraciones 
elevadas de ácido desoxicólico, como parte de la respuesta endógena de protección 
antioxidante. Además la biliverdina protege frente al estrés oxidativo y la muerte celular 
inducidos por este ácido biliar probablemente mediante su transformación a bilirrubina 
catalizada por la biliverdina reductasa.
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CONCLUSIÓN NOVENA 

En un 3% de la población de etnia Inuit de Groenlandia se ha detectado la presencia 
de la mutación c.214C>A en el exón 3 del gen BLVRA. Esta mutación hace que se genere 
una proteína truncada que carece de actividad enzimática ya que no permite la reducción 
de biliverdina a bilirrubina, lo que sugiere la existencia de una mayor sensibilidad de los 
portadores a las situaciones de estrés oxidativo.

CONCLUSIÓN GLOBAL

El genoma mitocondrial juega un papel fundamental en la regulación de la expresión 
de genes nucleares implicados en los mecanismos de defensa celular frente a la agresión 
de distintos compuestos endógenos y xenobióticos, mediante rutas de señalización 
retrógrada. Así, la ausencia de genoma mitocondrial y la acción de distintos mecanismos 
de defensa antioxidante como el ciclo biliverdina/bilirrubina mediado por la biliverdina 
reductasa pueden amortiguar el estrés oxidativo y aumentar la resistencia a la muerte 
celular generados por distintos agentes agresores.
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7.1. AIMS

The accumulation in cells of potentially toxic endogenous compounds or xenobiotics 
may alter the redox status and induce oxidative stress, which eventually may cause cell 
death by apoptosis or necrosis.

Under these circumstances, cells activate different mechanisms in order to reduce 
cellular injury. These include the activation of antioxidant systems, the induction of 
mechanisms of biotransformation and detoxification, mediated by phase I and II enzymes 
and efflux proteins belonging to the ABC (“ATP-Binding Cassette”) superfamily, and the 
activation of survival signaling pathways. However, despite the importance of these cellular 
defense systems, the mechanisms involved in their regulation are poorly understood.

The crosstalk between nuclear and mitochondrial genomes is essential to keep 
several cellular functions under control, including the maintenance of cellular homeostasis 
in spite of situations causing oxidative or chemical stress. Thus, changes in mitochondrial 
function may trigger retrograde signaling pathways from mitochondria to the nucleus 
which causes changes in gene expression. Due to the high sensitivity of mitochondria to 
the toxicity induced by many endogenous compounds and drugs, the activation of these 
signaling pathways could participate in the control of the expression of genes involved in 
cellular defense mechanisms leading to the development of a chemoresistance phenotype.

Therefore the global aim of this Doctoral Thesis was to analyze the role of mitochondrial 
genome in the regulation of the expression of several genes and the activation of signaling 
pathways involved in the defense against oxidative stress and cell death induced by 
potentially toxic endogenous compounds or xenobiotics. To achieve this goal the project 
was divided into the following partial aims.

First aim: To evaluate the effect of subtoxic doses of acetaminophen on the expression 
of ABC proteins in rat liver and extrahepatic tissues as well as in human cell lines.

Second aim: To study the role of the mitochondrial genome in the mechanisms 
involved the regulation of the expression of ABC proteins under oxidative stress situations 
induced by potentially toxic endogenous compounds such as bile acids, and xenobiotics, 
such as acetaminophen.

Third aim: To investigate the role of the complete mitochondrial genome depletion 
in the mechanisms by which human liver cells become resistant to cell death induced by 
incubation with high concentrations of bile acids.

Fourth aim: To study the role of the mitochondrial genome in the regulation of genes 
involved in different mechanisms of resistance to the toxicity induced by drugs included in 
the pharmacological treatment of hepatocellular carcinoma. 
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Fifth aim: To determine the effect of c.214C>A mutation in the human biliverdin 
reductase gene (BLVRA) on the activity of this enzyme and analyze the role of biliverdin, 
the substrate of this enzyme, against bile acid-induced oxidative stress in human hepatic 
cell lines.
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7.2. RESULTS

7.2.1. Study of the expression of ABC transporters under oxidative stress situations 
induced by endogenous and xenobiotic compounds in different tissues: role of the 
mitochondrial genome 

ABC pumps are membrane proteins that actively transport a wide range of substrates 
with different chemical structures. In mammals they have a great clinical interest since their 
expression is altered in several diseases (Trauner et al., 2007; Wada et al., 1998) and they 
are involved in the development of resistance to chemotherapy (Lage, 2003). 

These transporters are also involved in a variety of important physiological processes. 
Thus, ABC proteins participate in the regulation of the permeability of placental and blood-
brain barriers, where their expression is particularly high (Klein et al., 1999). In liver, 
kidney and gastrointestinal tract, these pumps mediate the elimination of xenobiotic and 
endogenous toxic compounds (Leslie et al., 2005).

The expression of ABC proteins is tightly regulated under physiological conditions 
and may be altered in pathological situations. Multiple factors can participate in this control, 
including levels of bile constituents, hormones, lipid metabolites, pro-inflammatory cytokines 
and many xenobiotics. However, the precise mechanisms involved in this regulation are 
largely unknown. At the transcriptional level these transporters can be regulated by nuclear 
receptors such as the farnesoid X receptor (FXR), which is sensitive to bile acids (BAs), 
and a member of this signaling pathway, the small heterodimer partner (SHP). Xenobiotic 
receptors such as the constitutive androstane receptor (CAR) and pregnane X receptor 
(PXR), which can be activated by a variety of drugs and toxins (Klaassen and Aleksunes, 
2010), and the transcriptional factor NRF2, which is activated under oxidative stress 
conditions, are also involved in the regulation of the expression of these proteins (Klaassen 
and Aleksunes, 2010).  In addition to the control mediated by direct activation of nuclear 
receptors, retrograde control mechanisms, permitting crosstalk between mitochondrial and 
nuclear genomes, can modulate the expression of these pumps (Hallstrom and Moye-
Rowley, 2000; Pillay et al., 1998). Since mitochondria are particularly sensitive to the toxicity 
induced by many endogenous compounds and drugs, these signaling pathways may play 
a critical role in the activation of cellular defense mechanisms (Erol, 2005), including the 
modulation of the expression of ABC export pumps, under chemical stress conditions.

7.2.1.1. Effect of subtoxic doses of acetaminophen on the expression of ABC 
transporters in different tissues 

Acetaminophen or paracetamol is one of the most popular analgesic and antipyretic 
drugs. Moreover, this compound is used as a first choice drug for pain relieve during 
pregnancy because at therapeutic doses it is considered safe for the mother and the fetus 
(Scialli et al., 2010). 
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This drug is mainly metabolized in the liver by UDP-glucuronosyltransferases and 
sulfotransferases generating unharmful metabolites that are eliminated by renal and biliary 
excretion (James et al., 2003). At therapeutic doses, a small proportion of acetaminophen is 
biotransformed by cytochrome P450 (CYP450) enzymes to the highly reactive intermediate 
metabolite, N-acetyl-pbenzoquinone-imine (NAPQI). Under normal conditions, this 
compound has a short half-life and is eliminated by conjugation with glutathione. In the case 
of acetaminophen overdose, the glucuronidation and sulfation pathways become saturated, 
and excessive amounts of acetaminophen undergo P450-mediated formation of NAPQI, 
which results in reduction of intracellular glutathione levels. Accumulated NAPQI then binds 
to cellular macromolecules (Nelson, 1990), leading to structural and metabolic alterations 
and eventually to necrosis in the liver (Prescott, 1980). Moreover, acetaminophen overdose 
can induce toxicity in extrahepatic tissues which is at least partly caused by liver-derived 
acetaminophen metabolites (Gu et al., 2005). 

Some ABC efflux transporters are involved in the elimination of acetaminophen 
metabolites from liver and kidney cells. Thus, Abcc2, Abcc3, Abcc4, and Abcg2 have the 
ability to transport sulfate-, glucuronate- or glutathione-conjugated acetaminophen (Zamek-
Gliszczynski et al., 2005; Zamek-Gliszczynski et al., 2006). Induction of the expression of 
these transporters, and also that of ABCB1/Abcb1 and ABCC1/Abcc1, in both human and 
rodent liver during administration of high toxic doses of acetaminophen has been reported 
(Aleksunes et al., 2008; Aleksunes et al., 2005; Barnes et al., 2007; Ghanem et al., 2004). 
However, the effect of non-toxic treatments on the expression of these pumps is not well 
known.

Thus, the first aim of This Doctoral Thesis was to evaluate the effect of the treatment 
with subtoxic doses of acetaminophen on the ABC protein expression in the liver and 
extrahepatic tissues in human and rat.

The results obtained in this section of the Doctoral Thesis have been used to write the 
manuscript entitled: “Effect of acetaminophen on the expression of ABC proteins in placenta. 
Toxic effect on the placental barrier for bile acids during maternal cholestasis” which has 
been submitted for publication to the journal Toxicology and Applied Pharmacology and 
whose first evaluation has been positive although the acceptance is still pending on the 
consideration of a revised version.
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Abbreviations: 
Bcrp/BCRP, breast cancer resistance protein; calcein-AM, calcein acetoxymethyl ester; 

FTC, fumitremorgin C; GCA, glycocholic acid; Mdr/MDR, multidrug resistance protein; 

Mrp/MRP, multidrug resistance-associated protein; NAPQI, N-acetyl-p-benzoquinone-

imine; PBS, phosphate-buffered saline; QPCR, real-time quantitative PCR; PI, 

propidium iodide. 
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ABSTRACT  
 

Acetaminophen affects the expression of ABC proteins in several tissues. Here we 

investigated whether treatment with acetaminophen changes the expression of these 

pumps in placenta and how theses modifications could affect the fetal protection against 

bile acids during maternal cholestasis. The amount of mRNA was determined by RT-

QPCR after incubating human cell lines derived from placenta and tissues involved in 

bile acid handling with subtoxic concentrations of acetaminophen. Although an up-

regulation of ABCB1 in gastrointestinal and kidney cells was observed, in placental cells 

the expression of ABCB1 and ABCC1-4 was not markedly affected. In contrast, ABCG2 

was down-regulated. Acetaminophen-induced changes in mRNA levels were consistent 

with changes in the ability to export typical ABCB1, ABCC1-4 and ABCG2 substrates 

from preloaded cells, which was determined flow cytometry. In rat placentas, collected 

at term after acetaminophen administration for 3 days, an enhanced mRNA levels of 

Abcc1, but not Abcb1 and Abcc2-4 was found. Interestingly, although Abcg2 mRNA 

was slightly increased, which was consistent with an increased expression and 

presumably activity of Nfr2, the amount of Abcg2 protein was markedly reduced. 

Complete biliary obstruction in pregnant rats induced a marked bile acid accumulation 

in the mother. In the serum and tissues of fetuses from untreated cholestatic rats bile 

acid accumulation was only moderate but this was significantly increased when the 

mothers had been treated with acetaminophen. In conclusion, acetaminophen treatment 

during pregnancy may reduce ABCG2 expression/activity in the placenta and hence 

impair the placental barrier for ABCG2 substrates, such as bile acids. 

 

Keywords: ABCG2, BCRP, Paracetamol, Pregnancy, Transport. 
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INTRODUCTION  

The placenta expresses a large number of transport proteins responsible for the 

translocation of a broad spectrum of pharmacological agents and endogenous 

substances. Some of them, such as bile acids, are potentially toxic and are actively 

transported across the placenta in an ATP-dependent manner (Bravo et al., 1995). The 

ATP-binding cassette (ABC) superfamily of proteins is particularly important in this 

context, being involved in both removal of fetal metabolites and placental barrier 

functions (Marin et al., 2004). Among the ABC pumps expresses in the placenta are the 

multidrug resistance protein-1 (MDR1 or ABCB1, gene symbol ABCB1), several 

members of the multidrug resistance-associated proteins (MRPs or ABCCs, gene 

symbol ABCCs), and the breast cancer resistance protein (BCRP or ABCG2, gene 

symbol ABCG2) (St-Pierre et al., 2000; Marin et al., 2004). Placental ABCB1 plays an 

important protective role that has been recently reviewed (Ni and Mao, 2011; Iqbal et 

al., 2012). While ABCC2 may provide fetal protection against potentially harmful 

substances (Marin et al., 2004), the functional importance of ABCC1, ABCC3 and 

ABCC4 in the placenta remains poorly understood. ABCC1 and ABCC3 are mainly 

localized in the basolateral membranes of polarized cells and in the endothelium of the 

fetal vessels, although apical syncytiotrophoblasts expression has also been identified 

(Ni and Mao, 2011). ABCC4 has been detected in the placenta at mRNA level; 

however, its exact localization in this tissue remains to be elucidated (Langmann et al., 

2003; Maher et al., 2005; Serrano et al., 2007).  

ABCG2 is one of the most important ABC pumps in placental barrier (Ni and Mao, 2011; 

Iqbal et al., 2012). This protein has been recently identified as a key player in the 

function of exporting bile acids from the fetus to the mother (Blazquez et al., 2012). 

Under pathological circumstances, such as maternal cholestasis, when these potentially 

toxic compounds become accumulated, ABCG2 may play an important role in the 

protection of the fetus against enhanced levels of bile acids in the maternal blood 

(Blazquez et al., 2012).  

Acetaminophen is a drug widely used in pregnancy because at therapeutic doses it is 

considered safe for the mother and the fetus (Scialli et al., 2010). The drug is mainly 
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metabolized in the liver by UDP-glucuronosyltransferases and sulfotransferases, 

generating unharmful metabolites that are eliminated by renal and biliary excretion 

(James et al., 2003). In addition, a small proportion of acetaminophen, which depends 

on the dose used but usually lower than 5%, is biotransformed by cytochrome P450 

(CYP450) enzymes to the highly reactive intermediate metabolite, N-acetyl-p-

benzoquinone-imine (NAPQI) (Dahlin et al., 1984). Under normal conditions, this 

compound has a short half-life and is eliminated by conjugation with glutathione in a 

reaction mediated by glutathione S-transferases. The metabolite is further transformed 

to mercapturic acid and excreted into the urine (Beckett et al., 1985). In the case of 

acetaminophen overdose, the glucuronidation and sulfation pathways become 

saturated, and excessive amounts of acetaminophen undergo P450-mediated formation 

of NAPQI, which results in reduction in intracellular glutathione levels (Potter et al., 

1974). Accumulated NAPQI then binds to cellular macromolecules, leading to structural 

and metabolic alterations and eventually to necrosis (Jollow et al., 1973). Some of ABC 

efflux transporters are involved in the elimination of acetaminophen metabolites from 

liver and kidney cells. Both in vivo drug disposition studies and in vitro functional 

transport experiments indicate that Abcc2, Abcc3, Abcc4, and Abcg2 have the ability to 

transport sulfate-, glucuronate- or glutathione-conjugated acetaminophen (Zamek-

Gliszczynski et al., 2005; Zamek-Gliszczynski et al., 2006). The induction of the 

expression of these transporters, and also ABCB1/Abcb1 and ABCC1/Abcc1, in both 

human and rodent liver during administration of high toxic doses of acetaminophen has 

been reported (Ghanem et al., 2004; Aleksunes et al., 2005; Barnes et al., 2007; 

Aleksunes et al., 2008b). However, the effect of non-toxic treatments has been less 

studied.  

Since a large proportion of pregnant women are treated with acetaminophen, its is 

important to know the effect of the exposure to this drug on placental ABC transporters 

and its functional repercussion on placental barrier, in particular under pathological 

conditions that require an enhanced protection of the fetus, such as maternal 

cholestasis. Thus, the aim of the present study was to evaluate the effect of 

acetaminophen on the expression of ABC proteins in the placenta and the integrity of 

the placental barrier against the overall transfer of maternal bile acids into the fetal 

compartment. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Chemicals 
Acetaminophen, fumitremorgin C (FTC), polyethylene glycol 400, probenecid, propidium 
iodide (PI), rhodamine 123, and verapamil were obtained from Sigma-Aldrich Quimica 

(Madrid, Spain). BODIPY® FL-prazosin and calcein acetoxymethyl ester (calcein-AM) 

were from Life Technologies (Madrid, Spain). [14C]-glycocholic acid ([14C]-GCA) 

(specific activity 56 mCi/mmol) was from GE Healthcare (Barcelona, Spain). According 
to the suppliers, the purity of these compounds was ≥97%. All other chemicals were of 

analytical grade. 

 

Cell lines and culture conditions 
The human cell lines HepG2 (HB-8065) from hepatoblastoma, SK-HEP-1 (HTB-52) 

from hepatocarcinoma, LS174T (CL-188) and Caco-2 (HTB-37) from colorectal 

adenocarcinoma, HK-2 (CRL-2190) from renal proximal tubule, and BeWo (CCL-98), 

JEG-3 (HTB-36), and JAr (HTB-144) from choriocarcinoma were obtained from the 
American Type Culture Collection (LGC Standards, Barcelona, Spain). Cells were 

cultured as recommended by the supplier in a humidified atmosphere in 5% CO2 at 

37ºC. The cells were subcultured or used in the experiments at 80% confluence. To 

determine the effect of acetaminophen on cell viability, the cells were incubated with 
increasing concentrations of acetaminophen for 48 h. Cell viability was measured using 

the CellTiter 96 AQueous non-radioactive cell proliferation assay (Promega, Madrid, 

Spain). From concentration-response studies (Fig. 1), the subtoxic acetaminophen 
concentration was calculated as the highest one with no effect on cell viability. To carry 

out flow cytometry and gene expression assays, the cells were incubated in the 

presence of subtoxic drug concentrations for 48 h. The cells were then detached with 

trypsin-EDTA, pelleted, rinsed with phosphate-buffered saline (PBS), and pelleted again 
to proceed with total RNA extraction, or with flow cytometry studies to determine the 

activity of ABC transporters.  

 

In vivo experiments  
Pregnant Wistar rats on day 18 of gestation were provided by the University of 

Salamanca Animal House (Salamanca, Spain). The animals received humane care as 
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outlined in the National Institutes of Health guidelines for the care and use of laboratory 

animals (http://grants.nih.gov/olaw/olaw.html). The experimental protocols were positive 

approved by the Ethical Committee for Laboratory Animals of the University of 

Salamanca. Acetaminophen dissolved in 45% polyethylene glycol 400 was 
intraperitoneally administered to pregnant rats as a fix daily dose (0.4 g/kg body weight 

before pregnancy, i.e., ≈200 g) over three consecutive days before term. The control 

group received only the vehicle. Acetaminophen dosage was selected in order to 
achieve a non-toxic situation according with a previously described protocol (Ghanem et 

al., 2009). Samples from anaesthetized animals (sodium pentobarbital 50 mg/kg b.wt., 

i.p., Nembutal N.R., Abbot, Madrid, Spain) were collected on day 21 of gestation, and 

were immediately immersed in the RNAlater RNA-stabilization reagent (Life 

Technologies) or frozen in liquid nitrogen and stored at -80ºC until measurement of 
gene/protein expression. To determine the effect of acetaminophen on the functionality 

of the placental barrier for bile acids, complete obstructive cholestasis was imposed in 
pregnant rats by bile duct ligation and section (BDL) on day 19 of gestation (Macias et 

al., 2000). Control animals underwent sham operation. The maternal bile acid pool was 

labeled on day 20 of gestation by intraperitoneal administration of 22 µCi [14C]-GCA 

(400 nmol). Bile acid concentrations in maternal serum were determined enzymatically 

to calculate the corrected specific radioactivity of [14C]-GCA, which was used to 
determine bile acid levels in maternal and fetal serum and tissues by radioactivity 

measurements. 

 

Determination of gene expression 
Total RNA was isolated from cell or tissue lysates using RNeasy spin columns from GE 

Healthcare, treated with RNase-free DNase I (GE Healthcare), determined 

fluorometrically with the RiboGreen RNA-Quantitation kit (Life Technologies), and used 

for cDNA synthesis using random hexamers and avian myeloblastosis virus RT (Cloned 
AMV First-Strand cDNA Synthesis kit, Life Technologies). Real-time quantitative PCR 

(QPCR) was carried out using AmpliTaq Gold polymerase (Life Technologies) in a 7300 

Real-Time PCR System (Life Technologies). The thermal cycling conditions were as 

follows: a single cycle at 50ºC for 2 min, and 95ºC for 10 min followed by 40 cycles at 
95ºC for 15 s and at 60ºC for 60 s. The oligonucleotide sequences of primers are shown 

in Supplementary Table 1. Detection of the amplification products was carried out using 
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SYBR Green I (Life Technologies). The presence of non-specific amplified products, as 

examined by 2.5% agarose gel electrophoresis and melting temperature curves, was 

ruled out in all cases, except for human ABCC1 and ABCC3. In these cases, detection 

was carried out using TaqMan® probes with the following sequences: 5’-
ACCGTGCTGCTGTTTGTCACTGCC-3’ for ABCC1 and 5’-TGGCCGTGAAGATGCGC-

3’ for ABCC3. The results concerning mRNA abundance for the target genes in each 

sample were normalized on the basis of the 18S rRNA content of the samples, which 

was measured using TaqMan Ribosomal RNA Control Reagents kit (Life Technologies). 
A bank of healthy human tissues cryopreserved in RNAlater was used for calibration 

purposes. 

 

Determination of the activity of ABC proteins 
The functionality of ABC proteins was determined by their ability to export specific 

substrates, i.e., rhodamine 123 for ABCB1, calcein (administered to cells as calcein-

AM) for ABCCs, and BODIPY-prazosin for ABCG2, which was measured by flow 

cytometry. In brief, the cell suspension was incubated in 100 µl of uptake medium (96 
mM NaCl, 5.3 mM KCl, 1.1 mM KH2PO4, 0.8 mM MgSO4, 1.8 mM CaCl2, 11 mM 

glucose and 50 mM HEPES, pH 7.40), containing 1 µM of the substrate and 50 µg/ml 

PI, for 30 min at 37ºC. Then, 900 µl of uptake medium, containing or not a specific 
inhibitor of each pump, i.e., 10 µM verapamil for ABCB1, 500 µM probenecid for 

ABCCs, and 5 µM FTC for ABCG2, was added and cells were incubated for 30 min at 

37ºC. To stop transport processes, ice-chilled uptake medium was added, after which 

intracellular fluorescence was determined with a FACSCalibur flow cytometer (BD 
Biosciences, Madrid, Spain). Dead cells, based on PI staining, were excluded from the 

data analysis.  
 

Determination of rat Abcg2 protein expression 
Western blot analyses on placenta homogenates were carried out in 8% sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gels, using 50 µg of protein per lane and transferred 

onto a nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The mouse monoclonal 

antibody BXP-21 (Abcam, Cambridge, UK) (1:500 dilution) was used to detect rat 
Abcg2. The protein load was normalized using an antibody against Gapdh (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) (1:1000). The appropriate horseradish 
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peroxidase-linked secondary antibodies were from GE Healthcare. An enhanced 

chemiluminescence detection system (Hybond ECL; GE Healthcare) was used to 

visualize the bands. The relative abundance of proteins was determined by 

densitometric analysis of the bands using the Fujifilm MultiGauge software (TDI, 
Madrid, Spain). 

 

Statistical analysis 

To calculate the statistical significance of differences among groups, after ANOVA 
analysis, the paired or unpaired t-test were used, as appropriate.  
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RESULTS 
 

Determination of subtoxic concentrations of acetaminophen on the expression of 
ABC proteins in human placental cells 
To investigate the sensitivity to the toxic effect of acetaminophen, human cell lines 

derived from placenta (BeWo, JAr and JEG-3) and other organs involved in bile acid 

handling used here for comparative purposes, such as liver (HepG2 and SK-HEP-1), 

colon (LS174T and Caco-2) and kidney (HK-2), were incubated with increasing 

concentrations (from 20 µM to 40 mM) of acetaminophen for 48 h (Fig. 1). SK-HEP-1, 

LS174T, HK-2 and JEG-3 displayed the lowest sensitivity to the toxic effect of this drug 

(Fig. 1). From these studies a subtoxic concentrations of 1 or 5 mM, depending on the 

sensitivity of each cell line to acetaminophen, was chosen to be used in further studies 

of ABC expression regulation and export activity in the absence of toxic effects (Fig. 1). 

 

Effect of subtoxic concentrations of acetaminophen on the expression of ABC 
proteins in extra-placental cells 
The incubation of cells from extra-placental tissues, with a subtoxic concentration of 

acetaminophen for 48 h induced an increase in mRNA levels of ABCB1 in HepG2 (1.6 

fold), LS174T (2.0 fold), Caco-2 (2.4 fold) and HK-2 (1.9 fold) (Fig. 2A). The highest up-

regulation of this pump (9.7 fold) was observed in SK-HEP-1, although the basal 

expression was very low (Fig. 2A). A modest but significant up-regulation of ABCG2 in 

SK-HEP-1 (1.6 fold) was found (Fig. 2B). Acetaminophen induced no significant 

changes in the expression of ABCC1 (Fig. 2C), but reduced (-48%) ABCC2 expression 

in HK-2 cells (Fig. 2D). The expression of ABCC3 was reduced in SK-HEP-1 (-69%) 

and Caco-2 (-37%) cells, and that of ABCC4 expression was also decreased by 

acetaminophen in SK-HEP-1 (-54%) and HK-2 (-57%) cells (Fig. 2E-2F).  

 

Effect of subtoxic concentrations of acetaminophen on the expression of ABC 
proteins in placental cells 
Regarding placental cells, as previously described (Serrano et al., 2007), the 

expression of ABCB1 in BeWo, JAr and JEG-3 cells was low and this was not 

significantly increased by treatment with acetaminophen (Fig. 2A). A reduction of 

ABCG2 mRNA levels (-33%) in JEG-3 cells was found (Fig. 2B). Acetaminophen 
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induced no significant changes in the expression of ABCC1 (Fig. 2C). However, 

although it should be noted that under basal conditions the abundance of ABCC2 

mRNA in JEG-3 cells was markedly lower than in human liver (Fig. 2D), acetaminophen 

was able to enhance (+80%) ABCC2 expression in JEG-3 cells (Fig. 2D). The poor 

expression of ABCC3 and ABCC4 in placental cells was not affected by acetaminophen 

(Fig. 2E-2F).  

 

Effect of subtoxic concentrations of acetaminophen on NRF2 expression in 
placental cells 

Since NRF2 pathway is involved in the response of ABC expression to toxic/oxidative 

challenge, we investigated whether, under our experimental conditions, the expression 

of NRF2 and hence the sensitivity of the NRF2-mediated defense mechanism could be 

impaired by acetaminophen treatment (Fig. 3A). In BeWo and JAr cells, no change in 

NRF2 expression was detected. In contrast, a mild but significant up-regulation was 

observed in JEG-3 cells.  

 

Effect of acetaminophen on ABC-mediated export activity 
To study whether the acetaminophen-induced changes in the expression of ABCs 

transporters in human cells had functional consequences, the activity of ABCB1, 

ABCC1-4 and ABCG2 was evaluated by their ability to export rhodamine-123 (a typical 

ABCB1 substrate), calcein (a shared substrate of ABCC1-4) and BODIPY-prazosin (a 

specific ABCG2 substrate) from preloaded cells in the absence or presence of specific 

inhibitors (Fig. 4). The results from these functional studies were consistent with those 

obtained in gene expression analyses. ABCB1 activity was detected in HepG2, LS174T, 

Caco-2 and HK-2 cells. These cells were able to export rhodamine-123 in a verapamil-

sensitive manner (Fig. 4A). Although acetaminophen induced enhanced levels of 

ABCB1 mRNA in all these cells, ABCB1 activity was only increased in HepG2- and 

LS174T-treated cells (Fig. 4A). An ABCG2-mediated efflux, sensitive to inhibition by 

FTC, was observed in HepG2, HK-2 and the placental cell lines BeWo, JAr and JEG-3 

(Fig. 4B). After treatment with acetaminophen, a trend toward reduced ABCG2-

mediated BODIPY-prazosin efflux from HK-2 and placental cells was observed, which 

was significant in BeWo and JEG-3 cells (Fig. 4B). A probenecid-sensitive efflux of 
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calcein was seen in LS174T and HK-2 cells (Fig. 4C). In HK-2 cells, exposure to 

acetaminophen resulted in a significant decrease in ABCC-mediated transport (Fig. 4C). 

 

Effect of subtoxic doses of acetaminophen on ABC protein expression in 
pregnant rats 
In pregnant rats Abcb1 was mainly expressed in ileum followed colon and placenta (Fig. 

5). Treatment with acetaminophen over the last three days of pregnancy resulted in a 

trend toward increased expression of Abcb1 in liver, jejunum, kidney, and placenta, 

which was significant in ileum. In contrast, in duodenum a slight down-regulation was 

observed (Fig. 5).  

 

Abcc1 was mainly expressed in placenta (used here as a calibrator) and colon. The 

treatment significantly enhanced its expression levels in these tissues (Fig. 5). 

Moreover, a trend toward increased mRNA levels of Abcc1 in the intestine and kidney 

of treated rats was observed, whereas its hepatic expression was not affected (Fig. 5). 

As compared with liver (used here as a calibrator), the expression of Abcc2 was very 

low in intestine, kidney and placenta, and it was similar in both the control and 

acetaminophen groups (Fig. 5). Acetaminophen induced no significant change in mRNA 

levels of Abcc3 and Abcc4. Only a slight up-regulation of the basal levels of Abcc3 in 

liver and jejunum and of Abcc4 in kidney was observed (Fig. 5).  

 

The expression of Abcg2 in small intestine and colon was higher than that found in 

placenta at term. In the acetaminophen-treated group, Abcg2 mRNA levels were 

moderately enhanced in jejunum (1.4 fold) (Fig. 6A) and placenta (1.9 fold) (Fig. 6B), 

whereas the treatment slightly reduced (-27%) the expression of this pump in 

duodenum (Fig. 6A). Interestingly, when Abcg2 protein levels in rat placenta were 

analyzed by Western blot a significant acetaminophen-induced reduction was observed 

(Fig. 6C). 

 

A mild but significant acetaminophen-induced change in Nrf2 expression in rat 

placentas was found (Fig. 3B). Moreover, a significant correlation between the 

expression of Nrf2 and that of Abcc1 (Fig. 3C) and Abcg2 (Fig. 3D) was found.  
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Effect of acetaminophen on rat placental barrier in vivo  
Maternal BDL was carried out on day 19 of gestation. As expected, the levels of bile 

acids in maternal tissues (Fig. 7A) and serum (Fig. 7B) were increased. The placental 

barrier for bile acids limited the accumulation of these compounds in fetal tissues (Fig. 

7C) and serum (Fig. 7D), although the levels were also increased as compared with 

non-cholestatic group. Treatment with acetaminophen had low effect on the maternal 

accumulation of bile acids, except in kidney where significantly higher levels were found 

(Fig. 7A). Although acetaminophen did not affect the basal levels of bile acids in fetal 

serum and tissues, maternal treatment with this drug resulted in a markedly higher bile 

acid accumulation in the fetal compartment during maternal cholestasis (Fig. 7C-7D). 
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DISCUSSION  
 

Several ABC transport proteins are involved in the placental barrier that protect the 

fetus from noxious substances (Ni and Mao, 2011). The expression of these 

transporters is under the control of transcription factors, such as NRF2, able to respond 

through complex signaling mechanisms to exposure to potentially toxic compounds, 

including many drugs. Thus, pharmacological treatment during pregnancy may modify 

the efficacy of the placental barrier. In addition, a large number of drugs administered to 

pregnant women are substrates of ABC proteins. Acetaminophen is one of the most 

popular analgesic and antipyretic agents and is considered as to be safe when used at 

therapeutic doses. Although acetaminophen is used as first choice drug for pain relief 

during pregnancy (Scialli et al., 2010) and its ability to cross the placenta has been 

reported (Wilkes et al., 2005), the impact of this drug on the expression of placental 

ABC proteins and its functional repercussions are poorly understood. It noteworthy that 

under pathological circumstances, such as maternal cholestasis, characterized by an 

accumulation of endogenous substances whose transfer across the placenta is limited 

by the export activity of ABC proteins, the impairment of the placental barrier by 

acetaminophen administration may have serious consequences. This may be the case 

for bile acids, which are exported across the placenta in the fetal-to-maternal direction 

mainly by ABCG2 (Blazquez et al., 2012).  

 

Rodent models of acetaminophen-induced hepatotoxicity are widely used because of 

the similarities in acetaminophen bioactivation and patterns of liver injury between 

rodents and humans. Tolerance to acetaminophen toxicity also occurs in both humans 

and in laboratory animals (Shayiq et al., 1999; Dalhoff et al., 2001; Ghanem et al., 2005; 

Aleksunes et al., 2008a; Ghanem et al., 2009). Although the mechanism is likely 

multifactorial, the up-regulation of ABC transporters probably plays a key role 

(Aleksunes et al., 2008a). A selective up-regulation of hepatic Abcc3 in male rats 

treated with repeated subtoxic doses of acetaminophen has been associated with the 

development of resistance to the toxicity of this drug by decreasing its enterohepatic 

recirculation (Ghanem et al., 2009). An enhanced expression of ABC transporters in 

response to subtoxic doses of acetaminophen has also been found in extrahepatic 

tissues. Thus, stimulation of Abcb1 expression in the intestinal epithelium has been 
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reported (Ghanem et al., 2011). In the present study, on pregnant rats, only mild 

changes in mRNA levels of several ABC transporters in liver, small intestine, colon and 

kidney of treated animals were found. A significant increase was only observed in the 

expression of Abcc1 in colon and Abcg2 in jejunum. This discrepancy might be due to 

differences in the sensitivity to acetaminophen related to the sex difference and/or to 

pregnancy. Indeed, a higher basal expression of Abcc2 in liver and Abcc3 in liver and 

kidney in female rats in comparison with male rats has been reported (Lu and Klaassen, 

2008). Both transporters are involved in the excretion of acetaminophen glucuronide, a 

major metabolite in rats, across the canalicular (mediated by Abcc2) and sinusoidal 

(mediated by Abcc3) membranes of hepatocytes (Ghanem et al., 2005). Although 

acetaminophen glucuronide is not toxic, the up-regulation of these transporters confers 

protection against acetaminophen-induced toxicity (Ghanem et al., 2009). Thus, a 

higher resistance to developing hepatotoxicity after acetaminophen treatment has been 

described in female mice (Masubuchi et al., 2011). 

 

Several drugs included treatments used for pregnant women have regulatory effects on 

placental ABC transporters. For instance, dexamethasone, which is used in 

pregnancies at risk of premature delivery is able to increase ABCB1 mRNA in placental 

cell lines (Pavek et al., 2007), but decreases ABCG2 expression in breast cancer cell 

lines (Elahian et al., 2009). Moreover, saquinovir, a HIV protease inhibitor used in 

antiretroviral therapy, results in an up-regulation of ABCB1 in primary trophoblasts 

(Beghin et al., 2010). In the present study, in the placenta of rats treated with 

acetaminophen both Abcc1 and Abcg2 were up-regulated. Among placental cells, only 

JEG-3 cells were able to respond to acetaminophen by modifying ABC protein 

expression.  

 

Although, the exact mechanism accounting for acetaminophen-induced modulation of 

placental ABC protein expression is not known, a role of nuclear receptors such as CAR 

and PXR has been suggested (Mottino and Catania, 2008). However, in the rat 

placenta the expression of these nuclear receptors is very poor (St-Pierre et al., 2004). 

The transcription factor Nrf2 plays an essential role in the mammalian response to 

chemical and oxidative stress, such as this induced by acetaminophen, through two 
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mechanisms: i) a direct modification of cysteine residues in Keap1 by NAPQI; and ii) a 

substantial depletion of glutathione (to <15% of basal levels) (Copple et al., 2008). The 

findings of the present study indicate the sensitivity of the Nrf2-mediated cell defense 

system is not impaired but probably enhnced, at least as far as the expression levels of 

Nrf2 was concerned.  

 

Despite the relatively low abundance of Abcg2 mRNA in whole rat placenta at term, the 

functional activity of Abcg2 has been demonstrated previously using in-situ perfused rat 

placenta (Blazquez et al., 2012). Such activity is probably due to its restricted location at 

the apical (maternal-facing) membrane of the trophoblast (Serrano et al., 2007), where 

this pump plays a key role in the vectorial transfer of substrates, such as bile acids 

(Blazquez et al., 2012). In the present study, despite the acetaminophen-induced 

increase in placenta Abcg2 mRNA, the amount of Abcg2 protein was decreased in 

treated pregnant rats. The decrease in Abcg2 protein was presumably due to an 

increased degradation. In this respect, it has recently been reported that sustained 

glutathione depletion may accelerate ABCC2 protein degradation in rat liver (Sekine et 

al., 2012). Whether this is also the case for Abcg2 is not improbable because 

acetaminophen reactive metabolite NAPQI is scavenged by glutathione. CYP2E1, 

which contributes to generating NAPQI in liver (Manyike et al., 2000), is also expressed 

in rat placenta (Carpenter et al., 1997). It could be reasoned that the production of 

NAPQI might deplete the GSH store in placenta, which is almost 10-fold lower than that 

found in maternal liver (Perez et al., 2005; Perez et al., 2006).  

 

In conclusion, these results indicate that treatment with subtoxic doses of 

acetaminophen during pregnancy alter the efficacy of the placental barrier, which may 

reduce the protection of the fetus against xenobiotics and potentially toxic maternal 

metabolites. In particular, the acetaminophen-induced reduction in ABCG2 function 

impairs the placental barrier for bile acids, which results in a lower protection of the 

fetus against the maternal hypercholanemia that accompanies cholestatic liver 

diseases. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Effect of incubation with acetaminophen for 48 h on the viability of human 

cells derived from hepatoblastoma (HepG2), hepatocarcinoma (SK-HEP-1), colorectal 

adenocarcinoma (LS174T and Caco-2), renal proximal tubule (HK-2), and 

choriocarcinoma (BeWo, JEG-3, and JAr). The amount of living cells was determined by 

the formazan test as compared with untreated cells (Control = 100%). Values are 

expressed as means±SEM of 4 separate cultures in which each data point was 

obtained in triplicate. *, p<0.05 as compared with untreated cells. Arrowheads indicate 

the subtoxic concentration of 1 or 5 mM chosen for each cell line. 

 
Figure 2. Effect of incubation with subtoxic concentrations of acetaminophen for 48 h 

on the relative mRNA abundance of the ABC proteins ABCB1 (A), ABCG2 (B), ABCC1 

(C), ABCC2 (D), ABCC3 (E) and ABCC4 (F) in human cells derived from 

hepatoblastoma (HepG2), hepatocarcinoma (SK-HEP-1), colorectal adenocarcinoma 

(LS174T and Caco-2), renal proximal tubule (HK-2), and choriocarcinoma (BeWo, JEG-

3, and JAr). Values (means±SEM), determined by RT-QPCR in 4 cultures measured in 

triplicate for each data point, are expressed as the percentage of the calibrator used in 

each case, which was human liver (for ABCB1 and ABCC2), kidney (for ABCC3 and 

ABCC4) and placenta (for ABCC1 and ABCG2). *, p<0.05, as compared with Control 

untreated cells. 

 

Figure 3. Effect of acetaminophen on the abundance of NRF2 mRNA in human 

placental cells (A) and Nrf2 mRNA in rat placenta (B). Relationship between the 

abundance of mRNA for Nrf2 and Abcc1 (C) or Abcg2 (D) in rat placenta. Human 

placental cells were incubated with a subtoxic concentration of acetaminophen for 48 h. 

Rats were treated with acetaminophen (0.4 g/kg b.w., i.p.) on days 18, 19 and 20 of 

pregnancy. The abundance of mRNA was determined by RT-QPCR and expressed as 

the percentage of the calibrator used in each case, which was human or rat liver 

(NRF2/Nrf2) and placenta (Abcc1 and Abcg2). Values are means±SEM from (A) 4 

cultures measured in triplicate for each data point or 9 placentas per group (B). *, 

p<0.05, as compared with Control untreated animals. Correlations between the 

abundance of mRNA for Nrf2 and Abcc1 (C) or Abcg2 (D) in rat placenta were 
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calculated by the least-squares method. Data from both untreated and treated animals 

were plotted together. 

 

Figure 4. Effect of incubation with subtoxic concentrations of acetaminophen for 48 h 

on the efflux of rhodamine-123 (A), BODIPY FL-prazosin (B) and calcein (C) from 

preloaded human cells derived from hepatoblastoma (HepG2), hepatocarcinoma (SK-

HEP-1), colorectal adenocarcinoma (LS174T and Caco-2), renal proximal tubule (HK-

2), and choriocarcinoma (BeWo, JEG-3, and JAr). After being loaded with the 

substrates at 37ºC for 30 min the cells were diluted 1:10 with substrate-free medium 

containing or not the specific ABC inhibitors, which were 10 µM verapamil (A, ABCB1), 

5 µM fumitremorgin C (B, ABCG2) or 500 µM probenecid (C, ABCCs), and incubated at 

37ºC for 30 min. Values (means±SEM), determined by flow cytometry in 4 cultures 

measured in triplicate for each data point, reflect changes in the mean fluorescence as 

compared with that found at the end of the loading period. *, p<0.05, on comparing 

acetaminophen-treated with untreated Control cells. †, p < 0.05, as compared with the 

efflux in absence of the inhibitor. 

 

Figure 5. Effect of acetaminophen on the expression of Abcb1, Abcc1, Abcc2, Abcc3 

and Abcc4 in liver, intestine, kidney and placenta in pregnant rats at term. Rats were 

treated with subtoxic dose of acetaminophen (0.4 g/kg b.w., i.p.) on days 18, 19 and 20 

of pregnancy. The abundance of mRNA was determined by RT-QPCR and expressed 

as the percentage of the calibrator used in each case, which was rat liver (Abcb1 and 

Abcc2), kidney (Abcc3 and Abcc4) and placenta (Abcc1). Values are expressed as 

means±SEM from 4 pregnant rats and 9 placentas per group. *, p<0.05, as compared 

with Control untreated animals.  

 

Figure 6. Effect of acetaminophen on the abundance of Abcg2 mRNA in liver, intestine 

and kidney in pregnant rats at term. Rats (n=4 per group) were treated with a subtoxic 

dose of acetaminophen (0.4 g/kg b.w., i.p.) on days 18, 19 and 20 of pregnancy. The 

abundance of mRNA was determined by RT-QPCR and expressed as the percentage 

of the calibrator used, which was rat placenta (A). Abundance of Abcg2 mRNA in 

placentas (n=9 per group) from treated and untreated Control groups (B). Western 
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blotting analysis of Abcg2 in rat placenta (n=6 per group). Results are expressed as 

relative integrated optic density (RIOD) upon correcting the intensity of the target band 

with that of Gapdh (100%). Representative Western blot with samples from each group 

is shown (C). Values are expressed as means±SEM. *, p<0.05, as compared with 

Control untreated animals. 

 

Figure 7. Effect of acetaminophen on bile acid distribution in maternal (A, B) and fetal 

(C, D) tissues and serum from pregnant rats at term. The animals were treated with a 

subtoxic dose of acetaminophen (0.4 g/kg b.w., i.p.) on days 18, 19 and 20 of 

pregnancy. The maternal bile acid pool was labeled on day 20 of pregnancy after 

administering 400 nmol [14C]-glycocholic acid. To induce complete obstructive 

cholestasis, maternal common bile duct ligation (BDL) and surgical section was 

imposed at day 19 of pregnancy. Control animals underwent sham operation. Values 

are means±SEM from 4 pregnant rats and 12 fetuses per group. *, p<0.05, as 

compared with Control untreated animals; †, p<0.05 as compared with BDL untreated 

animals. 
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Figure 3 
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7.2.1.2. Role of the mitochondrial genome in the regulation of the expression of ABC 
transporters under oxidative stress conditions

 ABC pumps located at the plasma membrane of hepatocytes play a key role in the 
secretory function of the liver by removing xenobiotic and endogenous substances that oth-
erwise could accumulate and cause noxious effects. 

The expression of these transporters is regulated by nuclear receptors and transcrip-
tional factors (Klaassen and Aleksunes, 2010). Moreover, crosstalk between mitochondrial 
and nuclear genomes can modulate the expression of these pumps (Hallstrom and Moye-
Rowley, 2000; Pillay et al., 1998). In spite of the great sensitivity of mitochondria to the 
toxicity induced by many endogenous compounds and drugs, the role of this organelle as a 
sensor in the retro-control of the expression of genes involved in cellular defense, including 
ABC transporters, is poorly understood. 

Retrograde signaling pathways can regulate the expression of Pdr5p, an ABC trans-
porter involved in multidrug resistance (MDR) phenotype in yeast, by modulating the ac-
tivity of two transcriptional factors, Pdr1p and Pdr3p (Hallstrom and Moye-Rowley, 2000). 
In humans, it has recently been reported that mitochondrial DNA depletion induces the 
expression of MRD1 and MRP1 in hepatoma cells (Ling et al., 2012). However, our present 
knowledge of about these signaling pathways is still very poor.

Thus, the aim of this section was to investigate the effect of mitochondrial genome 
depletion on the mechanisms involved in the regulation of the expression of ABC transport-
ers under paracetamol- and BAs-induced oxidative/chemical stress.

The results obtained in this part of the project have recently been published in the 
article entitled: “Mitochondrial genome depletion dysregulates bile acid- and paracetamol-
induced expression of the transporters Mdr1, Mrp1 and Mrp4 in liver cells”, British Journal of 
Pharmacology, 2011;162:1686-99. These results are shown in figure 3C, figure 6D, figures 
7-12 and Table 2.

Hallstrom, T.C., Moye-Rowley, W.S., 2000. Multiple signals from dysfunctional mitochondria activate 
the pleiotropic drug resistance pathway in Saccharomyces cerevisiae. The Journal of biologi-
cal chemistry 275, 37347-37356.

Klaassen, C.D., Aleksunes, L.M., 2010. Xenobiotic, bile acid, and cholesterol transporters: function 
and regulation. Pharmacological reviews 62, 1-96.

Ling, X., He, Y., Zhang, G., Zhou, Y., Yan, B., 2012. Increased P-glycoprotein expression in mitochon-
dria is related to acquired multidrug resistance in human hepatoma cells depleted of mitochon-
drial DNA. International journal of oncology 40, 109-118.

Pillay, V., Martinus, R.D., Hill, J.S., Phillips, D.R., 1998. Upregulation of P-glycoprotein in rat hepa-
toma rho(o) cells: implications for drug-DNA interactions. Journal of cellular biochemistry 69, 
463-469.
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expression of the
transporters Mdr1, Mrp1
and Mrp4 in liver cells
MJ Perez1,2, E Gonzalez-Sanchez3, A Gonzalez-Loyola3,
JM Gonzalez-Buitrago1 and JJG Marin3

1Research Unit, University Hospital, Salamanca, 37007 Salamanca, Spain, 2Instituto de Estudios

de Ciencias de la Salud de Castilla y León, Spain, and 3Laboratory of Experimental Hepatology

and Drug Targeting, CIBERehd, University of Salamanca, 37007 Salamanca, Spain

Correspondence
Jose J. G. Marin, Department of
Physiology and Pharmacology
Campus Miguel de Unamuno
E.I.D. S-09 37007-Salamanca,
Spain. E-mail: jjgmarin@usal.es
----------------------------------------------------------------

Keywords
ABC proteins; paracetamol
(acetaminophen); bile acid;
cholestasis; drug toxicity; liver;
mitochondria; multidrug
resistance; retrograde control;
rho cells
----------------------------------------------------------------

Received
29 July 2010
Revised
8 October 2010
Accepted
9 November 2010

BACKGROUND AND PURPOSE
Mitochondria are involved in the toxicity of several compounds, retro-control of gene expression and apoptosis activation.
The effect of mitochondrial genome (mtDNA) depletion on changes in ABC transporter protein expression in response to bile
acids and paracetamol was investigated.

EXPERIMENTAL APPROACH
Hepa 1-6 mouse hepatoma cells with 70% decrease in 16S/18S rRNA ratio (Rho cells) were obtained by long-term treatment
with ethidium bromide.

KEY RESULTS
Spontaneous apoptosis and reactive oxygen species (ROS) generation were decreased in Rho cells. Following
glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) or paracetamol, Rho cells generated less ROS and were more resistant to cell death.
Apoptosis induced by GCDCA and Fas was also reduced. The basal expression of Mdr1 was significantly enhanced, but this
was not further stimulated by GCDCA or paracetamol, as observed in wild-type (WT) cells. Basal expression of Mrp1 and
Mrp4 was similar in WT and Rho cells, whereas they were up-regulated only in WT cells after GCDCA or paracetamol, along
with the transcription factors Shp and Nrf2, but not Fxr or Pxr. Increased expression of Nrf2 was accompanied by its
enhanced nuclear translocation. Glycoursodeoxycholic acid failed to cause any of the effects observed for GCDCA or
paracetamol.

CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS
The Nrf2-mediated pathway is partly independent of ROS production. Nuclear translocation of Nrf2 is insufficient to
up-regulate Mdr1, Mrp1 and Mrp4, which requires the participation of other regulatory element(s) whose activation in
response to GCDCA and paracetamol is impaired in Rho cells and hence probably sensitive to ROS.
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resistance protein; MRP, multidrug resistance associated protein; NRF2, nuclear factor E2-related factor 2; PXR, pregnane
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Introduction
Export pumps located at the plasma membrane of hepato-
cytes play a key role in the secretory function of the liver by
removing xenobiotic and endogenous substances that other-
wise could accumulate and cause noxious effects (Chandra
and Brouwer, 2004). Most of these transporters belong to the
superfamily of ATP-binding cassette (ABC) proteins (Schinkel
and Jonker, 2003), which includes these gene families: ABCB,
encoding multidrug-resistance proteins (e.g. multidrug-
resistance protein-1 or MDR1 and the bile salt export pump
or BSEP); ABCC, encoding multidrug-resistance-associated
proteins (e.g. MRP1-4); and ABCG (e.g. the breast cancer
resistance protein or BCRP).

The elimination of toxic compounds into the bile across
the canalicular membrane is mainly mediated by MDR1
(gene symbol ABCB1), BSEP (ABCB11), MRP2 (ABCC2) and
ABCG2 (ABCG2). However, when the normal vectorial trans-
fer from blood to bile is impaired, MRP1 (ABCC1), MRP3
(ABCC3) and MRP4 (ABCC4), located at the sinusoidal mem-
brane of hepatocytes, increase their expression and become
important routes to mediate the regurgitation of cholephilic
compounds back into the bloodstream, which favours their
renal elimination (Geier et al., 2007).

How hepatocytes regulate the expression of these trans-
porters, as well as the shift in the importance of different
elements of their excretory machinery is largely unknown.
The expression of ABC transport proteins in hepatocytes can
be regulated by transcriptional events involving nuclear tran-
scription factors such as the farnesoid X receptor (FXR), sen-
sitive to bile acids, and the member of its signalling pathway,
the small heterodimer partner (SHP), whereas xenobiotic
receptors such as the constitutive androstane receptor (CAR)
and pregnane X receptor (PXR) can be activated by a variety
of drugs and toxins. Moreover, it has been suggested that
nuclear factor E2-related factor 2 (NRF2) can be activated by
both bile acids (Miyata et al., 2009) and xenobiotics such as
paracetamol (acetaminophen; Aleksunes et al., 2008). In
human liver cells, NRF2 has been reported to stimulate the
expression of MRP2 (Vollrath et al., 2006). Moreover, this and
other members of the MRP family, such as the rodent iso-
forms Mrp3 and Mrp4 can be up-regulated in mouse liver
cells through the pharmacological activation of Nrf2 (Maher
et al., 2007).

Mitochondrial function depends on proteins that are
encoded by nuclear DNA and mitochondrial DNA (mtDNA),
which contains the genes coding for 13 of the components of
the respiratory chain (Attardi and Schatz, 1988). This is the
main source of reactive oxygen species (ROS) produced in
mitochondria as a by-product of aerobic metabolism.
Although excessive generation of ROS can damage cellular
constituents, including proteins, lipids, and DNA, low levels
of ROS play a role in cell signalling (Finkel, 2000). Thus, in
addition to the control mediated by direct activation of
nuclear receptors, retrograde control mechanisms permitting
crosstalk between mitochondrial and nuclear genomes have
been suggested to play an important role in the overall
response of hepatocytes to chemical stress and hence in
the prevention of carcinogenesis (Erol, 2005). This is an inter-
esting possibility, because mitochondria are particularly
sensitive to the toxicity induced by many endogenous com-

pounds, such as bile acids, and drugs, such as paracetamol.
The role of this organelle as a sensor in the retro-control of
the expression of genes involved in the defence against
chemical stress could constitute an important mechanism in
the overall function of hepatocytes.

The aim of the present study was to investigate the effect
of depletion of the mitochondrial genome in the response of
liver cells to exposure to bile acids and paracetamol, in terms
of the expression of ABC proteins.

Methods

Cell lines and culture conditions
The mouse hepatoma Hepa 1-6 (CRL-1830) cell line was
obtained from the American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, USA). Hepa 1-6 cells were cultured in Dulbec-
co’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain) containing 10% FCS (TDI S.A., Madrid, Spain)
and 1% antibiotic-antimycotic solution (Invitrogen, Barce-
lona, Spain) and other supplements, as reported by the sup-
plier, in a humidified atmosphere in 5% CO2 at 37°C. Rho
Hepa 1-6 cells with a partial depletion of mtDNA were
obtained by long-term (2 months) treatment with ethidium
bromide (100 ng·mL-1), as described previously (Miller et al.,
1996). To compensate for the impairment of respiratory
metabolism and to support cell growth, the auxotrophy of
Rho cells for uridine and pyruvate (Trounce et al., 1994)
required the culture medium to be supplemented with
100 mg·mL-1 pyruvate and 50 mg·mL-1 uridine. To carry out
the experiments, the cells were plated and incubated over-
night in the absence of any of the compounds tested and
then treated with tert-butyl hydroperoxide (tBOOH; 10, 25,
50, 100 mM for 5 h), glycochenodeoxycholic acid (GCDCA;
25, 50, 100 mM for 1, 3, 5, 6, 12, 24 or 48 h), deoxycholic acid
(DCA; 25, 50 mM for 48 h), glycoursodeoxycholic acid
(GUDCA; 25, 50, 100 mM for 1, 3, 48 h), paracetamol (50,
100, 300 mM for 1, 3, 5, 6, 12, 24 or 48 h), 2′,7′-
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) or rhodamine 123
(Rh123) (Sigma-Aldrich). For studies of flow cytometry and
gene expression, cells were detached with trypsin-EDTA solu-
tion and then pelleted by centrifugation at 250¥ g for 10 min,
washed once with phosphate-buffered saline (PBS), pelleted
again, and resuspended in DMEM.

Determination of gene expression levels and
mtDNA copy number
Depletion of mtDNA was confirmed by real-time PCR ampli-
fication using specific primers for 16S rRNA. Total cellular
DNA (nuclear and mtDNA) was extracted using the QIAamp
DNA Blood Mini kit from Qiagen (Izasa, Barcelona,
Spain). DNA was then quantified fluorimetrically with the
PicoGreen DNA-Quantitation kit (Invitrogen). To determine
mRNA levels by real-time RT-PCR, total RNA was isolated
from cell lysates using RNAeasy spin columns from Qiagen.
RNA was then quantified fluorimetrically with the RiboGreen
RNA-Quantitation kit (Invitrogen). Random hexamers and
avian myeloblastosis virus RT (Cloned AMV First-Strand
cDNA Synthesis kit, Invitrogen) were used to synthesize
cDNA from total RNA. Real-time quantitative PCR was then

BJPRole of mitochondria in ABC proteins regulation
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performed using AmpliTaq Gold polymerase (Applied Biosys-
tems, Madrid, Spain) in an ABI Prism 7300 Sequence Detec-
tion System (Applied Biosystems). The thermal cycling
conditions were as follows: a single cycle at 95°C for 10 min
followed by 45 cycles at 95°C for 15 s and at 60°C for 60 s.
Detection of the amplification products was carried out using
SYBR Green I (Applied Biosystems). The absence of non-
specific products of PCR, as examined by 2.5% agarose gel
electrophoresis or melting-temperature curves, was con-
firmed in all cases, except in some cases where detection was
carried out using TaqMan probes. As a calibrator, total RNA
from mouse liver or kidney was used. The results of mRNA
abundance for the target genes in each sample were normal-
ized on the basis of 18S rRNA abundance, which was mea-
sured with the TaqMan Ribosomal RNA Control Reagents kit
(Applied Biosystems). The mtDNA copy number was mea-
sured from total DNA and corrected by simultaneous mea-
surement of the nuclear DNA by multiplex PCR using
appropriate primers and TaqMan probes for DNA encoding
16S rRNA and 18S rRNA, respectively. The primer and
TaqMan probe oligonucleotide sequences for mouse DNA
encoding 16S rRNA (GeneBank Accession Number AY675564)
were as follows: forward, 5′-AAC CCC GCC TGT TTA CCA
A-3′; reverse, 5′-CGT TCA TGC TAG TCC CTA ATT AAG G-3′;
and TaqMan probe, 5′-TTT AAC GGC CGC GGT ATC CTG
ACC-3′. The same sets of primers and probes were used to
measure the absolute abundance of the rRNAs corresponding
to these genes. Absolute quantification of mtDNA and rRNAs
was carried out using standard curves generated by plotting
the threshold cycle (Ct) versus log10 of the copy number of
cDNA fragments obtained by conventional PCR and quanti-
fied with the PicoGreen detection kit, as described in detail
previously (Briz et al., 2003b). The primer oligonucleotide
sequences and conditions to carry out quantitative PCR of
Mrp1, Mrp2, Mdr1 (Briz et al., 2003a) and Ntcp (Vicens et al.,
2007) have been described previously. The primer oligonucle-
otide sequences for mouse Mrp4 were: forward, 5′-TGG TCA
TAA GCG GAG ACT GGA-3′ and reverse, 5′-CCA GTA CCG
TTG AAG CTC CTC T-3′ (position 195–288, GeneBank Acces-
sion Number NM_001033336). For mouse Bsep they were:
forward primer 5′-TGA CTT TCC ACA GTG GCG TCT-3′ and
reverse primer 5′-ATG GTG TCT GCA ATC TTC ACT CA-3′
(position 43–129), GeneBank Accession Number NM_
021022). For mouse Bcrp they were: forward primer 5′-CAC
GTG TTA GTA CCA ATG TCG CA-3′ and reverse primer
5′-TCC GGA CTA GAA ACC CAC TCT TT-3′ (position 475–
622, GeneBank Accession Number AF103796). All primers
were designed with the assistance of Primer Express software
(Applied Biosystems), and their specificity was checked using
BLAST, and were obtained from Sigma-Genosys (Madrid,
Spain).

Cell viability, apoptosis, ROS generation and
mitochondrial membrane potential (MMP)
The cell growth rate was determined by measuring total
protein (Markwell et al., 1978) at different time points during
1 week of cell culture. Cell viability was evaluated using the
Neutral Red (Sigma-Aldrich) test (Fautz et al., 1991). To quan-
tify the percentage of apoptotic cells, DNA fragmentation was
analysed by flow cytometry using a FACSort flow cytometer
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA). After the corresponding

treatment, cells were trypsinized, washed with PBS and cen-
trifuged. The pellets were resuspended in ethanol and stored
at 4°C for 24 h. After washing, the cells were treated with
RNase A in PBS at 37°C for 30 min, stained with 50 mg·mL-1

propidium iodide (Sigma-Aldrich), and analysed by flow
cytometry to measure their DNA content, as described previ-
ously (Perez and Cederbaum, 2001).

Flow cytometry was also used to measure the generation
of ROS, MMP and cell viability. Cells were incubated with
medium containing 5 mg·mL-1 Rh123 (MMP measurement)
or 5 mg·mL-1 DCFH-DA (ROS measurement) for 1 h after
the corresponding treatment. Then, they were trypsinized
and resuspended in FCS-free medium. Propidium iodide
(5 mg·mL-1) was added 10 min before fluorescence measure-
ment, as described previously (Perez and Cederbaum, 2002).
Conventional fluorescence images were obtained with a fluo-
rescence microscope (Olympus, Tokyo, Japan).

Preparation of nuclear, cytoplasmic and
crude membrane fractions
Nuclear extracts were prepared essentially according to a
method published previously (Schonhoff et al., 2006), with
minor modifications. All steps were carried out at approxi-
mately 4°C. Cells were rinsed and scraped off into PBS and the
pellets were suspended in 3 volumes of ice-cold hypotonic
buffer (10 mM HEPES, pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl,
1 mM dithiothreitol (DTT) and protease inhibitors) and incu-
bated on ice for 15 min. Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich) was
then added to a final concentration of 0.05% before vortex-
ing vigorously for 10 s. After centrifugation (500¥ g for 30 s),
the supernatant was collected and saved as the cytoplasmic
fraction. The remaining crude nuclear pellet was washed with
hypotonic buffer and resuspended in two-thirds volumes of
ice-cold extraction buffer (20 mM HEPES, pH 7.9, 1.5 mM
MgCl2, 0.42 M NaCl, 0.2 mM EDTA, 25% (vol/vol) glycerol,
1 mM DTT and protease inhibitors). The sample was kept on
ice for 30 min with gentle vortexing every 5–10 min. Samples
were then centrifuged (5 min at 20 000¥ g) and the superna-
tant (nuclear extract) was collected. All samples were stored
at -80°C until use. To assess the purity of the nuclear
and cytoplasmic fractions, immunoblot-based detection of
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), as a
cytoplasmic marker, and Oct1 (a transcription factor located
at the nucleus), as a nuclear marker, was carried out. To
prepare crude membranes cells were trypsinized, washed with
PBS and centrifuged. The pellets were suspended in ice-cold
homogenization buffer (250 mM sucrose, 2 mM EDTA,
20 mM Tris-HEPES, pH 7.4) supplemented with a protease
inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich). Membranes were dis-
rupted by homogenization using a Polytron, collected by
centrifugation (200 000¥ g, Beckman Ti70.1 rotor at 4°C for
90 min) and suspended in homogenization buffer.

Western blot analyses
Immunoblotting analyses were carried out in 7.5, 8 or 12%
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gels, using 50 mg of
protein loading per lane and transferred onto a nitrocellulose
membrane (Bio-Rad, Hercules, CA). The primary antibodies
(working dilutions) used were as follows: rabbit polyclonal
antibodies against MDR1 (1:500) (Lifespan Biosciences,
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Seattle, WA, USA), Oct1 (1:500) (Abcam, Cambridge, UK),
SHP (H-160) (1:100) and Nrf2 (C-20) (1:500), rat monoclonal
antibodies against MRP1 (1:500) (Alexis Biochemicals, San
Diego, CA) and MRP4 (1:500) and mouse monoclonal anti-
bodies against Na+/K+-ATPase (1:500) (Sigma-Aldrich) and
GAPDH (6C5) (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA). Anti-rat IgG (Santa Cruz Biotechnology),
anti-rabbit and anti-mouse IgG (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg, Germany) horseradish peroxidase-linked
secondary antibodies were used.

Statistical analysis
Values are expressed as mean � SEM. Statistical analyses were
performed using the SPSS 10.0.6 software (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA) for Windows (Microsoft Co., Seattle, WA, USA). To
calculate the statistical significance of the differences
between groups, the Bonferroni method for multiple range
testing, and Student’s t-test or the paired t-test were used, as
appropriate.

Results

Characterization of Rho cells
Long-term incubation in the presence of 100 ng·mL-1

ethidium bromide causes depletion in mtDNA. This was
assessed as the decreased abundance of 16S rRNA (Figure 1).
To confirm that this was not due to changes in expression
levels, the abundance of the corresponding DNA was also
measured (Figure 1, inset). A rapid depletion of approxi-
mately 70% in both RNA and DNA coding 16S rRNA was

observed. This reached steady state, which persisted for more
than two months. The shape of the mtDNA-depleted or Rho
cells was slightly less rounded (Figure 2A and B). The growth
of these cells in culture was similar to that of wild-type (WT)
cells (Figure 2C). In contrast, ROS production was markedly
lower in Rho cells than in WT cells (Figure 2D–F).

Sensitivity of Rho cells to bile acids or
paracetamol-induced toxicity
When the cells were exposed to bile acids or paracetamol and
viability was measured with the Neutral Red test, which is not
directly dependent on mitochondrial function, a clearly dif-
ferent sensitivity was found (Figure 3). In the range of con-
centrations investigated here, GUDCA induced no marked
toxic effect on WT or Rho cells (Figure 3A). In contrast, in WT
cells, GCDCA and paracetamol markedly reduced cell viabil-
ity, with an IC50 of approximately 150 mM and 180 mM,
respectively (Figure 3B, C). Sensitivity to GCDCA and parac-
etamol was significantly decreased in Rho cells, for which the
IC50 values increased to approximately 350 mM and 500 mM,
respectively (Figure 3B, C).

When spontaneous cell death was studied by flow
cytometry, we found a significantly lower proportion of
dead cells in Rho than in WT cell cultures (Figure 4A). This
was consistent with the smaller proportion of hypodiploid
(apoptotic) bodies observed in Rho cells (Figure 4B). Treat-
ment of WT cells with either 100 mM GCDCA (Figure 4C)
or 2 mg·mL-1 Fas antibody (Jo2) (BD, Biosciences) (Figure 4D)
resulted in a stimulation of apoptosis. In contrast, under
similar experimental circumstances apoptosis in Rho cells
was not induced (Figure 4C and D).

There were fewer cells with low MMP in Rho than in WT
cell cultures (Figure 5). Moreover, the effect of a non-specific
agent able to induce oxidative stress, such as tBOOH, affected
MMP more in WT than in Rho cells (Figure 5). This was
accompanied by a higher response regarding ROS generation
in WT than in Rho cells when incubated with tBOOH
(Figure 6A). As a negative control, we used incubation with
GUDCA, which did not increase ROS production in either
WT or Rho cells; instead, a decrease was observed in WT cells
(Figure 6B). In contrast, GCDCA (Figure 6C) and paracetamol
(Figure 6D) induced ROS generation in WT cells, whereas
neither had any effect on Rho cells.

Changes in ABC protein expression
As compared with mouse liver and/or kidney, a markedly
higher expression of Mrp1, Mrp4 and Mrd1, but a poor or
negligible expression of Mrp2, Mdr2 and Bsep, was found in
WT cells (Table 1). When comparing expression of genes in a
hepatoma cell line with that in samples of liver tissue, it should
be noted that liver parenchyma contains many types of cells
and approximately 30% of them are non-hepatocytes. Regard-
ing uptake transporters, such as Ntcp and Oatp1b2, as well as
enzymes involved in bile acid metabolism, their expression in
WT cells was also negligible (Table 1). Similar results were
obtained when Rho cells were investigated, except that Mdr1
expression was higher in Rho than in WT cells (Table 1), as has
been previously described in human HCT-8 colon cancer cells
with reduced mtDNA content (Lee et al., 2008). In both WT
and Rho cells incubation with GUDCA did not stimulate the

Figure 1
Time-course of mtDNA depletion in Hepa 1–6 mouse hepatoma cells
during treatment with 100 ng·mL-1 ethidium bromide. The ratio
of abundance between mitochondrial-encoded (16S rRNA) and
nuclear-encoded (18S rRNA) genes was calculated from results of
RT-PCR analysis. The amount of mtDNA determined by direct PCR
using 16S rRNA primers is shown in the inset. Values are expressed as
mean � SEM from three cultures measured in triplicate for each data
point. *P < 0.05, significant differences between wild-type (WT) and
mtDNA-depleted (Rho) cells.

BJPRole of mitochondria in ABC proteins regulation

British Journal of Pharmacology (2011) 162 1686–1699 1689



O
bj

et
iv

os
In

tr
od

uc
ci

ón
M

at
er

ia
l y

 M
ét

od
os

R
es

ul
ta

do
s 

y 
D

is
cu

si
ón

C
on

cl
us

io
ne

s
B

ib
lio

gr
af

ía
En

gl
is

h 
Su

m
m

ar
y

Mª Ester González Sánchez

258

Figure 2
Representative photographs of phase-contrast (A,B) and fluorescence (D,E) microscopy of wild-type (WT) (A,D) and mtDNA-depleted (Rho) (B,E)
Hepa 1–6 mouse hepatoma cells incubated with 5 mg·mL-1 DCFH-DA for 1 h. The rate of cell growth was measured by total protein content (C).
Fluorescence was measured to determine ROS production (D,E,F). Values are expressed as mean � SEM from five cultures measured in triplicate
for each data point. *P < 0.05, significant differences between WT and Rho cells.

Figure 3
Concentration-dependent effect of glycoursodeoxycholic acid (GUDCA) (A), glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) (B) and paracetamol (C) on
the viability of wild-type (WT) and mtDNA-depleted (Rho) Hepa 1–6 mouse hepatoma cells as measured with the Neutral Red test after 48 h of
incubation. Values are expressed as mean � SEM from five cultures measured in triplicate for each data point. *P < 0.05, significant differences
between WT and Rho cells.
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expression of Mdr1 (Figure 7A), Mrp1 (Figure 7D) or Mrp4
(Figure 7G). In contrast, in WT cells, GCDCA was able to
enhance the expression of Mdr1 (Figure 7B), Mrp1 (Figure 7E)
and Mrp4 (Figure 7H), whereas in Rho cells GCDCA induced
no significant change in the expression levels of these three
proteins (Figure 7B, E and H). Similar results were obtained
using another potentially toxic bile acid, such as deoxycholic
acid (data not shown). In WT cells, paracetamol was also able
to induce the expression of Mdr1 (Figure 7C), Mrp1 (Figure 7F)
and Mrp4 (Figure 7I), but not in Rho cells (Figure 7C, F and I).

Western blot analyses confirmed the results of the changes in
expression of Mdr1, Mrp1 and Mrp4 observed in the presence
of bile acids (Figure 8).

Changes in nuclear receptors and
transcription factors
Regarding the nuclear receptors and transcription factors
involved in the control of ABC protein expression (Table 2), no
detectable expression of Car was found either in WT or Rho
cells. Both Fxr and Shp were detected but at very low levels as

Figure 4
Proportion of dead cells (A) and hypodiploid bodies (B) determined with flow cytometry after staining with propidium iodide in wild-type (WT)
and mtDNA-depleted (Rho) Hepa 1–6 mouse hepatoma cells. Effect of incubation with 100 mM glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) (C) and
2 mg·mL-1 Fas antibody (Jo2) (D) for 24 h on the proportion of apoptotic bodies. Values are mean � SEM from five cultures measured in triplicate
for each data point. *P < 0.05, significant differences between WT and Rho cells.
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Figure 5
Representative histograms obtained with flow cytometry to determine mitochondrial membrane potential (MMP) after incubating wild-type (WT)
and mtDNA-depleted (Rho) Hepa 1–6 mouse hepatoma cells with 5 mg·mL-1 rhodamine 123 for 1 h. Two populations of cells with either low (M1)
or high (M2) MMP were identified (A). Proportion of cells with low MMP after treating the culture with the indicated concentrations of tert-butyl
hydroperoxide (tBOOH) for 5 h (B). Values are mean � SEM from five cultures measured in triplicate for each data point. *P < 0.05, significantly
different from untreated WT cells; †P < 0.05, significant differences between Rho with WT cells.
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compared with mouse liver. In contrast, although at lower
levels than in liver, both Pxr and Nrf2 were clearly expressed in
these cells. The abundance of Nrf2 and Fxr mRNA was similar
in WT and Rho cells, whereas the expression of Pxr and Shp
was reduced in Rho cells (Figure 9). Incubation with GUDCA
had no significant effect on the expression of these nuclear
receptors either in WT or Rho cells (Figure 9). Fxr and Pxr levels
were not affected by incubation with either GCDCA or parac-
etamol, whereas both compounds were able to induce the

expression of Shp in WT but not in Rho cells (Figure 9).
Western blot analyses confirmed the absence of stimulation of
Shp expression by GCDCA and paracetamol in Rho cells
(Figure 10), together with the mild up-regulation of Shp
expression by both compounds, in WT cells (Figure 10).

In contrast, Nrf2 expression was clearly stimulated by
GCDCA and paracetamol in both WT and Rho cells
(Figure 9). A time-course study of this stimulation by Western
blot revealed that steady state was reached at approximately

Figure 6
ROS production as determined by flow cytometry after incubating wild-type (WT) and mtDNA-depleted (Rho) Hepa 1–6 mouse hepatoma cells
with 2.5 mg·mL-1 DCFH-DA for 1 h. ROS generation was stimulated by treating the cells with the indicated concentrations of tert-butyl
hydroperoxide (tBOOH) (A), glycoursodeoxycholic acid (GUDCA) (B), glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) (C) and paracetamol (D) for 5 h.
Values are expressed as mean � SEM from five cultures measured in triplicate for each data point. *P < 0.05, significantly different from untreated
WT cells; †P < 0.05, significant differences between Rho with WT cells.

Table 1
Basal expression levels of main transporters and enzymes involved in the uptake/export and metabolism of bile acids

Ct
mRNA abundance versus mouse liver
(kidney) (in %)

Mouse
liver (kidney)

Hepa 1-6
wild type Wild type Rho

Mrp1 30 (25) 23 3000 (200) 3360 (225)

Mrp2 22 35 <0.01 <0.01

Mrp4 31 (20) 21 50 000 (40) 53 000 (42)

Mdr1 34 (30) 29 1800 (140) 3000 (225)

Mdr2 23 31 0.50 0.31

Ntcp 17 30 0.02 0.05

Bsep 25 ND ND ND

Bcrp 26 32 0.33 0.23

Oatp1b2 25 ND ND ND

Cyp27 21 30 0.07 0.13

Cyp7a1 20 31 0.09 0.10

Values of threshold cycle (Ct) and mRNA abundances were determined by real-time RT-PCR.
ND, non-detected.
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12 h (Figure 11). The translocation of Nrf2 from the cyto-
plasm into the nucleus was investigated by adding a typical
stimulator of this process: tert-butyl hydroquinone (TBHQ).
This resulted in an early increase of Nrf2 in the nuclear
fraction together with a mild but progressive decrease of the
immunoblotting signal for Nrf2 in the cytoplasm. Similarly,
in WT cells, translocation of Nrf2 into the nucleus was stimu-
lated by GCDCA and paracetamol (Figure 12). This response,
although weaker, was also observed in Rho cells (Figure 12).

Discussion

Long-term treatment of cells with low doses of ethidium
bromide, an inhibitor of DNA/RNA synthesis, specifically
suppresses the replication and transcription of extrachromo-
somal genetic components such as mtDNA without affecting
nuclear DNA replication and transcription (Zylber et al.,
1969) (Desjardins et al., 1985) (Hayakawa et al., 1998). In

previous studies this allowed several groups to obtain
mtDNA-depleted (Rho) cells (King and Attardi, 1989). Here
we took advantage of this possibility to develop a useful tool
to investigate the effect of the mitochondrial genome on the
response of liver cells to bile acids and paracetamol as regards
ROS production, the activation of apoptosis and the
up-regulation of ABC proteins.

Bile acids are signalling molecules that facilitate the syn-
chronization of the regulatory mechanisms involved in lipid
metabolism as well as bile acid elimination/detoxification.
The latter constitutes the basis for protection of liver cells
against the ability of these compounds to cause toxicity
during pathological accumulation. A complex network
involving several nuclear receptors and transcription factors,
has been reported to regulate the mechanisms accounting for
the prevention of excessive accumulation of bile acids and
drugs in liver cells (Eloranta and Kullak-Ublick, 2005). An
important finding of the present study is that, although
mtDNA depletion has no significant effect on very low levels

Figure 7
Concentration-dependent effect in wild-type (WT) and mtDNA-depleted (Rho) Hepa 1–6 mouse hepatoma cells of incubation with glycoursode-
oxycholic acid (GUDCA) (A,D,G), glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) (B,E,H) or paracetamol (C,F,I) for 48 h on Mdr1 (A,B,C), Mrp1 (D,E,F) and
Mrp4 (G,H,I) expression as revealed by determining the abundance of mRNA using real-time quantitative RT-PCR. Values are expressed as mean
� SEM from five cultures measured in triplicate for each data point. *P < 0., significant differences between treated and untreated cells.
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of Fxr, it affects the basal expression of Shp, which is also very
low, and Pxr. Both GCDCA and paracetamol, but not
GUDCA, were able to induce the expression of Shp in WT
cells. Interestingly, this ability was lost in Rho cells.

The mechanism of bile acid-induced toxicity on liver cells
is complex and not fully understood, but it seems to involve
mitochondrial toxicity, with an increased cellular production
of ROS and oxidative stress. Mitochondrial impairment and
activation of death receptors can subsequently result in the
induction of apoptosis via activation of the pro-apoptotic
effector caspases, and/or necrosis (Palmeira and Rolo, 2004).
The results of the present study strongly support the well-
known concept that mitochondria play a key role in bile
acid-induced apoptosis, since Rho cells exhibited a signifi-
cantly lower sensitivity to GCDCA-induced cell death. The
ability of bile acids to induce ROS generation by isolated
hepatic mitochondria has been reported (Krahenbuhl et al.,
1994). Our results indicate that depletion of mtDNA also
reduces the ability of cells to increase ROS production in
response to certain bile acids. The effects on both ROS pro-
duction and the induction of cell death were not specific to
bile acids since they were also diminished as compared with
WT cells when Rho cells were incubated with paracetamol.

Figure 7
Continued.

Figure 8
Representative Western blots of Mdr1 (A,B), Mrp1 (C,D) and Mrp4
(E,F) in wild-type (WT) and mtDNA-depleted (Rho) Hepa 1–6 mouse
hepatoma cells incubated with the indicated concentrations of gly-
coursodeoxycholic acid (GUDCA) (A,C,E) or glycochenodeoxycholic
acid (GCDCA) (B,D,F) for 48 h. These results were confirmed in two
additional experiments. For Mrp1 and Mrp4, total cell lysates were
used and Western blots were normalized using Gapdh detection.
Owing to the low signal found for Mdr1, the Western blots for this
protein were carried out with crude membrane, and Na+/K+-ATPase
detection was used to normalize the results.
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ROS generation by cells can have both anti- and pro-
apoptotic consequences, depending upon the intensity and
duration of the production process (Fang et al., 2004). An
important factor determining the final effect of ROS is the
activation of anti-apoptotic genes. One of them is NRF2,
which stimulates the adaptive response and cell survival
during exposure to a large variety of endogenous and xeno-
biotic compounds (Klaassen and Reisman, 2010). NRF2 is a

basic leucine-zipper transcription factor that binds to anti-
oxidant responsive elements (AREs), and behaves as a main
regulator for many antioxidative and/or cytoprotective
genes (Kensler et al., 2007) (for a scheme see Figure 13). Pro-
teasomal degradation of NRF2 is a very efficient mechanism
dependent on Keap1 protein that determines the short
half-life (approximately 20 min) of NRF2 in the absence of
stimulatory/inhibitory signals. Keap1 recruits NRF2 into the

Table 2
Basal expression levels of main nuclear receptors and transcription factors involved in the control of ABC protein expression

Ct
mRNA abundance versus mouse
liver (in %)

Mouse liver WT Wild type Rho

Fxr 20 31 0.15 0.12

Shp 23 30 1.24 1.11

Pxr 27 30 25.73 18.87

Car 27 38 <0.01 <0.01

Nrf2 25 27 45.46 45.68

Values of threshold cycle (Ct) and mRNA abundances were determined by real-time RT-PCR.

Figure 9
Concentration-dependent effect in wild-type (WT) and mtDNA-depleted (Rho) Hepa 1–6 mouse hepatoma cells of the incubation with
glycoursodeoxycholic acid (GUDCA), glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) or paracetamol for 48 h on Fxr, Shp, Pxr and Nrf2 expression as
revealed by determining the abundance of mRNA using real-time quantitative RT-PCR. Values are expressed as mean � SEM from five cultures
measured in triplicate for each data point. *P < 0.05, significantly different from untreated cells.
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Cul3-containing E3 ubiquitin ligase complex for ubiquitin
conjugation and subsequent proteasomal degradation (Sun
et al., 2007). However, under certain circumstances, such as
oxidative or electrophilic stress, the interaction between
NRF2 and Keap1 is disrupted, resulting in a decreased pro-
teasomal degradation of NRF2, the accumulation of free
NRF2 in the cytosol, and an increase in NRF2 translocation
into the nucleus (Li and Kong, 2009). In addition, NRF2
up-regulation results from both the inhibition of NRF2 deg-
radation and enhanced NRF2 translation, which is partly
dependent on interactions with specific regions recently
described in the untranslated region of human NRF2 mRNA
(Li et al., 2010). Once in the nucleus, NRF2 heterodimerizes
with a small musculo-aponeurotic fibrosarcoma (Maf)
protein and binds to ARE sequences in ARE-bearing promot-
ers, leading to the recruitment of the nuclear elements
required for transcription of several target genes (Klaassen
and Reisman, 2010).

Many compounds have been reported to activate the
NRF2-mediated defence mechanism (Ramos-Gomez et al.,
2001). Among them are paracetamol (Chan et al., 2001) and
some bile acids (Tan et al., 2007). On one hand, paracetamol
was the first compound selected to illustrate the effects of a
loss of NRF2. Paracetamol administration to Nrf2-null mice
caused severe hepatocellular injury, whereas, at the same
dose, paracetamol was relatively non-toxic to WT mice (Chan
et al., 2001; Enomoto et al., 2001). On the other hand, poten-
tially toxic bile acids, such as lithocholic acid and chenode-
oxycholic acid, induce Nrf2 target genes, especially the
rate-limiting enzyme in glutathione (GSH) biosynthesis (Tan
et al., 2007). Moreover, in Fxr-null mice the accumulation of

bile acids results in an enhanced expression of Nrf2 (Nomoto
et al., 2009). Our results indicate that mechanisms account-
ing for mouse Nrf2 up-regulation and translocation into
the nucleus were preserved in Rho cells. The observed
up-regulation was not only due to changes in protein fate but
also involved an enhanced transcription as the mRNA
of Nrf2 was increased by incubation with GCDCA and parac-
etamol. Moreover, although slightly weaker, an up-regulatory
response to the presence of GCDCA and paracetamol was also
observed in Rho cells. This was an important finding of
the present study because it suggested that both Nrf2
up-regulation and nuclear translocation were not strictly
dependent on ROS production. In this respect, it has
been recently demonstrated that the antioxidant bile acid
ursodeoxycholic acid promotes the translocation of NRF2
into the nucleus in human hepatoma HepG2 cells (Arisawa
et al., 2009). A ROS-independent interaction of bile acids
and paracetamol on the Nrf2 up-regulatory machinery
or an indirect effect through the activation of an inter-
mediate sensor can be suggested (see Figure 13 for a working
hypothesis).

The defensive mechanism activated by NRF2 involves
the stimulation of ABC protein expression. In the present
study we observed that in Rho cells, even though GCDCA-
and paracetamol-induced ROS production was abolished,
Nrf2 translocation into the nucleus was enhanced, although
to a lower extent than in WT cells. In contrast, in Rho
cells, the expression of the ABC proteins Mdr1, Mrp1 and
Mrp4 did not respond to exposure to either GCDCA or
paracetamol.

In conclusion, the present results suggest that activation
of the Nrf2-mediated pathway is partly independent
of ROS production. Moreover, in terms of ABC protein
expression, Nrf2 translocation to the nucleus is insufficient
for the up-regulation of Mdr1, Mrp1 and Mrp4, which
probably requires the participation of other regulatory

Figure 10
Representative Western blots showing the concentration-dependent
effect of the incubation with glycochenodeoxycholic acid (GCDCA)
(A) or paracetamol (B) for 48 h on Shp expression in wild-type (WT)
and mtDNA-depleted (Rho) Hepa 1–6 mouse hepatoma cells. These
results were confirmed in two additional experiments.

Figure 11
Representative Western blots showing the time-course of the effect of
the incubation with 50 mM glycochenodeoxycholic acid (GCDCA)
(A) or 50 mM paracetamol (B) on Nrf2 expression in wild-type (WT)
and mtDNA-depleted (Rho) Hepa 1–6 mouse hepatoma cells. These
results were confirmed in two additional experiments.
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Figure 12
Representative Western blot showing the time course of the effect of 60 mM tert-butyl hydroquinone (TBHQ) (A), 50 mM glycochenodeoxycholic
acid (GCDCA) (B) or 50 mM paracetamol (C) on Nrf2 translocation from the cytoplasm into the nucleus in wild-type (WT) and mtDNA-depleted
(Rho) Hepa 1–6 mouse hepatoma cells. Oct1 and Gapdh were used as nuclear and cytoplasmic markers, respectively. These results were confirmed
in five additional experiments. Results from densitometry of bands at 0 and 6 h in nuclear extracts were normalized with Oct1 (F). *P < 0.05,
significant differences between nuclear extracts collected at 0 and 6 h from the same culture; paired t-test. AU, arbitrary units.

Figure 13
Schematic representation of the mechanisms proposed to be involved in the Shp and Nrf2-mediated up-regulation of ABC proteins induced by
bile acids and paracetamol in liver cells. ARE, antioxidant response element; Fxr, farnesoid nuclear receptor; Keap1, Kelch-like ECH-associated
protein 1; Maf, musculo-aponeurotic fibrosarcoma protein; ROS, reactive oxygen species; Shp, small heterodimer partner.

BJPRole of mitochondria in ABC proteins regulation
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element(s) whose activation in response to GCDCA and
paracetamol may be (directly or indirectly) sensitive to ROS
production and hence affected by the lack of mtDNA
integrity.
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7.2.1.3. Role of mitochondrial genome in the protective mechanisms against bile 
acid-induced cell death in liver

According to the results described in section 7.2.1.2, partial mtDNA depletion in 
mouse liver Hepa 1-6 cells enhance their resistance to chemical stress induced by toxic 
compounds such as paracetamol and BAs. The reduction in the sensitivity of Hepa 1-6 Rho- 
cells to these compounds is not dependent on the expression of ABC transporters, although 
it may be related with the reduced production of ROS observed in these cells in response 
to the treatment with toxic compounds.

Oxidative stress plays a crucial role among the mechanisms involved in the cytotoxic 
effect associated with BAs accumulation in cholestasic liver diseases (Sokol et al., 1991) 
(Togashi et al., 1990). Hepatic mitochondria have been proposed as a major source of ROS 
generation induced by BAs. These compounds impair respiration and electron transport in 
hepatocyte mitochondria (Krahenbuhl et al., 1994) and induce the mitochondrial permeability 
transition (MPT), a critical intracellular event that triggers both the apoptotic and necrotic 
forms of cell death in hepatocytes (Lemasters et al., 1998). Induction of MPT is associated 
with the collapse of mitochondrial membrane potential, reduced oxidative phosphorylation, 
rupture of the outer mitochondrial membrane, cytochrome c release, and generation of 
ROS (Reactive Oxygen Species) (Lemasters et al., 1998).

At high levels, ROS production is related with toxicity and eventually cell death. 
However, it should be noted that, at lower levels, ROS can modulate several signaling 
pathways (Bartosz, 2009) and may play a protective role via activation of survival pathways 
such as ERK1/2 and Akt (Fang et al., 2004). 

Since mitochondria plays a pivotal role in BAs-induced toxicity and participates in the 
mechanisms of apoptosis and necrosis, in this part of the project we have analyzed  the 
role of the complete mitochondrial genome depletion in the mechanisms by which human 
liver cells become resistant to apoptosis- or necrosis-mediated cell death in response to 
incubations with high concentrations of BAs.

The results obtained in this section have been included in the manuscript entitled: 
“Mitochondrial genome depletion in human liver cells abolishes bile acid-induced apoptosis: 
Role of the Akt/mTOR survival pathway and Bcl-2 family proteins” which has been accepted 
for publication in the journal Free Radical Biology & Medicine. These results are shown in 
figure 1G-H, figure 4B and D, figure 6D-F.
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Abstract

Acute accumulation of bile acids in hepatocytes may cause cell death. However, during long-

term exposure due to prolonged cholestasis, hepatocytes may develop a certain 

chemoresistance to these compounds. Since mitochondrial adaptation to persistent oxidative 

stress may be involved in this process, here we have investigated the effect of complete 

mitochondrial genome depletion on the response to bile acid-induced hepatocellular injury. A 

subline (Rho) of human hepatoma SK-Hep-1 cells totally depleted of mitochondrial DNA 

(mtDNA) was obtained and concentration-dependent activation of apoptosis and survival 

signaling pathways studies in the presence of bile acids were carried out. Rho cells were 

highly resistant to bile acid-induced apoptosis and partially resistant to bile acid-induced 

necrosis. In Rho cells, both the constitutive and bile acid-induced generation of reactive 

oxygen species (ROS), such as hydrogen peroxide and superoxide anion, were decreased. Bile 

acid-induced pro-apoptotic signals were also decreased, as evidenced by a reduction in the 

expression ratios: Bax-/Bcl-2, Bcl-xS/Bcl-2 and Bcl-xS/Bcl-xL. This was mainly due to a 

down-regulation of Bax- and Bcl-xS. Moreover, in these cells the Akt/mTOR pathway was 

constitutively activated under basal conditions in a ROS-independent manner and remained 

similarly activated in the presence of bile acid treatment. In contrast, ERK1/2 activation was 

constitutively reduced, and was not activated by incubation with bile acids. In conclusion, 

these results suggest that a compromised mitochondrial function associated with mtDNA 

alterations, which may occur in liver cells during prolonged cholestasis activates mechanisms 

of cell survival which are involved in an enhanced resistance of hepatocytes to bile acid-

induced apoptosis. 

 

 

 

Keywords: Akt; apoptosis; Bcl-2; bile acid; cholestasis; liver; mitochondria; retrograde 

signaling; Rho cells. 
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Introduction
The accumulation of some molecular species of bile acids in the liver during cholestasis 

causes parenchymal cell death, leading to impaired hepatic function and -eventually- liver 

failure [1]. A central feature observed during chronic cholestasis is mitochondrial dysfunction 

[2], which is evidenced by a reduction in mitochondrial membrane potential, decreased 

activities of respiratory chain complexes, and subsequent impairment of ATP production [3, 

4]. Cholestasis-induced cell death may be due to necrosis or apoptosis. The latter is activated 

by either mitochondrial damage or the interaction of pro-apoptotic effectors with membrane 

death receptors [5]. Apoptosis is the predominant mechanism during acute cholestasis, 

whereas necrosis is the major form of hepatocyte death during chronic cholestasis. After bile 

duct ligation in the rat, biphasic changes in processes leading to cell death occur in 

hepatocytes: (i) a transient increase in caspase-3 activity during the first week, followed by a 

(ii) decrease in caspase-3 activity during the second week. This suggests that prolonged 

cholestasis induces adaptive changes in hepatocytes that may result in a certain resistance to 

bile acid-induced activation of apoptosis. Thus, if the chemical stress is maintained and high 

enough, cell death is characterized by an increased proportion of necrotic cells [6, 7]. Indeed, 

oncotic necrosis has been proposed as the predominant form of cell death in rodent models of 

long-term cholestasis [8].  

 

Bile acid-induced hepatocellular injury has been shown to be associated with the ability of 

these steroids to induce ROS generation [9]. However, it should be noted that ROS can have 

both pro- and anti-apoptotic effects, depending on the type of stimulus as well as on the 

amount and duration of ROS production [10]. Thus, the toxic effects of bile acids can be 

modified by ROS; i.e., high ROS production may induce toxicity due to an irreversible loss of 

mitochondrial membrane potential and the release of cytochrome c into the cytosol. By 

contrast, lower levels of ROS may play a protective role via activation of anti-apoptotic 

pathways such as these involving ERK1/2 and Akt [10]. Since mitochondria are a major site 

of ROS generation and are critical targets of bile acid-induced toxicity, these organelles have 

received much attention with a view to elucidating the mechanism underlying hepatotoxicity 

associated with cholestatic liver diseases and to exploring novel strategies for their treatment 

[5, 11]. Mitochondrial function depends on proteins that are encoded by both nuclear DNA 

(nDNA) and mitochondrial DNA (mtDNA), which contains the genes coding for 13 

components of the respiratory chain [12]. MtDNA damage is tightly associated with 
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mitochondria-related pathology, including cholestatic liver disease [13, 14]. Thus, persistent 

mitochondrial oxidative stress caused by bile acid accumulation may lead to a decline in 

mitochondrial respiratory function, with decreased mtDNA copy number [13, 14].  

 

Chemical stress-induced dysfunctional mitochondria may trigger retrograde signaling from 

these organelles to the nucleus, which causes changes in gene expression, such as the up-

regulation of proteins involved in diverse cellular processes, including the control of 

metabolism, nutrient sensing, stress response, drug sensitivity, life span and the development 

of resistance to apoptosis [15].  

 

In previous studies, using an in vitro model of partial mtDNA depletion in mouse liver cells, 

we have reported that retrograde regulation may be involved in the defense response of mouse 

liver cells against the chemical stress induced by toxic compounds such as paracetamol and 

bile acids [16]. In the present study, we aimed to investigate the role of the complete 

mitochondrial genome depletion in the mechanisms by which human liver cells become 

resistant to apoptosis- or necrosis-mediated cell death in response to incubations with high 

concentrations of bile acids.  
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Materials and Methods 
 

Methods

Cell lines and culture conditions 

The human hepatoma SK-Hep-1 cell line was obtained from the American Type Culture 

Collection (ATCC, HTB-52, Rockville, MD, USA). SK-Hep-1 cells were cultured in 

Minimum Essential Medium Eagle (MEM) (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) containing 10% 

FCS (TDI S.A., Madrid, Spain) and 1% antibiotic-antimycotic solution (Invitrogen, 

Barcelona, Spain) and supplements reported by the supplier, in a humidified atmosphere in 

5% CO2 at 37°C. SK-Hep-1 Rho cells totally depleted of mtDNA were derived from wild-

type (WT) SK-Hep-1 cells by culturing them in the presence of 100 ng/ml ethidium bromide 

(EtBr) for more than 20 generations [17]. To compensate for the impairment of respiratory 

metabolism and to support cell growth, the auxotrophy of Rho cells for uridine and pyruvate 

[18] required the culture medium to be supplemented with 100 g/ml pyruvate and 50 g/ml 

uridine. To carry out the experiments, the cells were plated and incubated for 24 h in the 

absence of any of the compounds tested and then treated with deoxycholic acid (DCA: 25 to 

500 M) or glycochenodeoxycholic acid (GCDCA: 25 to 2000 M) (Sigma-Aldrich) for 0.5 

or 8 h. In some experiments, Akt phosphorylation was blocked using the selective PI3K 

inhibitor, LY294002 (Sigma-Aldrich). For flow cytometry and gene expression studies, cells 

were detached with trypsin-EDTA solution and then pelleted by centrifugation at 250x g for 

10 min and washed once with phosphate-buffered saline (PBS). 

 

Determination of gene expression levels and mtDNA copy number 

The depletion of mtDNA was confirmed by real-time PCR amplification using specific 

primers for the mitochondrion-encoded genes 16S rRNA and NADH dehydrogenase subunit 

1 (MT-ND1).  Total cellular DNA (nDNA and mtDNA) was extracted using the QIAamp 

DNA Blood Mini kit from Qiagen (Izasa, Barcelona, Spain). DNA was then quantified 

fluorometrically with the PicoGreen DNA-Quantitation kit (Invitrogen). To determine mRNA 

levels by real-time RT-QPCR, total RNA was isolated from cell lysates using the Illustra 

RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare, Barcelona, Spain). RNA was then 

quantified fluorometrically with the RiboGreen RNA-Quantitation kit (Invitrogen). 

SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Invitrogen) was used to synthesize cDNA from total 

RNA. Real-time QPCR was then performed using AmpliTaq Gold polymerase (Applied 
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Biosystems, Madrid, Spain) in an ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Applied 

Biosystems). The thermal cycling conditions were as follows: a single cycle at 95°C for 10 

min, followed by 45 cycles at 95°C for 15 s and at 60°C for 60 s. Detection of the 

amplification products was carried out using SYBR Green I or TaqMan probes (Applied 

Biosystems). As a calibrator, total RNA from human liver was used. The results of mRNA 

abundance for the target genes in each sample were normalized on the basis of human 

GAPDH mRNA or 18S rRNA abundance. The mtDNA copy number was measured from 

total DNA using the primer and Taqman probe oligonucleotides listed in supplementary Table 

S1. The TaqMan Ribosomal RNA Control Reagents kit (Applied Biosystems) was used to 

measure DNA encoding 18S rRNA. The same sets of primers and probes were used to 

measure the absolute abundance of the rRNAs or mRNAs corresponding to these genes. 

Absolute quantification of mtDNA and RNAs was carried out using standard curves 

generated by plotting the threshold cycle (Ct) versus log10 of the copy number of cDNA 

fragments obtained by conventional PCR and quantified with the PicoGreen detection kit, as 

previously described in detail [19]. The primer oligonucleotide sequences and the conditions 

to carry out quantitative PCR of human MRP1, MRP2, MRP3, MRP4, MDR1, MDR3, BSEP 

and BCRP have been described previously [20]. The primer oligonucleotide sequences to 

carry out quantitative PCR of human Akt1, Bax-, Bcl-2, Bcl-xL and Bcl-xS are listed in 

supplementary Table S1. All primers (obtained from Sigma-Genosys, Madrid, Spain) were 

designed with the assistance of Primer Express software (Applied Biosystems), and their 

specificity was checked using BLAST. 

 

Cell death, ROS generation and mitochondrial membrane potential (MMP) 

Cell death was determined by flow cytometry (FACSort flow cytometer, BD Biosciences, San 

Jose, CA, USA) after staining with propidium iodide (Sigma-Aldrich). The amount of 

attached cells was also evaluated by measuring the total protein content of the cell cultures 

[21]. To quantify the degree of apoptosis, DNA fragmentation was analyzed by flow 

cytometry as previously described [22], with some modifications. Briefly, after 

permeabilizing the cells in ethanol, they were incubated with 100 g/ml RNase A, in PBS, pH 

7.8, containing 200 mM Na2HPO4, and 100 mM citric acid, stained with 25 g/ml propidium 

iodide, and analyzed by flow cytometry to measure their DNA content. The combination of 

this method to reveal apoptosis and scatter analysis of the cell population allowed the 

exclusion of necrotic cells from the analysis. As an index of necrosis, the lactate 
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dehydrogenase (LDH) activity [23] released from the cells to the culture medium was 

measured (referred to as LDHout) as previously described [22]. LDH activity was also 

measured in the cell lysate supernatants (referred to as LDHin) and the results are expressed 

as the ratio between LDHout and LDHtotal (LDHout+LDHin). MMP was assayed by flow 

cytometry using Rhodamine 123 (Rh123) [22]. Cells were incubated with medium containing 

5 g/ml Rh123 for 1 h after the corresponding treatment. Flow cytometry was also used to 

measure the generation of the ROS hydrogen peroxide and superoxide anion using 2’,7’-

dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) and hydroethidine (HE), respectively. After the 

corresponding treatment, cells were incubated with medium containing 5 g/ml DCFH-DA or 

3 g/ml HE for 30 minutes. Both compounds are freely permeable across cell membranes. 

DCFH-DA is cleaved by cellular esterases to the non-fluorescent DCFH. HE is oxidized to 

ethidium in an earlier step than DCFH in the reactive oxygen metabolism of cells, i.e., by 

early oxygen metabolites such as superoxide anion, while DCFH is oxidized mainly by 

hydrogen peroxide and phagosomal peroxidases [24].  

 

Western blot analyses 

After the corresponding treatments, cells were harvested by washing with cold PBS and 

scraping into lysis buffer containing 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1% 

SDS, and 0.5% sodium deoxycholate. Protease inhibitors (1% protease inhibitor cocktail, 

Sigma-Aldrich) and phosphatase inhibitors (10 mM NaF, 1 mM sodium orthovanadate) were 

also added. After mixing for 30 minutes at 4ºC, the cell lysates were centrifuged at 20,000x g 

for 20 minutes at 4ºC and the supernatant fractions were used for Western blot analyses. 

Protein concentrations were determined [21] using bovine serum albumin as standard. 

Proteins (15-30 g) were loaded onto 6, 8 or 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gels and transferred onto a nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Hercules, CA). The primary 

antibodies (working dilution) used were as follows: rabbit polyclonal antibodies against 

phospho-Akt (Ser473) (1:1000), Akt (1:1000), phospho-mTOR (Se2448) (1:1000), p44/42 

MAPK (ERK1/2) (1:1000), rabbit monoclonal antibody against phospho-p44/42 MAPK 

(ERK1/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) XP® (1:2000) (Cell Signaling Technology, MA, 

USA) and mouse monoclonal antibody against GAPDH (6C5) (1:1000) (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Anti-rabbit and anti-mouse IgG horseradish 

peroxidase-linked secondary antibodies (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany) 
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were used. Blots were visualized using enhanced chemiluminescence reagents (Amersham 

Pharmacia Biotech) and a Fujifilm LAS-4000 (TDI S.A.) luminescent image analyzer. 

 

Statistical analysis 

Values are expressed as means ± SEM. Statistical analyses were performed using the SPSS 

10.0.6 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) for Windows (Microsoft Co., Seattle, WA, 

USA). To calculate the statistical significance of the differences between groups, the 

Bonferroni method for multiple range testing, and Student’s t-test or the paired t-test were 

used, as appropriate. 
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Results
Characterization of Rho cells 

Long-term incubation of SK-Hep-1 cells in the presence of a sub-toxic dose of EtBr resulted 

in total mtDNA depletion, which persisted even after discontinuation of the treatment (Table 

1). Thus, the abundance of 16S rRNA and MT-ND1 mRNA was markedly decreased whereas 

that of 18S rRNA encoded by the nuclear genome remained unchanged (Table 1). A dramatic 

depletion in RNA coding for 16S rRNA and MT-ND1 was already found after 20 days of 

EtBr treatment. At this time the number of copies for 16S rRNA and MT-ND1 mRNA fell to 

0.002% and 0.02% respectively. After 130 days of treatment with EtBr, and after the 

subsequent removal of this compound for 50 days, the expression of these genes was not 

detectable. To confirm that this was not due to changes in transcription, the abundance of the 

corresponding DNA was also measured (Table 1). In non-treated cultures, the cells contained 

approximately 260 mtDNA genomes per cell whereas in EtBr-treated cells depletion of 

mtDNA was complete and persisted even after EtBr removal.  

 

Some morphological differences between WT and mtDNA-depleted (Rho) cells were seen. 

Thus, the latter mainly grew in bundles of polygonal cells, whereas in the WT cell cultures 

spindle-shaped cells were more abundant (Figure 1A, 1D). However, the growth rate was 

similar for WT and Rho cells, as indicated by the protein content of the cultures (Figure 1G).  

 

Sensitivity of Rho cells to bile acid-induced cell death 

When SK-Hep-1 cells were exposed to DCA and GCDCA for 8 hours, a clearly different 

ability to induce cell death was observed. WT cells were more sensitive to DCA than to 

GCDCA (Figure 1H). Thus, only very high concentrations of GCDCA were able to induce 

cell death. The percentage of dead cells in cultures of WT cells incubated with 500 M DCA 

or 2000 M GCDCA was increased 6- and 13-fold, respectively (Figure 1H). Rho cells 

showed a significantly lower sensitivity to GCDCA and were fully resistant to DCA-induced 

cell death as shown by phase-contrast microscopy studies (Figure 1A-1F), changes in cell 

culture growth (Figure 1G) and increases in the proportion of dead cells (Figure 1H).  

 

Measurements of the degree of apoptosis by flow cytometry analysis, i.e., by determining the 

proportion of hypodiploid bodies in the M1 zone of frequency histograms (Figure 2A-2F), are 

summarized in Fig. 3G. These results revealed that treatment of WT cells with 300 or 500 M 
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DCA for 8 h resulted in a marked increase in the percentage of apoptotic cells, which was not 

observed after incubation with 2000 M GCDCA. In contrast, neither DCA nor GCDCA had 

any pro-apoptotic effect on Rho cells (Figure 2D-2G). To determine the proportion of 

necrosis-mediated cell death under these conditions, LDH release to the culture medium was 

measured (Figure 2H). In WT cells, treatment with high concentrations of DCA or GCDCA 

induced a dose-dependent release of LDH to the culture medium. This effect was also 

observed, although with lower magnitude, in Rho cells (Figure 2H) 

 

Since reductions in MMP are associated with bile acid-induced cell toxicity, the percentage of 

cells with low MMP was determined. In WT cells, this value was increased by treatment with 

both bile acids at concentrations able to induce cell death (Figure 2I, 2J). In Rho cells, DCA 

was not able to affect MMP (Figure 2I), whereas GCDCA only increased MMP at very high 

concentrations (Figure 2J).  

 

ROS generation 

DCFH oxidation, which is mainly due to hydrogen peroxide and phagosomal peroxidases in 

cells, was used as an index of hydrogen peroxide generation. This was markedly lower in Rho 

than in WT cells (Figure 3A). In WT cells, the treatment with DCA (Figure 3A) or GCDCA 

(Figure 3B) for 8 h induced a concentration-dependent increase in hydrogen peroxide 

generation. This response was more marked in cells treated with GCDCA. In contrast, in Rho 

cells, DCA was not able to induce an enhanced production of hydrogen peroxide (Figure 3A), 

whereas a response to GCDCA was observed only at very high concentrations (Figure 3B). 

Since these experimental conditions induce cell death, to rule out any potential effect due to 

cell death-associated events, an early response was also analyzed. Treatment of WT cells with 

DCA or GCDCA for 30 min stimulated hydrogen peroxide production in a concentration-

dependent manner (Figure 3C, 3D). Interestingly, in Rho cells, both bile acids were also able 

to induce a response even at non-toxic concentrations, although this was weaker than that 

found in WT cells (Figure 3C, 3D). These results suggest the existence of compensatory 

mechanisms able, after a certain time, to counterbalance bile acid-induced hydrogen peroxide 

generation when the cells were exposed at low concentrations of DCA or GCDCA. 

 

The results of measuring superoxide anion using HE [24] revealed that under basal conditions 

these levels were dramatically lower in Rho cells as compared with WT cells (Figure 4A). In 

WT cells, only high concentrations of DCA and very high of GCDCA after either long-term 
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(8 h) (Figure 4A, 4B) or short-term (30 min) (Figure 4C, 4D) exposure were able to enhance 

superoxide anion generation. In contrast, in Rho cells neither DCA nor GCDCA, either after 

long-term or short-term incubation, were able to stimulate superoxide anion generation 

(Figure 4).  

 

Changes in ABC protein expression 

Since ABC (ATP-binding cassette) proteins play an important role in the chemoresistance that 

characterizes liver tumors [25] and because their expression is believed to be affected by 

retrocontrol mechanisms, in the present study the expression of the major ABC proteins 

involved in the efflux of endogenous and xenobiotic substances from hepatocytes, was 

determined (Table 2). As compared with human liver, the expression in WT cells was 

markedly higher for MRP1 and MRP4; similar for MRP2; poor for MRP3, MDR1 and BCRP, 

and negligible for MDR3 and BSEP. Similar results were obtained in Rho cells, except for 

MDR1, whose expression, although poor in both cell types, was significantly higher in Rho 

than in WT cells (Table 2). This was consistent with previous findings in mouse hepatoma 

Hepa1-6 cells with partial reduction in their mtDNA contents [16].   

 

Balance in the signaling between apoptosis and cell survival

Since apoptosis is repressed when part (≥50%) of endogenous Bax heterodimerizes with Bcl-

2 or Bcl-xL [26], whereas Bcl-xS facilities cell death by inhibiting Bcl-2 function [27], the 

relative expression of these anti- and pro-apoptotic genes was investigated (Figure 5A-5E). 

Bcl-2 expression was slightly higher in Rho than in WT cells and was decreased by treatment 

with DCA in both cell types but more markedly in WT cells. The basal levels of Bax- 

mRNA were lower in Rho than in WT cells. Treatment with DCA had no effect at any of the 

concentrations tested in either WT or Rho cells. Bcl-xL and Bcl-xS mRNA levels were 

decreased in Rho cells in comparison with WT cells, and treatment with DCA induced an 

increase in Bcl-xS and, to a lesser extent, in Bcl-xL but only in the WT cells. The ratios 

between the relative mRNA abundances of Bax-/Bcl-xL (Figure 5F), Bax-/Bcl-2 (Figure 

5G), and Bcl-xS/Bcl-2 (Figure 5I) but not that of Bcl-xS/Bcl-xL (Figure 5H) were 

constitutively decreased in Rho cells. In response to high DCA concentrations, these 

parameters were increased in WT cells, except for the Bax-/Bcl-xL ratio, but not in Rho 

cells (Figures 5F-5I). No significant changes were observed in the mRNA expression levels of 
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the pro-apoptotic or the anti-apoptotic proteins assayed or in the ratios calculated between 

them after treatment of WT and Rho cells with GCDCA (Figures 5A-5I).  

 

Since the serine/threonine kinase Akt, involved in cell survival through the inhibition of 

apoptosis [28] has previously been reported to play a role in bile acid-induced signaling [10], 

this was investigated in WT and Rho cells following exposure to DCA and GCDCA. Akt1 

mRNA levels were lower in Rho than in WT cells (Figure 5C). After incubation with DCA or 

GCDCA for 8 h, an increase in Akt1 mRNA was only found for DCA at a concentration of 50 

M in WT cells but not in Rho cells. To determine the degree of Akt activation, the amount of 

total Akt protein was compared with that of phosphorylated Akt using Western blot analysis. 

The primary antibodies used here were able to detect the three Akt isoforms: i.e., Akt1, Akt2 

and Akt3. In WT cells, Akt phosphorylation at ser473 was increased by treatment with DCA 

(Figure 6A) and GCDCA (Figure 6D). In contrast, although total Akt protein expression was 

reduced, in Rho cells the degree of Akt phosphorylation under basal conditions was higher 

than in WT cells. This activation was not further increased by treatment with DCA (Figure 

6A) or GCDCA (Figure 6D).  

 

The phosphorylation of the serine/threonine protein kinase mTOR (the mammalian target of 

rapamycin, a downstream target of Akt involved in the regulation of cell survival and 

proliferation), was also investigated. In WT cells, the phosphorylation of mTOR after 

incubation with DCA (Figure 6B) and GCDCA (Figure 6E) was found to be increased. In 

contrast, in Rho cells mTOR phosphorylation was already increased under basal conditions 

but no further phosphorylation was induced by bile acid treatment (Figure 6B, 6E).  

 

Regarding the ERK1/2 survival pathway, total ERK1/2 expression was similar in both cell 

types (Figure 6C, 6F). However, basal ERK1/2 phosphorylation (Thr202/Tyr204) was weaker 

in Rho than in WT cells; DCA was able to activate ERK1/2 phosphorylation in WT but not in 

Rho cells (Figure 6C), whereas GCDCA induced a marked effect in WT cells but also, 

although to a lesser extent, in Rho cells (Figure 6F).  

 

To elucidate whether the Akt/mTOR signaling pathway, which seems to be constitutively 

activated in Rho cells, actually plays a key role in mediating the poor sensitivity to the DCA-

induced apoptosis of these cells, we used the selective PI3K inhibitor LY294002, which 

blocks Akt phosphorylation. Indeed, after treatment of Rho cells with 25 and 50 M 
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LY294002 for 1 h, both Akt and mTOR phosphorylation were partially inhibited in a dose-

dependent manner (Figure 7A, 7B). When this treatment was combined with 500 M DCA 

for 8 h, the ability of Rho cells to respond to DCA-induced apoptosis was partly restored 

(Figure 7C). 
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Discussion
Long-term cultures in the presence of sub-toxic doses of EtBr have been used to obtain 

mtDNA-depleted (Rho) mammalian cell lines [16-18] because EtBr is able to inhibit 

DNA/RNA synthesis specifically suppressing the replication and transcription of 

extrachromosomal genetic components, such as mtDNA, without affecting nDNA replication 

and transcription [29]. Since mitochondria are pivotal components of the apoptotic cell death 

machinery, in the present study, we used human liver Rho cells to investigate the importance 

of the mitochondrial genome in the response of liver cells to chemical stress due to exposure 

to cholestasis-associated-bile acid accumulation.  

 

When hepatocytes are exposed to high levels of some bile acid species, two types of cellular 

death may occur [30, 31]. Our results are consistent with the concept that toxic bile acids, 

such as DCA and GCDCA, are potentially able to induce apoptosis and necrosis at high and 

very high concentrations, respectively [30, 31]. It should be kept in mind that necrosis and 

apoptosis are not completely independent processes but share some signaling pathways [32]. 

Our results support the well-established concept that mitochondria play a key role in bile acid-

induced apoptosis [5]. Accordingly, mtDNA-depleted liver cells exhibited a decreased 

susceptibility to bile acid-induced cell death. Thus, Rho cells were highly resistant to 

apoptosis induced by DCA and partially resistant to necrosis induced by high doses of 

GCDCA. Elimination-mediated by export pumps is one of the mechanisms responsible for the 

protection of hepatocytes against many different compounds to cause toxicity during 

pathological accumulation of endogenous substances or xenobiotic toxins [33]. Among the 

ABC proteins investigated here, only MDR1 expression was up-regulated in Rho cells. 

Although MDR1 has been reported to be related to the apoptotic resistance of Rho cells to 

antitumor agents [34], we found very low levels of MDR1 expression in the Rho cells 

obtained in the present study. Moreover, its relationship with resistance to bile acid-induced 

toxicity is not expected to be a cause-effect one because this pump is not involved in bile acid 

efflux [33].  

 

Mitochondria-derived ROS has been suggested to constitute one early event in bile acid-

induced hepatocyte toxicity [9]. Moreover, a burst in the intracellular level of superoxide has 

been related to the switch in the cell death mode from apoptosis to necrosis [35]. In the 

present study, the depletion of mtDNA resulted in decreased basal levels of hydrogen 
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peroxide and superoxide anion, as well as in a reduced ability of Rho cells to increase the 

production of these ROS in response to bile acids. Discrepancies are found in the literature 

regarding basal levels of ROS in mtDNA-depleted cells (unchanged for some authors, 

decreased for others) [16, 17, 36, 37]. Our results suggest that without a functional electron 

transport chain, Rho cells cannot normally regulate redox potential and their mitochondria 

appear to be incapable of generating ROS. It should be kept in mind that biogenesis of 

complex I and III of the electron transport chain, where superoxide anion is produced, 

involves the coordinated assembly of subunits encoded by both mitochondrial and nuclear 

genomes [12]. 

 

ROS generation by hepatocytes can activate both apoptotic and survival signaling, depending 

upon the intensity and duration of the production process [10]. An important factor 

determining the final effect of ROS is the regulation of pro- and anti-apoptotic genes. Among 

them, there are several members of the Bcl-2 family proteins that regulate the mitochondrial 

pathway of apoptosis by controlling the permeabilization of the outer mitochondrial 

membrane [38]. It has been reported that mechanisms involved in the pre-apoptotic disruption 

of the mitochondrial membrane potential, as well as mitochondrial apoptotic factors, seem to 

be present in Rho cells [39]. However, alterations in Bax translocation to the mitochondria 

have also been described in cells lacking mtDNA [40]. Our results indicate that bile acid-

induced mitochondrial depolarization does not occur in Rho cells. Moreover, an important 

finding was that mtDNA depletion results in the dysregulation of both constitutive and bile 

acid-induced expression of several members of the Bcl-2 family proteins such as Bax-, Bcl-

2, Bcl-xS and Bcl-xL, resulting in favor of an anti-apoptotic balance.  

 

Bile acids can induce the pro-survival ERK1/2 and Akt signaling pathways in hepatocytes as 

a protective response to prevent apoptosis [10]. Conjugated bile acids activate these signaling 

pathways in liver cells, primarily via Gi protein-dependent receptors, while unconjugated 

hydrophobic bile acids stimulate the synthesis of mitochondrial superoxide ions, which 

inactivate phosphoprotein phosphatases [41]. Our results reveal a ROS-dependent activation 

of ERK1/2 by bile acids. However, a constitutive activation of Akt was found in human 

hepatoma Rho cells that was not mediated by ROS-dependent mechanisms. It has been 

reported that mitochondrial respiratory defects in leukemia and lymphoma cell lines cause an 

increase in Akt phosphorylation through a redox-mediated mechanism [42]. The increase in 

NADH caused by respiratory deficiency has been suggested to inactivate the negative 
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regulator of the Akt pathway PTEN through a redox modification mechanism. The Akt 

pathway can promote cell survival and proliferation through a series of downstream events, 

including the stimulation of aerobic glycolysis, the suppression of apoptosis, as well as an 

enhancement of nutrient uptake and energy metabolism through the activation of mTOR [28]. 

The activation of mTOR also elicits pro-survival and anti-apoptotic activities [43]. Our results 

show that mTOR is activated by bile acids in WT cells but that it is constitutively activated in 

Rho cells. Interestingly, the activation of the Akt/mTOR survival pathway (in Rho cells) prior 

to exposure to bile acids is able to prevent the apoptosis induced by these compounds. In 

contrast, in WT cells, although Akt expression was higher than that in Rho cells and the 

Akt/mTOR pathway was activated in response to incubation with high bile acid levels, the 

survival response was not as effective as the preexisting protection seen in Rho cells. In 

addition, the present study demonstrates that the ERK1/2 survival pathway does not play a 

major role in the mechanism of resistance against bile acid-induced toxicity in Rho cells. 

 

In conclusion, these results indicate that in liver cells lacking mtDNA several mechanisms 

may account for a certain resistance to bile acid-induced apoptosis: i) a decrease in oxidative 

stress; (ii) a decrease in the balance between the pro- and anti-apoptotic genes involved in the 

mitochondrion-mediated signaling pathway for apoptosis activation, and (iii) a ROS-

independent increase in the activation of the Akt/mTOR pathway. Thus, during prolonged 

cholestasis, which could be accompanied by the compromised mitochondrial function 

associated with mtDNA alterations, these mechanisms may play a role in attenuating 

hepatocellular injury due to bile acid accumulation. 
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Figure Legends 

Figure 1. Toxicity induced by deoxycholic acid (DCA) and glycochenodeoxycholic acid 

(GCDCA) treatment for 8 h in wild-type (WT) and mtDNA-depleted (Rho) SK-Hep-1 human 

hepatoma cells. (A-F) Representative photographs of phase-contrast microscopy. (G) Total 

protein contents of the cell cultures. (H) Proportion of dead cells determined by flow 

cytometry after staining with propidium iodide. Values are expressed as means ± SEM from 

three cultures measured in triplicate for each data point. *P < 0.05, significantly different 

from untreated WT cells; †P < 0.05, significant differences between Rho with WT cells. 

Figure 2. Apoptosis, necrosis and mitochondrial membrane potential (MMP) in wild-type 

(WT) and mtDNA-depleted (Rho) SK-Hep-1 human hepatoma cells. (A-F) Representative 

flow cytometry DNA histographs corresponding to the analysis of DNA contents by flow 

cytometry. The percentage of apoptotic cells is depicted in the M1 zone of the graphs. (G) 

Percentage of apoptotic cells as measured by flow cytometry. (H) Release of LDH by cells to 

the culture media. LDH activity was measured in both the culture medium (LDHout) and in 

cell lysates (LDHin). Results are expressed as the ratio of released-to-total LDH activity: 

LDHout/(LDHin+LDHout). (I, J) Proportion of cells with low MMP as measured by flow 

cytometry. After treatment with the indicated concentrations of deoxycholic acid (DCA) and 

glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) for 8 h, cell cultures were processed as appropriate. 

Values are expressed as means ± SEM from three cultures measured in triplicate for each data 

point. *P < 0.05, significantly different from untreated WT cells; †P < 0.05, significant 

differences between Rho with WT cells. 

Figure 3. Hydrogen peroxide production as determined by flow cytometry after incubating 

wild-type (WT) and mtDNA-depleted (Rho) SK-Hep-1 human hepatoma cells with 5 g/ml 

DCFH-DA for 30 minutes. The generation of hydrogen peroxide was stimulated by treating 

the cells with the indicated concentrations of deoxycholic acid (DCA) (A) and 

glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) (B) for 8 h or 30 min (C, D). Values are expressed as 

means ± SEM from three cultures measured in triplicate for each data point. *P < 0.05, 

significantly different from untreated WT cells; †P < 0.05, significant differences between 

Rho with WT cells. 

Figure 4. Superoxide anion production as determined by flow cytometry after incubating 

wild-type (WT) and mtDNA-depleted (Rho) SK-Hep-1 human hepatoma cells with 3 g/ml 

hydroethidine for 30 minutes. The generation of superoxide anion was stimulated by treating 
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the cells with the indicated concentrations of deoxycholic acid (DCA) (A) and 

glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) (B) for 8 h or 30 min (C, D). Values are expressed as 

means ± SEM from three cultures measured in triplicate for each data point. *P < 0.05, 

significantly different from untreated WT cells; †P < 0.05, significant differences between 

Rho with WT cells. 

Figure 5. Relative abundances of mRNA of anti-apoptotic and pro-apoptotic genes in wild-

type (WT) and mtDNA-depleted (Rho) SK-Hep-1 human hepatoma cells. (A) Bcl-2, (B) Bcl-

xL, (C) Akt1, (D) Bax- and (E) Bcl-xS determined by using real-time RT-QPCR and ratios 

between the relative abundances of mRNA for (F) Bax- and Bcl-xL, (G) Bax- and Bcl-2, 

(H) Bcl-xS and Bcl-xL, and (I) Bcl-xS and Bcl-2. After treatment with the indicated 

concentrations of deoxycholic acid (DCA) and glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) for 8 

h, cell lysates were processed for RNA isolation. Values are expressed as means ± SEM from 

three cultures measured in triplicate for each data point. *P < 0.05, significantly different 

from untreated WT cells; †P < 0.05, significant differences between Rho with WT cells. 

Figure 6. Representative Western blots showing the activation of several protein kinase 

signaling pathways in wild-type (WT) and mtDNA-depleted (Rho) SK-Hep-1 human 

hepatoma cells. (A, D) Phosphorylated (p-Akt) and total Akt, (B, E) phosphorylated mTOR 

(p-mTOR) and (C, F) phosphorylated (p-ERK1/2) and total ERK1/2. GAPDH was also 

detected by Western blot. After treatment with the indicated concentrations of deoxycholic 

acid (DCA) and glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) for 30 min, total cell lysates were 

processed for Western blotting. These results were confirmed in two additional experiments. 

Figure 7. Effect of the inhibition of Akt phosphorylation on deoxycholic acid (DCA)-induced 

apoptosis in mtDNA-depleted (Rho) SK-Hep-1 human hepatoma cells. (A) Representative 

Western blots showing the concentration-dependent effect of the PI3K inhibitor LY294002 

for 1 h on Akt phosphorylation (p-Akt) and (B) mTOR phosphorylation (p-mTOR). Total Akt 

and GAPDH were also detected by Western blotting. (C) Percentage of apoptotic cells 

induced by 500 M deoxycholic acid (DCA) for 8 h in cells pretreated or not with LY294002 

(50 M, 1 h) as measured by flow cytometry. Values are expressed as means ± SEM from 

three cultures measured in triplicate for each data point. *P < 0.05, significantly different 

from untreated Rho cells. 
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Table 1 

Depletion of mtDNA in SK-Hep-1 human hepatoma cells during and after treatment with 

ethidium bromide. 

 Copy number per cell
(Ct)

 16S rRNA 18S rRNA MT-ND1 
QPCR-Blank ND 

(34.1) 
ND 

(35.1) 
ND 

(35.4) 
 

Treatment EtBr (days) 16S rRNA 18S rRNA MT-ND1 
No treatment 6338 ± 974 

(12.8) 
 

 
(15.3) 

 

510 ± 108 
(18.0)  

 
20 0.16 ± 0.02 

(28.5)   
 

 
(15.2)  

 

0.12 ± 0.07 

(31.5)   
 

50 0.06 ± 0.02 
(29.5) 

 
(15.0)  

 

0.01 ± 0.0006 

(34.4)  
 

130 ND  
(34.6) 

 

 
(15.1)  

ND  
(35.4)  

 
Removal EtBr (days) 16S rRNA 18S rRNA MT-ND1 

15 ND 
(34.6)  

 

 
(15.7) 

 

ND 
(35.8)  

50 ND  
(34.3) 

 

 
(15.4) 

 

ND 
 (35.5) 

 
Removal EtBr (days) mtDNA nDNA mtDNA 

No treatment 250 ± 43 
(19.0)  

 

 
(26.8) 

274 ± 35 
(19.8) 

 
50 ND  

(35.9) 
 

(26.4) 
ND  

(35.8) 
Time-course of mtDNA depletion in SK-Hep-1 cells during and after treatment with 100 

ng/ml of ethidium bromide (EtBr). Copy number per cell of 16S rRNA, NADH 

dehydrogenase subunit 1 (MT-ND1) mRNA and mtDNA were determined by real-time RT-

QPCR or direct QPCR, as appropriate. Values are expressed as means ± SEM from three 

cultures measured in triplicate for each data point. Values of threshold cycle (Ct) are given in 

parentheses. ND: not detectable. 
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Table 2 

Expression of ABC proteins in human hepatoma wild-type (WT) and Rho SK-Hep-1 cells. 

Protein Ct  mRNA abundance (% of human liver) 

 Human
Liver

SK-HEP-1
WT

 SK-HEP-1 
WT

SK-Hep-1  
Rho

MRP1 28 22   4336 ± 917  6119 ± 483 

MRP2 26 26   107.3 ± 19  86.2 ± 7 

MRP3 27 31   5.8 ± 0.7  4.4 ± 1.4 

MRP4 29 23   3318 ± 378  2265 ± 203 

MDR1 26 30   0.5 ± 0.1  9.1 ± 1.7a 

MDR3 23 ND  ND ND 

BSEP 26 ND  ND ND 

BCRP 29 33  8.9 ± 1.7 6.6 ± 0.4 

Values of threshold cycle (Ct) and mRNA abundances were determined by real-time RT-

QPCR. Values are expressed as means ± SEM from three cultures measured in triplicate for 

each data point. a, P < 0.05: significant differences between Rho with WT cells. ND: not 

detectable. 
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7.2.2. Role of the mitochondrial genome in the regulation of the expression of genes 
involved in chemoresistance in hepatic tumor cells

Liver tumors are one of the most common causes of death due to cancer worldwide 
(Ferlay et al., 2010). In spite of the long list of drugs that have been assayed in the treatment of 
these tumors, the marked refractoriness together with the development of chemoresistance 
during pharmacological treatment (Marin et al., 2009b) limit the effectiveness of the current 
therapies.

Resistance to chemotherapy depends in part on the expression of genes involved 
in a variety of mechanisms of chemoresistance (MOC) (Marin et al., 2010). These include 
a reduction in drug uptake (MOC-Ia), an enhanced drug export (MOC-Ib), a reduction in 
metabolic pro-drug activation or an increase in drug inactivation (MOC-II), changes in 
molecular targets (MOC-III), enhanced DNA repair (MOC-IV) and a modification in the pro-
apoptotic (MOC-Va) versus pro-survival (MOC-Vb) balance.

The existence of a link between the alteration of mitochondrial function and the 
development and progression of cancer has been a possibility investigated for a long 
time. One of the mechanisms that may be involved in this process is the accumulation of 
mutations in the genome of this organelle, which may alter the mitochondrial respiratory 
chain. In the last years a large number of mutations in mitochondrial DNA (mtDNA) have 
been identified in several human primary tumors, including hepatocellular carcinoma (HCC) 
(Chatterjee et al., 2011).

These alterations in mtDNA could also modify retrograde signaling pathways and, 
thus, contribute to the development of this disease. Different studies carried out in mtDNA 
depleted cells indicate that alteration of mitochondrial function may activate retrograde 
signaling mechanisms that promote tumor invasiveness and induce the expression of 
specific tumor markers (Amuthan et al., 2002; Amuthan et al., 2001; Biswas et al., 1999). 
These signaling pathways can also be involved in the development of resistance to several 
cytostatic drugs (Ling et al., 2012; Pillay et al., 1998). Thus, the presence of alterations in 
mtDNA may reduce the effectiveness of chemotherapy.

Based on this data, the aim of the present study was to determine the role of mtDNA 
in the regulation of the expression of genes involved in chemoresistance in HCC.

7.2.2.1. Sensitivity of SK-Hep-1 Rho0 cells to cytostatic drugs-induced toxicity 

To determine whether the lack of mtDNA could modify the resistance to cell death 
induced by cytostatic drugs, the human liver SK-Hep-1 Rho0 cell line, totally depleted of 
mtDNA, was used.
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Cells were exposed to doxorubicin, SN-38, cisplatin and sorafenib for 48 h and viability 
was measured with the neutral red test, which is not directly dependent on mitochondrial 
function. In the range of concentrations investigated here, these cytostatic drugs markedly 
reduced cell viability in WT cells. In contrast, in Rho0 cells, the sensitivity to doxorubicin, 
SN-38, cisplatin and sorafenib was significantly decreased, which was reflected in higher 
IC50 values (Figure 1).
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Figure 1. Effect of doxorubicin, SN-38, cisplatin and sorafenib on SK-Hep-1 WT and Rho0 cell viability, 
as measured with the Neutral Red test, after incubation with the indicated concentrations of the toxic 
compounds for 48 h. IC50 was defined as the drug concentration required to reduce cell viability to 50% of 
control cells. Values are expressed as means±SEM from 3 cultures in triplicate. *, p<0.05, as compared with 
WT untreated cells. † p<0.05, on comparing Rho0 with WT cells.
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7.2.2.2. ROS generation

Despite the differences in the mechanisms of action of doxorubicin, SN-38, cisplatin 
and sorafenib, all of them have in common the ability to induce oxidative stress (Block et 
al., 2008; Chiou et al., 2009). Thus, in SK-Hep-1 WT and Rho0 cells, treatment with these 
drugs for 48 h induced ROS production in a dose dependent manner (Figure 2). In Rho0 
cells, the basal levels of ROS and the increment in their production after the treatment was 
markedly lower (Figure 2). 

These results suggest that due to the lack of a functional electron transport chain, 
Rho0 cells cannot normally regulate redox potential and their mitochondria appear to be 
incapable of generating ROS. It should be kept in mind that biogenesis of complex I and III of 
the electron transport chain, where superoxide anion is produced, involves the coordinated 
assembly of subunits encoded by both mitochondrial and nuclear genomes (Attardi and 
Schatz, 1988).

Due to the role of ROS in apoptosis induced by doxorubicin, SN-38, cisplatin and 
sorafenib (Attia, 2012; Berndtsson et al., 2007; Chiou et al., 2009; Malhi et al., 2012), our 
findings suggest that the decreased production of ROS in Rho0 cells may contribute to their 
resistance to cell death induced by these drugs.
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Figure 2. ROS production in SK-Hep1 WT and Rho0 cells treated with the indicated concentrations of 
doxorubicin, SN-38, cisplatin and sorafenib for 48h. ROS production was determined by flow citometry 
using dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA). Values are expressed as means±SEM from 3 independent 
experiments performed in triplicate. *, p<0.05, as compared with WT untreated cells. † p<0.05, on comparing 
Rho0 with WT cells.
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7.2.2.3. Changes in the expression of genes involved in chemoresistance in HCC

The expression of 90 genes involved in different MOCs in tumor samples from 
patients with HCC has been analyzed by our group in a previous report (Martinez-Becerra 
et al., 2012). Results from this study revealed that, despite the heterogeneity in the genetic 
signatures regarding MOCs among the different individuals, some trends toward the up-
regulation or down-regulation of certain genes are common in this type of tumor, as shown 
in Figure 3.  

Based on this study we analyzed the basal expression of these genes in SK-Hep-1 
WT and Rho0 cell lines. We also determined the expression of ABCB1 (MDR1) and ABCC1 
(MRP1), which have been found upregulated in SK-Hep-1 Rho0 cells (Ling et al., 2012), and 
ABCC2 (MRP2), one of the most important genes involved in cisplatin chemoresistance 
(Nies and Keppler, 2007; Zollner et al., 2005).. 

Our results (Table 1) indicated that in Rho0 cells, the expression of MDR1, MRP1 and 
MRP2 was up-regulated, whereas that of MRP4 and MRP5 was reduced when compared 
with WT cells. The expression levels of the uptake transporters SLCO1B1 (OATP1B1) and 
SLC22A1 (OCT1) and the enzyme CYP1A2, were very low in both WT and Rho0 cells. 
As compared with liver, the expression of TOP2A and TYMS was increased in SK-Hep-1 
WT and Rho0 cells, whereas that of PDGFRA was decreased in both cell types but more 
markedly in Rho0 cells. VEGFR expression was undetectable in both WT and Rho0 cells. 
Survivin was overexpressed in SK-Hep-1 WT and Rho0 cells, as compared with liver and its 
expression levels were lower in Rho0 than in WT cells.

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Changes in the expression of genes involved in MDR phenotype.
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7.2.2.4. Effect of treatment with doxorubicin, SN-38, cisplatin and sorafenib on the 
expression of genes involved in chemoresistance in HCC

Based on the results obtained in section 7.2.2.3, the expression of MDR1, MRP1, 
MRP2, MRP4 and survivin was determined by RT-QPCR in SK-Hep-1 WT and Rho0 cells 
treated with doxorubicin, SN-38, cisplatin and sorafenib for 48 h. 

A.  ABC proteins

MDR1 was over-expressed in Rho0 cells as compared with WT (Figure 4A). Treatment 
with doxorubicin, SN-38 and cisplatin increased its expression in both cell types but this 
induction was higher in Rho0 cells (Figure 4A). The expression of MRP1 was enhanced in 
Rho0 cells and it was further increased after treatment with doxorubicin in both cell lines. 
However cisplatin induced MRP1 expression in Rho0 but not in WT cells (Figure 4B). MRP2 
was slightly upregulated in Rho0 cells and its expression was induced by doxorubicin, SN-
38 and cisplatin in both WT and Rho0 cells, although this induction was higher in Rho0 
cells after treatment with SN-38 (Figure 4C). MRP4 was downregulated in Rho0 cells, 
and its expression was reduced only in WT cells after the exposure to SN-38 (Figure 4D). 
Treatment with sorafenib reduced MRD1 and MPR4 expression both in WT and Rho0 cells, 
MRP1 expression only in Rho0 cells and MRP2 expression only in WT cells (Figure 4).

Table 1. Basal expression levels in SK-Hep-1 WT and Rho0 cells of genes involved in MDR phenotype

in HCC.

Gene Liver

(Ct)

SK-Hep-1 WT

(Ct)

mRNA levels (% of human liver)

WT                                 Rho

ABCB1 23 32 0.08 1.7

ABCC1 26 22 109 188

ABCC2 20 21 7.67 8.98

ABCC4 26 20 1265 875

ABCC5 24 24 9.35 8.72

BIRC5 31 19 39651 27748

CYP1A2 17 36 <0.01 <0.01

PDGFRA 24 32 0.05 0.03

SLCO1B1 23 33 0.01 0.01

SLC22A1 18 31 <0.01 <0.01

TOP2A 31 19 46504 49918

TYMS 28 19 4013055 4059377

VEGFR 23 ND ND ND
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Over-expression of ABC transporters is one of the most important mechanisms 
involved in chemoresistance in liver tumors (Marin et al., 2010). Moreover, in SK-Hep-1 
Rho0 cells the up-regulation of MDR1 and MRP1 has been related with an increase in the 
resistance to doxorubicin and cisplatin (Ling et al., 2012). In our study we found that, in 
addition to the basal over-expression of these transporters in Rho0 cells (Figure 4A-B), 
the induction of MDR1 was higher in this cells than in WT cells after the treatment with 
doxorubicin, SN-38 and cisplatin, which may contribute to the resistance to these antitumor 
drugs observed in Rho0 cells (Figure 4A). Moreover, the induction of MPR1 and MRP2 
detected in Rho0 cells exposed to cisplatin and SN-38, respectively (Figure 4B-C), may 
be also related with the resistance to these drugs. Our results also indicate that MRP4 is 
not involved in the resistance of Rho0 cells to the toxicity induced by any of these drugs. 
Regarding sorafenib, changes in ABC transporters expression (Figure 4) cannot explain the 
resistance of to this drug observed in Rho0 cells.
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 Figure 4. Effect of doxorubicin, SN-38, cisplatin and sorafenib on MDR1, MRP1, MRP2 and MRP4 expression 
in SK-Hep-1 WT and Rho0 cells. Cells were treated with 0.05 μM doxorubicin, 0.05 μM SN-38, 5 μM cisplatin 
and 1.25 μM sorafenib for 48 h before mRNA levels were measured by RT-QPCR. Values, expressed as 
percentage of untreated WT cells, are means±SEM from 3 independent experiments performed in triplicate. 
*, p<0.05, as compared with untreated (Control) cells. † p<0.05, on comparing Rho0 with WT cells.
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B. Survivin

The modification of the survival/apoptosis balance is one of the mechanisms involved 
in chemoresistance (Marin et al., 2010). Survivin, an inhibitor of apoptosis has been found 
overexpressed in HCC (Peroukides et al., 2010), which may contribute to tumor proliferation. 
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 Figure 5. mRNA (A) and protein levels (B-C) of survivin in SK-Hep1 WT and Rho0 cells treated with 0.05 
μM doxorubicin, 0.05 μM SN-38, 5 μM cisplatin and 1.25 μM sorafenib for 48 h. Expression levels were 
determined by RT-QPCR (A) and Western blot (B). Densitometry analysis of Western blots are shown in C. 
Values, expressed as percentage of untreated WT cells, are means±SEM from 3 independent experiments 
performed in triplicate. *, p<0.05, as compared with untreated (Control) cells. † p<0.05, on comparing Rho0 
with WT cells.
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In our study, survivin was found over-expressed in SK-Hep-1 WT and Rho0 cells as 
compared with healthy liver, and its expression was lower in Rho0 than in WT cells. Despite 
mRNA levels of survivin were not modified after the treatment with doxorubicin, SN-38, 
cisplatin and sorafenib in both cell lines in our study (Figure 5A), Western blot analysis 
showed that protein levels of survivin were increased in WT cell and Rho0 cells treated 
with doxorubicin and SN-38 (Figure 5B-C). Moreover, the increment in survivin protein 
expression was higher in Rho0 cells than in WT cells (Figure 5B-C). However, treatment with 
sorafenib did not modify the protein levels of survivin in WT cells but reduced its expression 
in Rho0 cells (Figure 5B-C).

Since survivin is over-expressed in HCC as compared with healthy liver, it has been 
proposed as a pharmacological target for the treatment of this type of tumor. In this regard, 
reduction in the expression of survivin has been found to increase tumor cell sensitivity 
to cell death induced by doxorubicin (Pyrko et al., 2006), irinotecan (Pyrko et al., 2006), 
cisplatin (Asechi et al., 2010) and sorafenib (Kim et al., 2011).  According to this data, our 
results suggest that survivin may contribute to the resistance of SK-Hep-1 Rho0 cells to the 
toxicity induced by doxorubicin, SN-38 and cisplatin but is not involved in the resistance to 
sorafenib.

7.2.2.5. Changes in nuclear receptors and transcription factors

The results obtained in section 7.2.2.4 indicated that several ABC transporters may be 
involved in the resistance to doxorubicin, SN-38 and cisplatin observed in SK-Hep-1 Rho0 
cells. To further analyze the role of mtDNA on the expression of these proteins we studied 
the expression of several nuclear receptors and transcription factors which participates in 
the regulation of these efflux pumps (Klaassen and Aleksunes, 2010). Results showed in 
Table 2 indicate that the expression of the nuclear receptors FXR, PXR and CAR was very 
low in SK-Hep-1 WT and Rho0 cells as compared with human liver. In contrast, NRF2 and 
its repressor KEAP1 were detectable in these cells. The abundance of NRF2 mRNA was 
similar in WT and Rho0 cells whereas the expression of KEAP1 was reduced in Rho0 cells.

The study of the expression of NRF2 by RT-QPCR and Western blot in SK-Hep-1 WT 
and Rho0 cells treated with doxorubicin, SN-38, cisplatin and sorafenib for 48 h indicated 
that basal levels of mRNA and protein of NRF2 were higher in Rho0 cells as compared with 

Table 2. Basal expression levels of nuclear receptors (NR) and transcription factors (TF) involved in

chemoresistance in SK-Hep-1 WT and Rho0 cells.

NR/TF Liver

(Ct)

SK-Hep-1 WT

(Ct)

mRNA levels (% of human liver)

WT                                 Rho

CAR 24 ND ND ND

FXR 24 38.4 <0.01 <0.01

PXR 21 37.5 0.01 0.01

NRF2 23 21.3 43 57

KEAP1 28.6 25.5 69 32
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WT and its expression was increased in these cells after treatment with doxorubicin and 
cisplatin, whereas treatment with sorafenib reduced the protein levels of this transcription 
factor (Figure 6).
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Figure 6. mRNA (A) and protein levels (B-C) of NRF2 in SK-Hep1 WT and Rho0 cells treated with 0.05 
μM doxorubicin, 0.05 μM SN-38, 5 μM cisplatin and 1.25 μM sorafenib for 48 h. Expression levels were 
determined by RT-QPCR (A) and Western blot (B). Densitometry analysis of Western blots are shown in C. 
Values, expressed as percentage of untreated WT cells, are means±SEM from 3 independent experiments 
performed in triplicate. *, p<0.05, as compared with untreated (Control) cells. † p<0.05, on comparing Rho0 
with WT cells.
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The overexpression of NRF2 found in SK-Hep-1 Rho0 cells may be one of the 
mechanisms involved in the resistance of these cells to the toxicity induced by doxorubicin, 
SN-38 and cisplatin. This transcription factor is involved in the regulation of the expression 
of different proteins involved in the antioxidant defense including several ABC transporters. 
Moreover NRF2 has been found overexpressed in several tumors in which this transcription 
factor has been related with an increase in tumor proliferation and the development of 
resistance to different antitumor drugs (Bryan et al., 2013; Wang et al., 2008). Recent 
studies have shown that the overexpression of NRF2 may contribute to the resistance to 
cell death induced by doxorubicin, cisplatin (Lee et al., 2012; Wang et al., 2008) and SN-38 
(Sebens et al., 2011).

Although the expression of NRF2 can be modulated by several mechanisms, one 
of the best known is the NRF2- KEAP1 pathway (Itoh et al., 1999). This protein binds to 
NRF2 in the cytoplasm and induces its proteasomal degradation. In our study, one of the 
most remarkable results was the reduction of the KEAP1 mRNA observed in Rho0, which 
may account for the increased expression of NRF2 found in these cells. To further analyze 
the role of the mtDNA on the regulation of NRF2 mediated by KEAP1, we determined the 
effect of doxorubicin, SN-38, cisplatin and sorafenib on the expression of this repressor in 
SK-Hep-1 WT and Rho0 cells. RT-QPCR analysis indicated that KEAP1 expression was 
increased after treatment with doxorubicin and SN-38 in both cell lines whereas it was 
increased only in Rho0 cells after treatment with cisplatin. Treatment with sorafenib reduced 
KEAP1 expression only in Rho0 cells (Figure 7A). In contrast, Western blot analysis showed 
that KEAP1 protein levels were increased only in WT cells treated with cisplatin, and in WT 
and Rho0 cells treated with sorafenib (Figure 7A). The increment in the protein levels of 
KEAP1 found in Rho0 cells treated with sorafenib may account for the reduction of NRF2 
protein observed in these cells (Figure 6B-C).

The slight reduction of KEAP1 protein levels in Rho0 cells can be involved in the 
increased expression of NRF2, which may increase the resistance of these cells to the 
toxicity induced by doxorubicin, SN-38 and cisplatin. In addition to KEAP1, other mechanisms 
can be involved in the regulation of the expression of NRF2. Thus, it has been recently 
described that the Akt survival pathway may increase the expression of NRF2, by impairing 
its degradation (Bryan et al., 2013). As mentioned in section 7.2.1.3, this signaling pathway 
is constitutively activated under basal conditions in SK-Hep-1 Rho0 cells, which may also 
contribute to the over-expression of NRF2 observed in these cells.
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Figure 7. mRNA (A) and protein levels (B-C) of KEAP1 in SK-Hep1 WT and Rho0 cells treated with 0.05 
μM doxorubicin, 0.05 μM SN-38, 5 μM cisplatin and 1.25 μM sorafenib for 48 h. Expression levels were 
determined by RT-QPCR (A) and Western blot (B). Densitometry analysis of Western blots are shown in C. 
Values, expressed as percentage of untreated WT cells, are means±SEM from 3 independent experiments 
performed in triplicate. *, p<0.05, as compared with untreated (Control) cells. † p<0.05, on comparing Rho0 
with WT cells.
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In summary, these results indicate that SK-Hep-1 Rho0 cells lacking mtDNA are more 
resistant to the toxicity induced by doxorubicin, SN-38 and cisplatin. Several mechanisms 
may account for this enhanced chemoresistance, including a decrease in oxidative stress, 
the up-regulation of several ABC transporters, which reduce the intracellular accumulation 
of these drugs, and an increase in the expression of NRF2, a transcriptional factor involved 
in the regulation of several cellular mechanisms of defense against chemical challenge. 
Moreover, the lack of mtDNA also stimulates the expression of proteins that inhibit apoptosis 
such as survivin after treatment with these antitumor drugs.

7.2.2.6. Changes in the expression of genes involved in MDR phenotype 

Despite SK-Hep-1 Rho0 cells are also more resistant to sorafenib-induced cell death 
(Figure 1) none of the mechanisms involved in the resistance to doxorubicin, SN-38 and 
cisplatin, except the decrease in ROS production, seems to be involved in the resistance to 
the toxicity induced by this anticancer drug.

To elucidate the actual mechanisms accounting for the resistance to sorafenib-induced 
toxicity observed in Rho0 cells, the expression of 90 genes involved in chemoresistance was 
investigated in SK-Hep-1 WT and Rho0 cells using TLDAs (Taqman Low Density Arrays) 
(Table 3).  

Table 3. Genes included in the analysis classified on the bases of their role in the mechanism of
chemoresistance (MOC).

MOC-Ia MOC-Ib MOC-II MOC-III MOC-IV MOC-Va MOC-Vb

SLC10A1 ABCA2 CES1 DHFR DUT AEG1 AKT1

SLC10A2 ABCA3 CES2 ESR2 ERCC1 BAX BCL2

SLCO1B1 ABCA6 CYP1A1 FRAP1 GADD45A BCL2L1 BIRC5

SLCO1B3 ABCA8 CYP1A2 KDR MLH1 BIRC2 BIRC7

SLCO2B1 ABCB1 CYP3A4 KIT MLH3 BIRC3 CFLAR

SLCO4A1 ABCC1 DPYD PDGFRA MSH2 CDKN1 EGFR

SLC22A1 ABCC2 GSTA1 TOP1 MSH6 DIABLO JUN

SLC22A2 ABCC3 GSTP1 TOP2A PMS1 FAS MAPK1

SLC22A4 ABCC4 TYMP TYMS PMS2 PSMD9 MYC

SLC22A5 ABCC5 UGT1A UDG TP53 NAIP

SLC28A1 ABCC6 UMPS XPA NFKB1

SLC28A2 ABCC10 UPP1 XPC PIK3CG

SLC28A3 ABCG2 UPP2 RPL6

SLC29A1 ATP7A XIAP

SLC29A2 ATP7B

SLC31A1 LRP
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Our results indicate that the lack of mtDNA modifies the expression of several genes 
involved in several MOCs. The expression of SLC22A4, SLC22A5 and SLC29A2, included 
in MOC-Ia, TYMP and UPP1, belonging to MOC-II, KIT, from MOC-III, and AEG1, BAX, 
CDKN1A, DIABLO and PSMD9, included in MOC-Va, was reduced in Rho0 cells, whereas 
the expression of BCL2, included in MOC-Vb was increased as compared with WT cells. 
Moreover, this study also confirms the changes in the expression of ABCB1, ABCC1-4, 
TOP2A and BIRC5 genes observed in section 7.2.2.3.
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Figure 8. Steady-state levels of mRNA of genes involved in chemoresistance in SK-Hep1 WT and Rho0 
cells. Values, expressed as fold-change of human liver (A) or SK-Hep-1 WT cells (B) were determined by 
TLDA (Taqman Low Density Arrays). Only the genes whose change in expression levels among WT and 
Rho0 cells may determine an increase in chemoresistance, or were measured in a previous stage of the 
study, are included in the graph. 
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One of the most remarkable findings of the present study was the abolishment of 
the expression of KIT in Rho0 cells. This gene encodes c-Kit, a tyrosine kinase receptor 
which has been related with tumor progression and is one of the main targets of sorafenib 
(Lennartsson and Ronnstrand, 2012). Thus, the dramatic reduction of KIT expression may 
contribute to the resistance of Rho0 cells to the toxicity induced by this drug. 

Due to the important role of apoptosis in sorafenib-induced toxicity (Chiou et al., 
2009), the reduction of the expression of several pro-apoptotic genes in Rho0 cells together 
with the up-regulation of the anti-apoptotic gene BCL2 may increase cell survival after the 
treatment with this drug. Moreover, the modification of the apoptosis/survival balance may 
also contribute to the resistance of Rho0 cells to the toxicity induced by other anticancer 
drugs.

It has been recently described that in cells derived from HCC resistant to sorafenib, the 
survival pathway PI3K/Akt is activated (Chen et al., 2011). Although the results of our study 
showed that the expression of AKT1 is reduced, we have previously found, as reported 
above (see section 7.2.1.3), that the survival pathway PI3K/Akt is constitutively activated in 
Rho0 cells which may increase their resistance to sorafenib-induced toxicity. 

In addition to these changes, which may play an important role in the resistance of Rho0 
cells to sorafenib, we also found modifications in the expression of several genes involved 
in the resistance to other anticancer drugs. Thus, the expression of the uptake transporters 
OCTN1 (SLC10A1) and OCTN2 (SLC10A1), involved in the resistance to anthracyclines 
(Marin et al., 2010), and the nucleoside transporter ENT2 (SLC29A2), which participates 
in the uptake of several pyrimidine base analogs, were reduced in Rho0 cells. Moreover, 
the expression of TYMP (thymidylate phosphorylase, TP) and UPP1 (uridin phosphorylase 
subunit 1, UP1), which participates in the activation of some prodrugs (Marin et al., 2010) 
was also lower in Rho0 than in WT cells. The reduction in the expression of TP and UP1 has 
been related with the resistance to 5-fluorouracil (Marin et al., 2010), and could reduce the 
sensitivity of Rho0 cells to this drug. 

In summary, the results obtained in this part of the project indicate that mitochondrial 
genome plays an important role in the regulation of the expression of several genes involved 
in MOCs. Thus, the presence of alterations in mtDNA may activate different mechanism of 
chemoresistance, limiting the efficacy of certain regimens of pharmacological therapy. 
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7.2.3. Protective effect of biliverdin and biliverdin reductase against bile acid- and 
potassium dichromate-induced toxicity in liver cells

Biliverdin (BV) is generated, together with Fe and CO, in heme catabolism, in a 
reaction catalyzed by heme oxygenase (HO-1) (Ryter and Tyrrell, 2000). The main product 
of this reaction, BV IXα is converted into bilirubin (BR) IXα by biliverdin reductase α (BVRα, 
gene BLVRA), which is expressed in many organs, mainly liver, brain, lung, pancreas, 
kidney, spleen and placenta (Briz et al., 2006; Komuro et al., 1996; McCoubrey et al., 1995). 
The overall reduction of BV to BR is very efficient, and under physiological circumstances 
the concentration of serum BV is low (Fevery, 2008). Subsequently, BR is taken up by 
hepatocytes and conjugated with glucuronic acid before its secretion into bile (Fevery, 
2008). Thus, cholestasis normally results in hyperbilirubinemia.

Although for many years it has been considered a mere mechanism for the elimination 
of waste products, the physiological advantages of the transformation of heme into BV 
and this into BR has been recently recognized. BR has beneficial antioxidant properties, 
although they are limited to low concentrations of this potentially toxic pigment (Gourley, 
1997). An explanation for the antioxidant function of BR is a redox cycle in which BR would 
be oxidized to BV and then recycled back to BR by BVRα (Baranano et al., 2002). Moreover, 
it has been described that BVRα acts as a transcription factor regulating the expression of 
HO-1 (Kravets et al., 2004). The induction of HO-1 and the redox cycle mediated by BVRα 
may increase the antioxidant activity of BR. However, recent in vitro studies argue against 
the BVRα-mediated redox cycle playing an important role as a cellular antioxidant defense 
mechanism (Maghzal et al., 2009).

In collaboration with Dr. Nytofte (Dronning Ingrids Hospital, Greenland), our group 
has described a homozygous mutation (c.214C>A) in the exon 3 of BLVRA in two unrelated 
female Inuit patients from different geographical areas of Greenland, who had suffered 
green discolouration of the skin and BV accumulation in plasma and urine during episodes 
of obstructive cholestasis. The BV concentrations in their body fluids were completely 
restored to normal levels after surgical correction of biliary obstruction.

Thus, the final partial aim of this Doctoral Thesis was to determine the effect of 
c.214C>A mutation in the human BVRα gene on the activity of this enzyme and analyze 
the role of BV, the substrate of this enzyme, against BA-induced oxidative stress in human 
hepatic cell lines.

Part of the results obtained in this section has been published in the article entitled: 
«A homozygous nonsense mutation (c.214C>A) in the biliverdin reductase alpha gene 
(BLVRA) results in accumulation of biliverdin during episodes of cholestasis”, Journal of 
Medical Genetics (2011) 48:219-225. These results are shown in figures 3-5. The rest of the 
results, not yet published, are shown below.
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7.2.3.1. Screening of the mutation c.214C>A in the Inuit population from Greenland

As mentioned before, the two homozygous patients for c.214C>A came from 
Greenland, a region with a low population density distributed in very small isolated towns 
and in which the rate of inbreeding is high. Like these two women, the most part of the 
population of this region belongs to Inuit ethnic.

Based on this data, we completed the previous study by analyzing the frequency of 
this mutation in 295 Inuit individuals from three different geographical areas in Greenland. 
To determine the presence of the mutation we used specific Taqman probes for this 
SNP (“Single Nucleotide Polymorphism”). The positive results where then confirmed by 
sequencing the exon 3 of the BLVRA gene. The screening (Figure 1) showed that the 3% 
of the individuals included in this study were heterozygous (9 patients) or homozygous (3 
patients) for this mutation.

The presence of the mutation c.214C>A generates a truncated protein with no 
catalytic activity, which impairs the reduction of BV to BR (see the attached article). Due to 
the important role of BVRα in BV/BR redox cycle, the impairment of its enzymatic function 
could increase the sensitivity of individuals bearing this mutation to oxidative stress-induced 
cell injury.

7.2.3.2. Protective effect of biliverdin and BVRα against bile acid-induced oxidative 
stress in human hepatic cell lines

One of the mechanisms which may account for the cytotoxicity associated with BAs 
in cholestasis is oxidative stress (Sokol et al., 1991; Togashi et al., 1990). Under these 
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Figure 1. Screening of c.214C>A mutation in the exon 3 of BVRA gene in an Inuit population from three dif-
ferent regions of Greenland (Nuuk, Ilulissat and Qaqortoq). Representative electropherograms obtain from 
an heterozygous individual (A). Determination of the presence of the SNP using specific Taqman probes by 
QPCR (B). Frequency histogram showing the incidence of the SNP in the studied population (C).
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circumstances, cells activate different mechanisms in order to reduce cell injury, which 
include the activation of antioxidant systems. Thus, the first step of this study was to analyze 
the role of BV and BVRα in the cellular protection mechanisms against the liver damage 
induced during cholestasis.

The expression of BVRα reductase was determined in different human hepatic cell 
lines, among which HepG2, Alexander and HuH-7 cells were selected, due to their different 
expression levels of BVRα (Figure 2). 

These cell lines were exposed to different doses of deoxycholic acid (DCA) for 48 h in 
order to induce oxidative stress. Flow cytometry analysis indicated that treatment with high 
doses of this BA increased ROS production in HepG2, Alexander and HuH-7 cells (Figure 
3). The presence of BV in the culture partially prevents the increase in ROS production 
in HepG2 and Alexander cells, whereas in HuH-7 cells, BV was able to completely inhibit 
DCA-induced ROS generation (Figure 3).
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Figure 2. Steady-state levels of BVRα mRNA in HepG2, Alexander and HuH-7 cells, determined by RT-
QPCR. Values, expressed as percentage of human liver, are means±SEM from 3 independent experiments 
performed in triplicate.
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Figure 3. ROS production in HepG2, Alexander and HuH-7 cells treated with the indicated concentrations 
of deoxycholic acid (DCA) with or without 100 µM biliverdin (BV) for 48 h. ROS production was determined 
by flow citometry using dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA). Values are expressed as means±SEM from 
3 independent experiments performed in triplicate. *, p<0.05, as compared with untreated Control cells. † 
p<0.05, on comparing cells treated with and without BV.
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Previous reports indicated that antioxidant compounds such as BR and ursodeoxycholic 
acid may protect hepatic cells from BA-induced oxidative stress (Perez et al., 2008). However, 
other studies argue against this protective efect suggesting that in hepatocytes BA-induced 
toxicity is not prevented by scavengers of oxidative stress (Woudenberg-Vrenken et al., 
2010). Our results indicate that BV may protect against BA-induced oxidative stress. Due 
to the low antioxidant activity of BV, this protection should be mediated by its conversion to 
bilirubin catalyzed by BVRα. Unlike BR, BV is not toxic, and could be used in higher doses. 

 To determine whether the protective effect of BV against oxidative stress was specific 
for BA-induced toxicity, HepG2, Alexander and HuH-7 cells were exposed to potassium 
dichromate for 48 h, a widespread industrial waste which is able to induce oxidative stress 
in hepatic cells (Patlolla et al., 2009). The results showed a reduction in ROS production 
in cells treated with BV (Figure 4), which indicate that the protective effect of BV is not 
dependent of the prooxidant agent.

Oxidative stress induced by the accumulation of BAs during cholestasis may 
eventually lead to cell death in hepatocytes (Lemasters et al., 1998), which increase liver 
injury. To determine the effect of BV-mediated reduction in ROS production, on cell viability, 
this parameter was determine in HepG2, Alexander and HuH-7 cells treated with DCA for 
48 h. As indicated in Figure 5, BV reduced cell death in these cell lines. Besides its role in 
the BV/BR redox cycle, BV can also activate signaling pathways which may contribute to 
the protection against DCA-induced cell death (Kapitulnik and Maines, 2009).
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Figure 4. ROS production in HepG2, Alexander and HuH-7 cells treated with the indicated concentra-
tions of potassium dichromate (K2Cr2O7) with or without 100 µM biliverdin (BV) for 48 h. ROS production 
was determined by flow citometry using dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA). Values are expressed as 
means±SEM from 3 independent experiments performed in triplicate. *, p<0.05, as compared with untreated 
Control cells. † p<0.05, on comparing cells treated with and without BV.
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Previous reports indicated that BVRα is up-regulated in rat liver by cholestasis 
(Perez et al., 2007). Moreover, taurocholic acid and ursodeoxycholic acid may induce the 
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Figure 5. Cell death in HepG2, Alexander and HuH-7 cells treated with the indicated concentrations of 
deoxycholic acid (DCA) with or without 100 µM biliverdin (BV) for 48 h. Proportion of dead cells was deter-
mined by flow cytometry after staining with propidium iodide (A-C). Values are expressed as means±SEM 
from 3 independent experiments performed in triplicate. *, p<0.05, as compared with untreated Control cells. 
† p<0.05, on comparing cells treated with and without BV Representative images of phase-contrast micros-
copy of the same cells after DCA±BV exposure (D-F).
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expression of this enzyme in hepatic cells (Perez et al., 2008). In our study DCA- induced 
the mRNA and protein expression of BVRα in HepG2, Alexander and HuH-7 cells (Figure 
6). Owing to the key role of this enzyme in the BV/BR redox cycle, these results suggest that 
this antioxidant system may be activated in response to BA toxicity. Moreover, the induction 
of BVRα expression may contribute to the protection mediated by BV, by triggering its 
conversion to BR. 

In contrast, BVRα mRNA levels were reduced in HepG2, Alexander and HuH-7 cells 
treated with potassium dichromate although the total amount of BVRα protein did not change 
after treatment (Figure 7).
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Figure 6. BVRα mRNA and protein levels in HepG2, Alexander and HuH-7 cells treated with the indicated 
concentrations of deoxycholic acid (DCA) with or without 100 µM biliverdin (BV)  for 48 h, determined by RT-
QPCR and Western blot. GAPDH was used as normalizer. Values, expressed as percentage of untreated 
Control cells, are means±SEM from 3 independent experiments performed in triplicate. *, p<0.05, as com-
pared with untreated Control cells. † p<0.05, on comparing cells treated with and without BV.
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Figure 7. BVRα mRNA and protein levels in HepG2, Alexander and HuH-7 cells treated with the indicated 
concentrations of potassium dichromate (K2Cr2O7) with or without 100 µM biliverdin (BV) for 48 h, deter-
mined by RT-QPCR and Western bot. GAPDH was used as normalize. Values, expressed as percentage of 
untreated Control cells, are means±SEM from 3 independent experiments performed in triplicate. *, p<0.05, 
as compared with untreated Control cells. † p<0.05, on comparing cells treated with and without BV.
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Finally, we determined the expression of HO-1 in HepG2, Alexander and HuH-7 
cells treated with DCA and BV for 48 h. RT-QPCR analysis indicate that DCA induced the 
expression of HO-1 in all the cell lines studied (Figure 8). Moreover, BV increased HO-1 
mRNA levels in HepG2 and HuH-7 cells, whereas this compound partially prevents the 
induction of HO-1 expression in Alexander cells treated with 400 μM DCA.

HO-1 is one of the most important enzymes involved in the antioxidant defense. It has 
recently been described that BVRα may acts as a transcription factor able to stimulate the 
expression of HO-1 (Kravets et al., 2004). In our study, mRNA and protein levels of BVRα 
were increased in hepatic cells exposed to DCA, which can induce the expression of HO-1. 
The induction of BVRα and HO-1 expression may contribute to the antioxidant cell defense 
activated in hepatic cells exposed to BAs such as DCA. 

In conclusion, our results indicate that, in hepatic cells treated with high doses of 
DCA, the BV/BR redox cycle could be involved in the cellular response against oxidative 
stress. Moreover, BV has a protective effect against BA-induced oxidative stress and cell 
death, which is probably mediated by its transformation into BR catalyzed by BVRα.
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Figure 8. HO-1 mRNA levels in HepG2, Alexander and HuH-7 cells treated with the indicated concentrations 
of deoxycholic acid (DCA) with or without 100 µM biliverdin (BV) for 48 h, determined by RT-QPCR. Values, 
expressed as percentage of untreated Control cells, are means±SEM from 3 independent experiments per-
formed in triplicate. *, p<0.05, as compared with untreated Control cells. † p<0.05, on comparing cells treated 
with and without BV.
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A homozygous nonsense mutation (c.214C/A) in
the biliverdin reductase alpha gene (BLVRA) results in
accumulation of biliverdin during episodes of
cholestasis

Nikolaj S Nytofte,1 Maria A Serrano,2 Maria J Monte,2 Ester Gonzalez-Sanchez,2

Zeynep Tumer,3 Karin Ladefoged,1 Oscar Briz,4 Jose J G Marin2

ABSTRACT
Background Green jaundice is a rare finding usually
associated with end-stage liver disease.
Objective The authors investigated two unrelated Inuit
women from different geographical areas in Greenland
who had episodes of green jaundice associated with
biliary obstruction.
Methods and results The crises were accompanied by
increased biochemical markers of cholestasis, together
with absent or moderate hyperbilirubinaemia. In contrast,
high-performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry showed hypercholanaemia and high
concentrations of biliverdin IXa in serum, urine, bile and
milk. Hyperbiliverdinaemia disappeared after surgical
correction of the cholestasis. Analysis of the coding
sequence of the biliverdin reductase alpha (BVRa) gene
(BLVRA) detected three single-nucleotide
polymorphisms: c.90G/A, c.214C/A and
c.743A/C, which result in p.Ala3Thr, p.Ser44X and
p.Gly220Gly, respectively. With the use of TaqMan
probes, homozygosity for c.214C/A was found in
both patients. Both parents of one of these patients
were heterozygous for the inactivating mutation. Her
brother was homozygous for normal alleles. Although her
sister was also homozygous for the c.214C/A
mutation, she had never had hyperbiliverdinaemia or
cholestasis. With the use of human liver RNA, the BVRa
coding sequence was cloned, and the variant containing
c.214C/A was generated by site-directed
mutagenesis. Both proteins were expressed in human
hepatoma liver cells and Xenopus laevis oocytes.
Immunoblotting, immunofluorescence and functional
assays of BVRa activity revealed that the mutated
sequence generates a truncated protein with no catalytic
activity.
Conclusion This is the first report of a homozygous
BLVRA inactivating mutation indicating that the complete
absence of BVRa activity is a non-lethal condition,
the most evident phenotypic characteristic of which is
the appearance of green jaundice accompanying
cholestasis episodes.

INTRODUCTION
Biliverdin is generated, together with Fe and CO, in
haem catabolism, in a reaction catalysed by haem
oxygenase.1 The main product is biliverdin IXa,
although, depending on the protoporphyrin IX
bridge cleaved, smaller amounts of the other three
isomers (IXb, IXg and IXd) are also generated in

humans and other mammals.2 Biliverdin IXa is
converted into bilirubin IXa by biliverdin reductase
a (BVRa), which is expressed in many organs,
mainly liver, brain, lung, pancreas, kidney, spleen
and placenta.3e5 The overall reduction of biliverdin
to bilirubin is very efficient, and under physio-
logical circumstances the concentration of serum
biliverdin is low.6 Subsequently, bilirubin is
taken up by hepatocytes and conjugated with
glucuronic acid by bilirubin uridine diphosphate
glucuronosyltransferase-1A17 before its secretion
into bile.6 Thus, cholestasis normally results in
hyperbilirubinaemia.
Although for many years it has simply been

considered a mere mechanism for the elimination of
waste products, recently the physiological advan-
tages of the transformation of haem into biliverdin
and biliverdin into bilirubin have been recognised.
Thus, generation of endogenous CO, a potent
vasodilator, may play a role in the control of local
vascular tone.8 Fetal biliverdin can be taken up by
the placenta, where it is converted into bilirubin by
BVRa before its transfer to the maternal compart-
ment.5 Moreover, bilirubin has beneficial antioxi-
dant properties, although they are limited to low
concentrations of this potentially toxic pigment.9

An explanation for the antioxidant function of
bilirubin is a redox cycle in which bilirubin would
be oxidised to biliverdin and then recycled back to
bilirubin by BVRa.10 However, recent in vitro
studies argue against the BVRa-mediated redox
cycle playing a general or important role as
a cellular antioxidant defence mechanism.11

Under physiological circumstances, the concen-
trations of biliverdin are much lower than those of
bilirubin.6 However, in rare cases, impairment of
the biliverdin/bilirubin pathway has been reported
to result in green jaundice and a green discoloura-
tion of body fluids.12e15 This has been ascribed to
biliverdin accumulation, but identification of the
pigment responsible has been hampered by the use
of non-specific biliverdin assays.12 Clinically, the
appearance of green jaundice has been considered to
be a sign of a poor prognosis.13

In the present study, we describe two cases of
green discolouration of the skin and biliverdin
accumulation in plasma and urine in two unrelated
female Inuit patients from different geographical
areas of Greenland who had suffered from episodes
of obstructive cholestasis. The biliverdin concen-
trations in their body fluids were completely
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restored to normal concentrations after surgical correction of
the cholestasis. The genetic bases for this alteration have been
elucidated.

MATERIALS AND METHODS
Patients
The research protocol, which conformed to the ethics guidelines
of the 1975 Declaration of Helsinki, was reviewed and approved
by the human ethics committees of the University of Salamanca
(Spain) and the Queen Ingrid’s Hospital (Nuuk, Greenland).
Written consent was obtained from the patients in all cases.

Case 1 (patient PJ)
First episode: a 22-year-old pregnant woman from southern
Greenland contacted the local health centre with complaints of
back pain, nausea, vomiting and headache. She had previously
been in good health. The local doctor noted that her urine was
green. Urine microscopy revealed that the patient had a urinary
infection. The patient developed contractions and was referred
to the Queen Ingrid’s Hospital where she was admitted to the
gynaecological department on 20 April 2007. The contractions
and back pain had remitted, but the patient still had nausea and
bilious vomiting. Apart from penicillin, the patient had received
no medication before admission.

The patient was at gestation stage 35(+1) weeks on the day
of admission. She had a body mass index of 39.5 kg/m2. Blood
pressure was 143/84, pulse 100/min, and temperature 37.08C.
An abdominal examination revealed a soft and initially
non-tender abdomen. The skin of the patient presented
a greenish hue. Both urine and plasma were green, the urine
somewhat darker than the plasma (figure 1). Laboratory tests
from the 2 days before the surgical intervention showed normal
values, except for serum alkaline phosphatase (282 U/l) and
transaminases (alanine aminotransferase 58 U/l; aspartate
aminotransferase 54 U/l). Total bilirubin concentration was only
moderately raised (18 mM). On 22 April, the patient complained
of abdominal pain, and her nausea and vomiting had worsened.
Abdominal ultrasound imaging revealed a living fetus, signs of
obstructive cholestasis, and an enlarged, thin-walled gallbladder
with multiple gallstones. Her blood pressure had risen (154/
100 mm Hg), discrete oedema of the lower extremities was
noticed, and mild proteinuria was present. On 23 April,

a healthy-looking baby was delivered by caesarean section.
Neither the skin of the baby nor the amniotic fluid was green. A
cholecystolithotomy was performed, and very green bile was
drained from the thin-walled gallbladder, after which multiple
gallstones were removed. During the operation, a cholangiog-
raphy revealed a very distended biliary tree without drainage to
the duodenum. One week after the operation, a second chol-
angiography disclosed normal drainage to the duodenum.
Laboratory tests gave normal values (data not shown). More-
over, all symptoms, as well as the green discolouration of the
skin, urine and plasma (figure 1), quickly regressed and the
patient was discharged in good health.
Second episode: on 15 October 2008, the patient noticed that

her urine was dark green again. On the following day, she
developed abdominal pain in the epigastric region accompanied
by bilious vomiting. No discolouration of the skin was observed.
On 17 October, she was admitted to the Queen Ingrid’s
Hospital. She was not febrile. The abdomen was soft but tender
in the epigastric region. No skin discolouration was noted, but
the urine and serum were green. Laboratory tests from 16
October to the day of surgical intervention revealed normal
values except for alkaline phosphatase (370 U/l) and trans-
aminases (alanine aminotransferase 324 U/l; aspartate amino-
transferase 140 U/l). Bilirubin concentrations were within the
normal range (10 mM). On 21 October 2008, a cholecystectomy
was performed. The patient was well after the operation and
discharged in good health during the following week.

Case 2 (patient EA)
A 33-year-old non-pregnant woman in previous good health
contacted a settlement health station on 3 April 2008 in western
Greenland complaining of epigastric pain, diarrhoea, nausea and
vomiting. The patient was not febrile and the abdomen was soft
but tender. On 18 April 2008, her skin developed a green colour.
She also noted that her urine had turned dark green. On 21 April
2008, she was taken to the health centre because of a marked
reduction (�8 kg) in body weight and continuing vomiting and
diarrhoea, both described as greenish. The skin was visibly
greyish green. The urine and serum were green. Laboratory tests
showed normal values except for serum bilirubin (56 mM),
alkaline phosphatase (422 U/l) and transaminases (alanine
aminotransferase 227 U/l; aspartate aminotransferase 135 U/l).
Leucocytosis was also observed (12.03109/l). The following day
an ultrasound examination of the abdomen revealed that the
gallbladder had increased in wall thickness and contained
multiple gallstones. On 9 May, the patient was admitted to the
Queen Ingrid’s Hospital. Her urine was still green and her skin
had a greenish hue. Abdominal ultrasound showed cholelithiasis
and cholestasis. On 20 May, a cholecystectomy was performed,
gallstones were removed, and a drain was inserted. After surgery,
the discolouration of the skin and body fluids normalised, and
a cholangiography now showed normal drainage to the
duodenum. The patient was discharged in good health during
the following week.

Analytical methods
Adaptations of previously described methods for biliverdin,16

bilirubin17 and bile acid18 measurements by high-performance
liquid chromatography tandem mass spectrometry (HPLC-MS/
MS) were used in a 6410 Triple Quad LC/MS (Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, California, USA), using MS2Scan to select
the precursor ions. For biliverdin IXa and bilirubin IXa, we used
583.3 and 585.3 m/z as the precursor ions, respectively, whereas
for bile acids the selection was based on the molecular ion in

Figure 1 Representative images of samples collected from patient PJ
during the first episode of cholestasis and after surgical removal of her
biliary obstruction. The milk sample is compared with milk collected
from a healthy volunteer (Control).
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each case. Positive (biliverdin IXa and bilirubin IXa) or negative
(bile acid) electrospray ionisation was carried out. Precursor ions
were then filtered and further fragmented in multiple-reaction
monitoring (MRM) mode for use of the product ions (297.2 m/z
for biliverdin IXa, 299.2 m/z for bilirubin IXa, 80.2 m/z for
taurine-conjugated bile acids, 74.0 m/z for glycine-conjugated
bile acids, and their own precursor ions for unconjugated bile
acids) to measure the abundance of the indicated compounds.

HPLC was carried out using a Zorbax C18 column (30 mm 3
2.1 mm, 3.5 mm) or Zorbax Eclipse XDB-C18 column (150 mm
3 4.6 mm, 5 mm) for biliverdin/bilirubin and bile acids, respec-
tively. The chromatographic conditions for biliverdin/bilirubin
analyses were 85:15 (v/v) methanol/water, both containing
5 mM ammonium acetate and 0.1% formic acid, pH 3.2. Flow
rate was 0.3 ml/min at 358C. For bile acids, the solvents were
also methanol and water, but containing 5 mM ammonium
acetate and 0.01% formic acid, pH 4.6, with a flow rate of
0.5 ml/min; the chromatography was started at 80:20 (v/v)
methanol/water, and the proportion of methanol was increased
linearly up to 97% over 9 min. Standard biliverdin IXa(purity
>95%) was purchased from Frontier Scientific (Logan, Utah,
USA), whereas bilirubin (purity >98%) and bile acids (purity
>95%) were from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). All other
reagents were of analytical grade.

Genetic analyses
Total RNA-free DNA from blood cells was obtained using
a commercial kit (QIAamp DNA Mini, Spin Protocol; Qiagen,
Izasa, Barcelona, Spain) after treatment of blood samples with
proteinase K and RNAse A. DNA from oral epithelial cells was
obtained using sterile buccal swabs (Omni Swabs; Whatman,
Madrid, Spain). The coding region of the BVRa gene was
amplified by PCR using primers, the nucleotide sequence of
which was located in the intronic regions of the gene. The
amplicons contained both the exons and the exoneintron
boundaries. The PCR products from at least three reactions of
PCR per exon were purified by agarose gel electrophoresis
followed by extraction of DNA from the gel bands using the
QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen). The amplicons were
sequenced in both directions using forward and reverse primers.
Thus, each exon was sequenced at least six times. To develop
a PCR multiplex test to identify the c.214C/A mutation found
in exon 3, the two variants of this exon were cloned in pGEM-T
vector and amplified in transfected Escherichia coli DH5a.
TaqMan probes and multiplex PCR were used for allelic
discrimination (forward primer: CCTTCCTCAGCGTTCCTGAA;
reverse primer: TCCATGAATTATGAAGCACAAAGAC; wild-
type probe: 6FAM-CTTCGTGTCGAGGTG-MGB; C214A probe:
VIC-GCTTCGTGTAGAGGT-MGB).

Cloning and site-directed mutagenesis of BVRa
Using total RNA from human liver (Invitrogen, Barcelona,
Spain), cDNA was synthesised by reverse transcription with
random hexamers using the Cloned AMV First-Strand cDNA
Synthesis kit (Invitrogen). The coding sequence (CDS) of BVRa
including a Kozak sequence was then amplified by PCR,
using high-fidelity AccuPrime Pfx DNA polymerase (Invitrogen)
and two oligonucleotide primers specific to the sequence of
GenBank accession number NM_000712 (forward: 59-CCAA-
GATGAATGCAGAGCCCGA-39; reverse: 59-CTTCCTTGAACAG-
CAATATTTCTGGATTTCTTCT-39) to which attB1 and attB2
sites were added, respectively, to obtain cDNA useful for
Gateway cloning. PCR products were recombined with the
attP-containing pDONR221 vector (Invitrogen) to generate

entry plasmids, which were further recombined with the
pcDNA6.2/V5 destination vector (Invitrogen), containing the
V5-tag downstream of the insert, to generate an expression
vector with the V5 epitope located at the C-terminus of
BVRa. Complete sequencing of cloned BVRa CDS revealed
the presence of the same silent polymorphism c.743A>C as
found in the patients. This construct (pcDNA6.2-BVRa-WT)
was used to carry out home-made site-directed mutagenesis
of the whole plasmid19 and obtain pcDNA6.2-BVRa-C214A
containing the mutated BVRa CDS. The presence of the
mutation c.214C/A was confirmed by complete sequencing
of the BVRa CDS in this new plasmid.

Expression of BVRa in cells
cRNAs for injection into oocytes were synthesised using the
plasmids containing the CDS cDNA of both wild-type and
mutated BVRa. These were linearised with the restriction
enzyme PmeI (Promega, Madrid, Spain). Capped and poly(A)-
tailed cRNAs were synthesised using the T7 mMessage
mMachine Ultra Kit (Ambion; Applied Biosystems, Madrid,
Spain).
Mature female frogs (Xenopus laevis), purchased from Regine

Olig (Hamburg, Germany), were used. The animals received
humane care as outlined in the National Institutes of Health
Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals, and
were treated in accordance with the indications of current
Spanish (RD 223/1988) and European Union (86/609/CEE) laws.
Experimental protocols were approved and supervised by the
Ethics Committee for Laboratory Animals of the University of
Salamanca.
Harvesting and preparation of oocytes were carried out as

described elsewhere.20 Oocytes were injected with 9 ng cRNA
and subsequently cultured at 188C for 2 days. The PLC/PRF/5
hepatoma cell line (Alexander, ATCC number CCL 8024) was
purchased from the ATCC (LGC Standards, Barcelona, Spain).
Cells growing on glass coverslips were transiently transfected
with lipofectamine LTX (Invitrogen) and cultured for 3 days.
V5-tagged BVRa was detected by immunostaining using
a monoclonal antibody against V5 (Invitrogen) and an anti-
mouse fluorescein isothiocyanate-conjugated secondary anti-
body (Invitrogen). DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) was
used to counterstain nuclei. Fluorescence photographs were
obtained using a Nikon Eclipse TE 2000-S microscope.
Cell lysates (10 mg protein -Alexander cells- or 0.5 mg -oocytes-

determined using a modification of the Lowry method21) were
used for immunoblotting analyses. Blots were probed with
primary monoclonal antibodies against V5 epitope (Invitrogen).
The appropriate horseradish peroxidase-linked secondary anti-
body was from Invitrogen. An enhanced chemiluminescence
detection system (Hybond ECL; GE Healthcare, Madrid, Spain)
was used to visualise the bands.

Functional study of BVRa activity
BVRa activity was assessed by studying conversion of bili-
verdin IXa into bilirubin IXa by oocytes expressing the
enzyme. Oocytes were washed with substrate-free medium
(100 mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2,
10 mM Hepes, pH 7.5) and microinjected with 50 nl of similar
medium but containing 300 pmol biliverdin IXa per oocyte and
then incubated at 258C for 1 h. The oocytes were washed with
4 ml ice-cold medium before being placed individually in
phials. Production of bilirubin IXa was measured by HPLC-
MS/MS as described above after lysing of the oocytes with 90%
methanol.
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RESULTS
Analysis of serum samples collected during green jaundice
episodes in both patients revealed profiles of bile acid concen-
tration typically associated with biliary obstructiondthat is,
high concentrations of conjugated bile acids (mainly taurocholic,
glycocholic, taurochenodeoxycholic, glycocholic and taur-
osulfolithocholic acids) and low concentrations of unconjugated
bile acids and secondary bile acids (data not shown).

To elucidate whether the greenish tinge of the skin, serum,
urine and milk (figure 1) during the episodes of cholestasis in
both patients was actually due to biliverdin, HPLC-MS/MS was
carried out. This permitted us to identify and measure the
concentrations of biliverdin and to distinguish between the two
major isomers: biliverdin IXa and biliverdin IXb (figure 2A). By
filtering and following the specific ions (figure 2B,C), it was
possible to identify the major form of biliverdin in body fluids,

which was biliverdin IXa in both patients, and to determine
that this was markedly accumulated (table 1). The time course
of serum biliverdin IXa concentration indicated that a marked
reduction had occurred after surgical removal of the biliary
obstruction (table 1). Accumulation of biliverdin was also seen
in urine and milk (table 1). Interestingly, the bile of patient PJ
collected after biliary drainage had been restored contained high
amounts of biliverdin IXa (table 1).

Table 1 Biliverdin IXa concentrations in body fluids

Sample Individual Day Biliverdin (mM)

Serum Control 0.1260.04

PJ’s sister 0.36±0.03

Patients

EA �1 51.5

PJ �2 13.1

�1 25.7

0 32.4

+5 0.33

Urine Control <0.05

Patients

EA �1 14.6

PJ +5 3.13

Milk Control 0.1060.01

Patients

PJ +4 1.11

Bile Patients

PJ 0 124.7

Surgical removal of biliary obstruction was carried out on day 0. Biliverdin IXa was
determined in triplicate by high-performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry.
Control values are means6SD from samples collected from seven volunteer women of
similar age to the probands.
Four serum samples collected from the sister of patient PJ were also analysed. Values are
means6SD. Results above normal values are shown in bold.

Figure 2 (A) Schematic
representation of the molecular
structure of biliverdin IXa and biliverdin
IXb and the major fragments generated
from these molecules in mass
spectrometry (MS). (B) Representative
mass spectra of biliverdin IXa obtained
in MS2-scan mode by high-performance
liquid chromatography-MS/MS using
electrospray positive ionisation to
select the precursor ion (583.3 m/z),
indicated with an asterisk. (C) Mass
spectra obtained in product ion mode
by filtering the precursor ion at the first
quadrupole showing the major product
ion (297.25 m/z) generated in the
second quadrupole, which was then
used in MRM mode for quantitative
analyses.

Figure 3 Representative western blots of wild-type (WT) and mutated
(Mut) (c.214C/A; p.Ser44X) V5-tagged biliverdin reductase IXa
(BVRa) carried out with lysates of Alexander cells (10 mg protein) and
Xenopus laevis oocytes (0.5 mg protein). Alexander cells expressing
V5-tagged chloramphenicol acetyltransferase (CAT-V5) were used as
a positive control. Detection was performed using a primary monoclonal
antibody against the V5 epitope.
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As our findings suggested that patient PJmayhave had deficient
transformation of biliverdin IXa into bilirubin IXa, we screened
the coding region of the BVRa gene (BLVRA) for sequence varia-
tions. We detected three changes: c.90G/A (p.Ala3Thr, exon 2),
c.214C/A (p.Ser44X, exon 3) and c.743A/C (p.Gly220Gly,
exon 8).No changes in the introneexonboundarieswere observed
(data not shown). Accordingly, the p.Ser44X mutation identified
in this study is predicted to generate a truncated protein
containing only the 43 N-terminal amino acids: MNTEPERKF
GVVVVGVGRAGSVRMRDLRNPHPSSAFLNLIGFV.

Using TaqMan probes in PCR multiplex analyses, we found
both patients (PJ and EA) to be homozygous for the c.214C/A
mutation. Material (oral epithelial cells) was available from only
members of PJ’s family. A pedigree analysis of c.214C/A in this
family was carried out. This revealed that both PJ’s parents
were heterozygous for this mutation, whereas her brother was
homozygous for the normal allele. In contrast, her sister was
homozygous for the c.214C/A mutation. Although she had
never had green jaundice, ultrasound investigation revealed
a solitary stone in her gallbladder but no signs of biliary
obstruction. Bile acid concentrations in the serum of PJ’s sister
were within the normal range (data not shown), and no
biochemical signs of cholestasis were found (data not shown).
Biliverdin concentrations in the sister ’s serum were low and

similar to that found in PJ in the absence of cholestatic crisis but
about threefold that found in the control women (table 1).
Expression in both human hepatoma cells and X. laevis

oocytes of the wild-type BVRa tagged with the V5 epitope at
the C-terminus of the protein resulted in a detectable band
of the expected size in western blot (figure 3) and clear labelling
of the cytoplasm of the cells with green fluorescence in immu-
nostaining assays (figure 4A,C,E). In contrast, when the
construct containing the CDS of the mutated (c.214C/A)
BVRa variant was used in the transfection of hepatoma cells or
to obtain the mRNA that was injected in X. laevis oocytes, the
result was lack of detection of the V5 epitope both in western
blot (figure 3) and immunofluorescence (figure 4B,D,F).
HPLC-MS/MS was used to analyse in X. laevis oocytes the

biotransformation of biliverdin into bilirubin by chromato-
graphically separating them and following the disappearance
and appearance, respectively, of characteristic product ions
(figure 5A). The ability to generate bilirubin from endogenous
biliverdin was significantly higher in oocytes expressing BVRa
(figure 5B, D). This enhanced ability was more clearly seen when
the oocytes were microinjected with a bolus of exogenous bili-
verdin (figure 5C,E). In this case, a marked decrease in biliverdin
content was accompanied by a similar increase in the amount of
bilirubin in the cells 1 h after microinjection of biliverdin.

Figure 4 Representative phase-
contrast (A,B) and fluorescence (CeF)
microscopy photographs of human
hepatoma Alexander cells expressing
wild-type (WT) and mutated (Mut)
(c.214C/A; p.Ser44X) V5-tagged
biliverdin reductase IXa (BVRa). Nuclei
were counterstained with
4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI;
blue). Detection of BVRa (green) was
performed using a primary monoclonal
antibody against the V5 epitope and
a fluorescein isothiocyanate-conjugated
secondary antibody.
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No catalytic activity of BVRa on either endogenous or micro-
injected biliverdin was observed in oocytes expressing the
mutated (c.214C/A) BVRa variant (figure 5BeE).

DISCUSSION
Serum biochemical markers and low concentrations of uncon-
jugated bile acids and secondary bile acids were consistent with
obstructive cholestasisdthat is, reduced transit of bile acids
through the intestine and their poor biotransformation by
intestinal bacteria.22 Obstructive cholestasis was confirmed by
additional analyses and subsequent surgery. When bile drainage
to the duodenum was re-established, the results of the labora-
tory tests and serum bile acid concentrations returned to within
the normal range (data not shown). These findings support the
hypothesis that biliary obstruction was the primary event, and
green jaundice appeared as a consequence. The marked accu-
mulation of biliverdin, together with moderate or absent
hyperbilirubinaemia, was the most interesting sign during
cholestasis crises in these patients. Accumulation of biliverdin
has previously been described in rare cases associated with
biliary obstruction,12 13 but also associated with malnutrition14

and several liver diseases,23 in which the appearance of green
jaundice has been considered a sign of poor prognosis.13 This is
because the biliverdin-induced greenish colour of the skin, serum
and urine probably masks increased concentrations of bilirubin,
which may be the result of profound impairment of liver
function. Indeed, in previously described cases of patients with
enhanced biliverdinaemia at concentrations similar to those
found in patients studied here (30e40 mM), the concentrations
of serum bilirubin were 10-fold higher (300e400 mM).24 In the
patients included in the present study, pure hyper-
biliverdinaemia was found in one of the cases (PJ), and
a moderate degree of hyperbilirubinaemia accompanying
hyperbiliverdinaemia was detected in the other (EA).

Using a candidate gene approach to investigate episodes of
green jaundice, we found three single-nucleotide poly-
morphisms, which result in: (i) p.Ala3Thr, a variant that has
already been described in this gene in both human4 and rat25

BVRa (the functional repercussions of the change in this residue
are not known); (ii) p.Gly220Gly, ie, a silent mutation; (iii)
p.Ser44X, which is expected to account for the synthesis of a
truncated protein.
The normal BVRa protein consists of 296 amino acids and

contains two conserved sites: (i) the Rossmann-fold NAD(P)H/
NAD(P)(+) binding (NADB) domain at amino acid position
18e101, which is needed for the interaction with the cofactor;
(ii) the catalytic active site at amino acid position 133e246,
which is involved in the interaction with the substrate. Both
sites are necessary for the ability of BVRa to convert biliverdin
into bilirubin. When the mutated sequence, to which a V5
epitope tag was linked at the C-terminus, was transfected in
human hepatoma cells and X. laevis oocytes, the complete
protein was not synthesised. Moreover, the peptide synthesised
before translation reaches the mutation-generated stop codon
would lack most of the NADPH-binding site as well as the
whole of the active site.26 27 This was consistent with the lack of
catalytic activity observed in functional assays with human
hepatoma cells and X. laevis oocytes transfected with the
mutated construct.
A heterozygous nonsense mutation in exon 3 (Arg18X) of

BLVRA has recently been described in a male Swedish patient
with end-stage liver cirrhosis.15 It is interesting that this
heterozygous mutation resulted in biliverdin accumulation in
spite of the presence of one normal allele. The cause of hyper-
biliverdinaemia in this patient was suggested to be profound
impairment of liver function due to advanced cirrhosis. The
authors emphasise that no human cases of a total deficiency of
BVRa activity have so far been described. The present study fills
this gap and affords interesting information on the relevance of
the complete lack of BVRa activity in humans.
Despite the patients studied here having a complete lack of

BVRa, they had no apparent signs of an abnormal phenotype in
the absence of cholestasis. However, it cannot be ruled out that
the complete absence of BVRa activity has any deleterious
effect. For instance, it is not known whether marked biliary
secretion of this pigment may be indirectly involved in favouring

Figure 5 (A) Representative total ion
chromatograms showing peaks
corresponding to biliverdin IXa (product
ion 297.2 m/z) and bilirubin IXa (product
ion 299.2 m/z) obtained by injection in
high-performance liquid
chromatography tandem mass
spectrometry (HPLC-MS/MS) of
methanol lysates from Xenopus laevis
control oocytes (non-injected with
cRNA) or expressing wild-type
(WT-BVRa) or mutated (c.214C/A; p.
Ser44X) human biliverdin reductase
alpha (Mutated-BVRa). All oocytes
were microinjected with exogenous
biliverdin IXa (300 pmol/oocyte) 60 min
before analysis. (BeE) Functional
activity of human biliverdin reductase
alpha (BVRa) in X laevis oocytes.
Oocyte contents of biliverdin IXa (B,C)
and bilirubin IXa (D,E) were measured
by HPLC-MS/MS in control oocytes and
expressing wild-type (WT-BVRa) or
mutated (c.214C/A; p.Ser44X) BVRa
(Mut-BVRa) without (B,D) or with (C,E) exogenous administration of 300 pmol/oocyte biliverdin IXa 60 min before collection for analysis. Results are
means6SEM from at least 20 determinations per data point using oocytes from three different frogs. *p<0.05 compared with control cells by the
Bonferroni method of multiple-range testing. RT, retention time; PI, product ion.
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formation of the gallstones that were present in both patients
and PJ’s sister. Moreover, one of the subjects investigated here
(PJ) was pregnant and gave birth during the first episode of green
jaundice and biliverdin accumulation. The baby died a few
months later of unknown causes. Thus, it cannot be ruled out
that accumulation of biliverdin during pregnancy may be
harmful to the fetus.

In these patients, biochemical analyses of serum collected
during episodes of green jaundice revealed the presence of bili-
rubin (<20 mM and <60 mM in PJ and EA, respectively). As
automated methods for determining serum bilirubin concen-
tration are based on the formation and colorimetric measure-
ment of diazo pigments and this method does not discriminate
between bilirubin isomers,28 these findings were probably due to
the generation in these patients of biliverdin/bilirubin isomers
other than IXa.

It is interesting to note that, even during cholestasis, serum
bilirubin concentrations were not markedly raised. This, together
with the presence of a large amount of biliverdin IXa in the bile of
this patient, suggests that the main route for elimination of haem
metabolites in individuals with complete BVRa deficiency may be
secretion of biliverdin IXa into bile. This keeps serum concen-
trations low as long as biliary function is not impaired. This may
explain the interesting observation that PJ’s sister, despite having
a homozygous BLVRA inactivating mutation, had suffered no
episodes of green jaundice. The finding of a heterozygous muta-
tion in both PJ’s parents, who had no liver disease or signs of
green jaundice throughout their lives, was in agreement with the
concept that green jaundice only occurs in heterozygous patients
when liver function is severely deteriorated.15

In conclusion, this is the first report of a homozygous BLVRA
inactivating mutation indicating that the complete absence of
BVRa activity is a non-lethal condition, the most evident
phenotypic characteristic of which is the appearance of green
jaundice accompanying cholestasis episodes.

Acknowledgements We acknowledge laboratory management by E Keck,
secretarial help from M I Hernandez, and technical help from A I Barrios-Fernandez.
Revision of the English spelling, grammar and style of the manuscript by N Skinner is
also gratefully acknowledged.

Funding This study was supported in part by the Instituto de Salud Carlos III, FIS
(Grants PI070517 and PI080151), the Junta de Castilla y Leon (Grants GR75/08,
SA033A08, SA03508, and SA036A08), Spain, the Ministerio de Ciencia y Tecnologı́a,
Plan Nacional de Investigación Cientı́fica, Desarrollo e Innovación Tecnológica (Grant
BFU2006-12577 and SAF2009-08493), Spain, and the Fundacion Investigacion
Medica, Mutua Madrileña (Convocatoria 2009), Spain. The group is member of the
Network for Cooperative Research on Membrane Transport Proteins (REIT), co-funded
by the Ministerio de Educación y Ciencia, Spain and the European Regional
Development Fund (ERDF) (Grant BFU2007-30688-E/BFI) and belongs to the CIBERehd
(Centro de Investigación Biomédica en Red de Enfermedades Hepáticas y Digestivas)
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7.3. CONCLUSIONS

FIRST CONCLUSION 

Treatment with subtoxic doses of acetaminophen induces changes in the expression 
and the activity of several ABC proteins, involved in the removal of its metabolites, in different 
tissues which participate in the metabolism and excretion of this drug, such as liver, kidney, 
intestine and placenta.

SECOND CONCLUSION 

Treatment with subtoxic doses of acetaminophen during pregnancy impairs placental 
barrier in rats. More precisely, acetaminophen induced a reduction in Bcrp function which 
results in a weaker placental barrier for bile acids, and hence a lower protection of the fetus 
against the maternal hypercholanemia during cholestatic liver diseases. The accumulation 
of these compounds in the fetal compartment may have deleterious effects in different fetal 
tissues and increase the incidence of several fetal pathologies.

THIRD CONCLUSION 

Partial depletion of mtDNA in the mouse hepatoma cells Hepa 1-6 Rho- increases their 
resistance to cell death induced by potentially toxic compounds such as paracetamol and 
glycochenodeoxycholic acid. The resistance to the toxicity induced by these compounds is 
not due to an increment in the expression of ABC transporters, involved in their detoxification, 
but seems to be related with the lower ability to generate ROS observed in Rho- cells. 

FOURTH CONCLUSION 

In Hepa 1-6 Rho- cells, the reduction of mtDNA content partially prevents the 
cytoplasm-to-nucleus translocation of Nrf2 in response to the treatment with paracetamol 
and glycochenodeoxycholic acid. Despite the activation of this transcription factor, the 
expression of several ABC transporters, which are target genes of Nrf2, was not modified. 
These results suggest that the up-regulation of these transporters requires the participation 
of other regulatory element(s) whose activation in response to glycochenodeoxycholic acid 
and paracetamol is impaired in Rho cells-.

FIFTH CONCLUSION 

The human hepatocellular carcinoma cell line SK-Hep-1 Rho0, totally depleted of 
mtDNA, is more resistant to glycochenodeoxycholic acid-induced cell death. Among the 
mechanisms involved in this chemoresistance are a decrease in oxidative stress and a 
ROS-independent increase in the activation of the Akt/mTOR survival pathway.
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SIXTH CONCLUSION 

SK-Hep-1 Rho0 cells are more resistant to the toxicity induced by doxorubicin, SN-
38 and cisplatin. Several mechanisms may account for this chemoresistance including a 
decrease in oxidative stress, the up-regulation of several ABC transporters, which reduce 
the intracellular accumulation of these drugs, and an increase in the expression of Nrf2, a 
transcription factor which regulates different mechanisms of cellular defense. Moreover, the 
lack of mtDNA also stimulates the expression of survival proteins such as survivin after the 
treatment with these antitumoral drugs.

SEVENTH CONCLUSION 

SK-Hep-1 Rho0 cells are also more resistant to sorafenib-induced cell death. However, 
none of the mechanisms involved in the resistance to doxorubicin, SN-38 y cisplatin, except 
for the decrease in ROS production, can explain the resistance to the toxicity induced by 
sorafenib.

The study of the expression of 90 genes involved in chemoresistance in SK-Hep-1 
Rho0 cells indicated that the lack of mtDNA modifies the expression of some of these genes. 
One of the most important changes was the abolishment of the expression of KIT, one of the 
main target genes of sorafenib. Moreover, the expression of several pro-apoptotic genes 
was reduced, whereas the expression of BCL2, an anti-apoptoic gene was up-regulated. 

EIGHTH CONCLUSION 

One of the cell antioxidant systems is the redox cycle mediated by biliverdin 
reductase, by which biliverdin is reduced into bilirubin. In hepatic cells treated with high 
doses of deoxicholic acid, the expression of this enzyme is up-regulated, suggesting that, 
in this situation, this mechanism could be involved in the cellular response against oxidative 
stress. Moreover, biliverdin has a protective effect against bile acid-induced oxidative stress 
and cell death, which is probably mediated by its transformation into bilirubin catalyzed by 
the enzyme biliverdin reductase.

NINTH CONCLUSION 

The presence of the mutation c.214C>A in exon 3 of BLVRA gene has been detected 
in 3% of the Inuit population of Greenland. This mutation generates a truncated protein 
with no catalytic activity, which impairs the reduction of biliverdin to bilirubin. These results 
suggest that individuals bearing this mutation could be more sensitive to cell injury due to 
oxidative stress in tissues where biliverdin reductase plays an important role among the 
antioxidant defense systems.
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GLOBAL CONCLUSION 

Mitochondrial genome plays an important role in the regulation of the expression of 
several nuclear genes involved in mechanisms of cell defense, through retrograde signaling 
pathways. Thus, the lack of mitochondrial genome and the activation of antioxidant systems 
such as biliverdin/bilirubin redox cycle, mediated by biliverdin reductase, can reduce 
oxidative stress and increase the resistance to cell death induced by several pro-oxidant 
toxic compounds.
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La acumulación intracelular de compuestos endógenos o xenobióticos 
potencialmente tóxicos puede producir alteraciones en el equilibrio redox celular 
y desencadenar situaciones de estrés oxidativo que finalmente conduzcan a la 
muerte celular por apoptosis o necrosis. 
En estas circunstancias se ponen en marcha distintos mecanismos de defensa 
celular entre los que se incluyen la activación de diversos sistemas antioxidantes, 
la inducción de mecanismos de biotransformación y eliminación de sustancias 
tóxicas, mediados por enzimas de fase I y fase II, así como por bombas 
exportadoras de la superfamilia ABC (“ATP-Binding Cassette”), y la potenciación 
de rutas de supervivencia celular. A pesar de la importancia de estos sistemas de 
defensa celular, los mecanismos implicados en su regulación no se conocen en 
profundidad. 
La coordinación de la expresión de los genomas nuclear y mitocondrial es 
fundamental para la correcta ejecución de funciones celulares como la respuesta 
a situaciones de estrés químico y oxidativo. Así, existen vías de “señalización 
retrógrada”, mediante las que las señales procedentes de la mitocondria pueden 
modular la expresión de genes nucleares. Puesto que estos orgánulos presentan 
una gran sensibilidad a la toxicidad inducida por compuestos endógenos y 
xenobióticos, la activación de rutas de señalización retrógrada podría participar 
en la regulación de la expresión de genes implicados en mecanismos de defensa 
celular lo que da lugar a un fenotipo celular caracterizado por una mayor 
quimiorresistencia. 
Por todo ello, el objetivo global de esta Tesis Doctoral fue analizar el papel del 
genoma mitocondrial en la regulación de la expresión de distintas proteínas y en 
la activación de rutas de señalización implicadas en los mecanismos de defensa 
frente al daño oxidativo y la muerte celular inducidos por compuestos endógenos 
y xenobióticos potencialmente tóxicos.

 
La frase más excitante que se puede oir en ciencia, 
la que anuncia nuevos descubrimientos, no es 
“¡Eureka!” sino “Es extraño ...”

  Isaac Asimov


	TESIS1
	TESIS2
	TESIS3
	TESIS4

