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Resumen
Titule: Regulacion de la expresion génica de la 8-aminolevulinato sintetasa por cCAMP y
glucosa. Participacion de las quinasas de proteinas A y C.
Autor: Cecilia L. Varone
Director: Dr. Eduardo T. Canepa

El primer paso en la biosintesis del hemo en las células animales es catalizado por la
enzima mitocondrial §-aminc levulinato sintetasa (ALA-S), que condensa glicina y
succinil CoA para formar acido §-aminolevulinico y que, al menos en higado, es la
limitante de la velocidad. En higado esta enzima constitutiva regula la produccién de
hemo necesario para sintetizar las proteinas citocromos P-450.

Aunque en los tejidos animales el nivel de enzima es muy bajo, la transcripcion del
gen de ALA-S en higado de animales de experimentacion aumenta cuando se les
administran compuestos porfirinogénicos como el fenobarbital. Diferentes mecanismos
fueron propuestos por los que el hemo puede regular la expresion de ALA-S a nivel
transcripcional reprimiendo la sintesis del RNA, a nivel postranscipcional disminuyendo
la estabilidad del mensajero y a nivel postraduccional inhibiendo la entrada de la enzima
a la mitocondria.

En el presente trabajo examinamos el mecanismo ejercido por cAMP y glucosa sobre
la expresion génica de ALA-S en hepatocitos de ratas normales y con diabetes
experimental, y en cultivos de células HepG2. Se ha demostrado que el cAMP potencia
la induccion mediada por fenobarbital, aumentando la cantidad del mRNA de ALA-S a
través de la activacion de la quinasa de proteinas dependiente de cAMP. El efecto
inductor ejercido por el fenobarbital es mayor en hepatocitos diabéticos que en normales
debido probablemente al nivel de cAMP elevado que presentan. Por otro lado, se ha
demostrado que la glucosa inhibe la induccion de la expresion de ALA-S mediada por
fenobarbital en hepatocitos normales pero no en diabéticos. Este efecto glucosa es
revertido por la presencia de dibutiril cAMP, de activadores de la adenilil ciclasa o de un
inhibidor de fosfodiesterasa. Se presentan evidencias que los efectos del cAMP y la
glucosa son ejercidos a nivel transcripcional. La vida media del mRNA de ALA-S no se
modifica en presencia de ellos. Mas aun, los efectos de cAMP y la glucosa se
manifiestan en el analisis de tranfecciones transientes de células HepG2 con un vector
que contenie la region promotora del gen ALA-S clonada en 5° del gen de la
cloramfenicol acetiltransferasa. En este tipo de experimentos hemos confirmado ademas
que el efecto de cAMP requiere la activacion de la proteina quinasa dependiente de
cAMP ya que hemos obtenido resultados similares cotransfectando con la subunidad C
de la PKA. Finalmente se demuestra que la activacion de la PKC actia negativamente
sobre el mRNA de ALA-S, probablemente a nivel transcripcional, de acuerdo a las
determinaciones por Northern, slot blot y andlisis de transfecciones transientes de células
HepG2. Asimismo se observa que el efecto del éster de forbol TPA anula el efecto
inductor del cAMP. Es posible que ambos caminos de transduccion de seilales, que
involucran la activacion de PKA y PKC, estén interconectados en la regulacion de la
expresion génica de ALA-S.

Palabras clave: §-aminolevulinato sintetasa; hepatocitos; fenobarbital; hemo;
expresion génica; cAMP; quinasa de proteinas dependiente de cAMP; glucosa; ésteres
de forbol; quinasa de proteinas C.



Abstract

Title: Cyclic AMP and glucose regulation of &-aminolevulinate synthase gene
expression. Rol of protein kinases A and C.

Author: Cecilia L. Varone

Director: Dr. Eduardo T. Canepa

The first step of heme biosynthesis pathway in animal cells is catalyzed by the
mitochrondrial enzyme §-aminolevulinate synthase (ALA-S), wich condensates glycine
and succinyl-CoA to form &-aminolevulinic acid, and -at least in liver- is rate
controlling. In liver, this housekeeping enzyme regulates the supply of heme necessary
to form respiratory cytochrome P-450 proteins.

Although the enzyme level in animal tissues is usually very low, the transcriptional
rate of ALA-S gene is greatly increased in experimental animal livers after the
administration of a variety of porphyrinogenic effectors such as phenobarbital. Different
mechanisms have been proposed to show that heme can regulate - ALA-S gene
expression at the transcriptional level by repressing mRNA biosynthesis, at the post-
transcriptional level by diminishing AL A-S mRNA stability, and at the post-traductional
level by inhibiting the enzyme entrance to the mitochondria.

In the present work we examined the mechanisms underlying the effect of cAMP and
glucose on ALA-S synthase gene expression both in isolated hepatocytes from normal
and experimental diabetic rats, and in HepG2 cells.

It was demonstrated that cAMP potentiates phenobarbital-mediated induction,
increasing the amount of ALA-S mRNA by means of the activation of cAMP dependent
protein kinase. The inducing effect exerted by the phenobarbital is greater in diabetic
hepatocytes than in normal cells, due probably to the high level of endogenous cAMP in
diabetic cells. One the other hand, it was shown that glucose inhibits phenobarbital-
induced ALA-S expression in normal hepatocytes, but not in diabetic ones. This glucose
effect can be prevented adding dibutyrii cAMP, adenylate cyclase activators, or a
phosphodiesterase inhibitor.

There are evidences that both cAMP and glucose effects would operate at the
transcriptional level. ALA-S mRNA half life was not modified in their presence.
Moreover cAMP and glucose effects were manifested in transfection analysis of HepG2
cells using ALA-S promoter region cloned 5° upstream chloramphenicol
acetyltransferase reporter gene. With this kind of experiments we were also able to
confirm that the effect of cCAMP requires the activation of cAMP dependent protein
kinase, since it was possible to bypass this activation cotransfecting with PKA subunit
C. Finally trere are evidences that protein kinase C activation influences negatively
ALA-S mRNA -probably at the transcriptional level-, according to Northern, slot blot
and transient transfection analysis of HepG2 cells. We could also observe that the effect
of phorbol ester TPA overcomes dibutyril cAMP induction. Thus, it is feasible that both
signal transduction pathways involving PKA and PKC activation are interconnected in
the regulation of ALLA-S gene expression.

Key words: &-aminolevulinate synthase; gene expression; hepatocytes; cAMP;
phenobarbital; heme; cAMP dependent protein kinase; glucose; phorbol esters; protein
kinase C.



Objetivos

El desarrollo y mantenimiento de la vida de los organismos eucaridticos
multicelulares presenta una intrincada red de eventos que se suceden de una manera
ordenada. Como requisito fundamental las células deben responder a las seilales
extracelulares con una serie de mecanismos especificos que regulan o modulan su
expresion génica.

El proceso de la transduccion de la seifial entre el estimulo y el gen depende de
distintos sistemas de componentes celulares que garantizan la especificidad del proceso.

De esta manera los distintos caminos en la transduccion de seilales atun difiriendo en
los componentes celulares y en su complejidad, obedecen ciertos principios que son
conservados evolutivamente y estan distribuidos ubicuamente en los organismos vivos.

Las sefiales extracelulares o ligandos se unen a receptores ya sea de la membrana
plasmatica o del interior de la célula. Los receptores activados, pueden regular
directamente la expresion génica, o asociarse con otros transductores capaces de
producir variaciones de segundos mensajeros que, activando proteinas blanco en
sucesivos pasos, modulan la expresioén génica.

En el presente trabajo se estudian mecanismos basicos vinculados con la regulacién
de la expresion génica de la §-aminolevulinato sintetasa (ALA-S), principal punto de
control del camino biosintético del hemo. Se utilizan como modelos experimentales
cultivos primarios de hepatocitos de ratas, y cultivos establecidos de células HepG2.

Los objetivos del trabajo son:

I) Estudiar el efecto de la droga porfirinogénica fenobarbital sobre la expresién
génica de ALA-S en higado de rata. Se analizard con especial énfasis si el
fenobarbital modula la sintesis del mRNA de ALA-S.

Il) Determinar a qué nivel de la transferencia de la informacién genética se
encuentran involucrados el cAMP y la glucosa en la expresion de ALA-S de

higado de rata.
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II) Estudiar los factores causantes de la mayor sensibilidad de los hepatocitos
diabéticos a la accién de drogas porfirinogénicas. Evaluar la acciéon de cAMP y
glucosa en la expresion de ALA-S en higado de ratas con diabetes experimental.

IV) Estudiar la transduccion de la sefial desencadenada por cAMP a través de la
quinasa de proteinas A en la regulacion de la expresion génica de ALA-S.

V) Estudiar la modulacién de la expresion de ALA-S por la quinasa de proteinas C,
evaluando si esta via de transduccion de sefiales cumple un rol regulatorio sobre

dicho gen.



Abreviaturas

4aPDA: 4a-forbol 12,13-diacetato

8-AHA-cAMP: 8-(6-aminohexil)amino-cAMP
8-CPT-cAMP: 8-(4-clorofeniltio)-cAMP

AlA: alilisopropilacetamida

AKAP: proteinas de anclaje de PKA

ALA: 4cido 8—aminolevulinico

ALA-S: §-aminolevulinato sintetasa

AP-1: proteina activadora |

AP-2: proteina activadora 2

ATF: factor activador de la transcripcion

benzoil cAMP: N°-benzoil-cAMP

Bt,cAMP: N°,0%-dibutiril adenosina 3'-5' monofosfato ciclico
CAT: cloramfenicol acetiltransferasa

CBP: proteina de unién a CREB

CRE: elemento que responde a cAMP

CREB: proteina de union al elemento CRE

CREM: proteina moduladora de union a CRE

CYP: citocromo

DAG: diacilglicerol

DOG: 1,2-dioctanoil-sn-glicerol

EGTA: etilen glicol-bis (beta aminoetiléter) N,N'-tetraacético
G3PD: gliceraldehido 3-fosfo deshidrogenasa

GIRE: elemento que responde a glucosa

HNF-4: factor nuclear hepatico 4

HRM: motivo en proteinas reguladas por hemo

IBMX: 3-isobutil-1-metilxantina

ICER: represores tempranos inducibles por cAMP

IDDM: diabetes tipo I insulina dependiente

IgG: inmunoglobulina G

IMPP: buffer de inmunoprecipitacion

IPTG: isopropil B-D-tiogalactopiranésido

LB: medio Luria-Bertani

L-PK: piruvato quinasa tipo L

MAPK: quinasa de proteinas activadoras de la mitosis
MAPKK: quinasa de quinasa de proteinas activadoras de la mitosis
MAPKKK quinasa de quinasa de quinasa de proteinas activadoras de la mitosis
MEM: medio minimo Eagle

MLTF/USF: familia de proteinas activadoras “upstream”
NIDDM: diabetes de tipo Il insulina independiente (NIDDM)

IX



NREF-1 factor nuclear respiratorio 1

ONPG: ortonitrofenilgalactopira:16sido

PAGE-SDS: electroforesis ep gel desnaturalizante con SDS
PBS: buffer fosfato salino

PCR: reaccion de amplificacion con DNA polimerasa
PKA: quinasa de proteinas dependiente de cAMP
PKC: quinasa de proteinas d=pendiente de calcio
PKI: proteina inhibidora de | KA

PLC: fosfolipasa C

PP-1: fosfatasa 1

PP-2: fosfatasa 2

RACKSs: receptores de PKC activada

SDS: sodio duodecil sulfato

SSC: solucion de citrato y sodio

SV40: virus de simios 40

TE: solucién de Tris-EDTA

TEA: solucion de Tris-EDTA-acético

Tm: temperatura de desnaturalizacion media

TPA: 12-O-tetradecanoilforbol 13 acetato

TRE: elemento que responde a TPA

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopiranésido
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Capitulo 1: Camino metabélico del hemo

A) ESTRUCTURA Y FUNCION

El hemo posee una estructura porfirinica planar que tiene en su centro un atomo de
metal. El catién metilico quelado consiste en el hierro (II) y la porfirina es la
protoporfirina 1X.

Todas las células de los animales superiores son capaces de sintetizar hemo. Este
hemo es utilizado como grupo prostético por una gran variedad de proteinas
(hemoproteinas) relacionadas, entre otras funciones, con el transporte y transferencia de
oxigeno (hemoglobina y mioglobina), la proteccion de la célula frente a toxicos
oxidantes (catalasa, peroxidasa), transferencia de electrones acoplada a la sintesis de
ATP (citocromos mitocondriales), y el metabolismo de acidos grasos, esteroides, y
xenobioticos (citocromos microsomales).

La capacidad de las hemoproteinas de llevar a cabo dichas funciones, reside en la
propiedad del idn metalico central de ser capaz de cambiar su estado de oxidacién
reversiblemente. El nicleo basico de las porfirinas consiste en cuatro anillos pirrélicos
unidos. por cuatro puentes metilenos que forman un macrociclo. Este posee una
estructura rigida planar sobre la cual puede haber 8 cadenas laterales que determinan, de
acuerdo a sus ubicaciones y tipo, un gran numero de isémeros diferentes. Se han
clasificado cuatro series de isémeros, aunque soélo los del tipo III se han encontrado en
organismos eucariotas. En la Figura 1.1 se esquematiza la estructura del hemo.

En los vertebrados, aproximadamente el 85% de la produccién de hemo ocurre en las
células eritroides de la médula 6sea y es principalmente destinado a la sintesis de
hemoglobina. El resto es sintetizado por los diversos tejidos, especialmente el higado, y
es derivado en su mayor parte a la sintesis de los citocromos P-450. (Granick y Sassa,
1971).

Tanto en la médula 6sea como en el higado la velocidad de sintesis esta estrictamente

regulada y puede incrementarse en gran medida por causa de una demanda de eritrocitos
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circulantes, o en respuesta a inductores de los citocromos P-450 respectivamente, como

se discutird mas adelante.

COOH COOH

Figura L.1: Estructura del hemo

B) METABOLISMO DEL HEMO.

B.1 Biosintesis

La sintesis de acido 8-aminolevulinico (ALA) es el primer paso y es el limitante en la
produccién de hemo. Shemin y colaboradores, deteminaron que la formacién de ALA se
produce por la condensacion de glicina y succinil CoA en la reaccidn catalizada por la
enzima 3-aminolevulinato sintetasa (succinil CoA: glicina C-succinil tansferasa (EC
2.3.1.37) (Jordan y Shemin, 1972). Se tratara en detalle la accion de esta enzima en el
capitulo 3 de la Introduccién. Como se ilustra en la Figura 1.2, las enzimas involucradas
en la sintesis del hemo se encuentran distribuidas en distintos compartimentos en las
células eucaridticas.

La 8-aminolevulinato sintetasa es una enzima de matriz mitocondrial, aunque puede
estar débilmente unida a la membrana interna. E1 ALA producido en la matriz se
desplaza al citoplasma donde la AL A dehidrasa, una enzima que requiere zinc para su

accion, cataliza a partir de dos moléculas de ALA, la formacién de porfirinégeno.
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Figura 1.2: Biosintesis del hemo.

Cuatro moléculas de porfirinégeno son polimerizadas luego de manera cola cabeza

en hidroximetilbilano, un tetrapirrol lineal, por la porfobilinégeno deaminasa (Stark et

al., 1985). La uroporfirinégeno III sintetasa o isomerasa, formando parte del complejo

denominado PBGasa, cataliza luego el cierre del hidroximetilbilano a uroporfirinégeno

I1I (uro I1I) y la inversion del anillo pirrélico D. De este modo el tetrapirrol producido no

es el uroporfirindgeno I simétrico sino la forma III asimétrica. En ausencia de la

isomerasa, el hidroximetilbilano puede ciclarse espontineamente

formando el
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compuesto uroporfirindgeno I, pero éste y los metabolitos que derivan de él carecen de
actividad bioldgica y se acumulan en ciertas condiciones patoldgicas.

El paso siguiente consiste en sucesivas decarboxilaciones de los restos acéticos a
grupos metilos de las cadenas laterales, llevadas a cabo por la uroporfirinégeno
decarboxilasa (uro-D). De esta manera se obtienen los intermediarios con siete, seis,
cinco y finalmente con cuatro grupos carboxilos en el coproporfirindgeno III (coprogen)
(San Martin de Viale and Grinstein, 1968).

El coprogen ingresa a la mitocondria donde, en el espacio intermembrana, sufre la
decarboxilacion de dos de las cuatro cadenas laterales de propionato a grupos vinilo en
las posiciones 2 y 4 del anillo pirrélico. Esta reaccion es catalizada por la
coproporfirindgeno oxidasa, requiere oxigeno y da como producto protoporfirinégeno IX
(protogen IX) (Elder and Evans, 1978).

El protoporfirinogeno IX se oxida a protoporfirina IX por la protoporfirindgeno
oxidasa, una enzima unida a la membrana intema de la mitocondria que requiere
oxigeno para su accion (Deybach et al., 1985). Estos mismos autores determinaron que
el sustrato posee acceso a la enzima por ambas caras de la membrana interna
mitocondrial, de manera que no esta claro ¢en que compartimento mitocondrial se
desarrolla la reaccion. Se especula que la enzima acompaiiaria el proceso de transporte
de los precursores de hemo a través de la membrana.

El altimo paso en la formacién de hemo es la insercién de un atomo de hierro en la
protoporfirina, esta reacciéon sucede en la matriz mitocondrial y es catalizada por la
ferroquelatasa, enzima de la membrana interna (Ferreira, 1995).

En total se requieren ocho moléculas de ALA, para ensamblar una de hemo.

El proceso de transporte de hemo y de los precursores que lo forman, a través de los
compartimentos celulares, requiere posiblemente de proteinas transportadoras. Se ha
propuesto que los intermediarios de la biosintesis del hemo entrarian y saldrian de la
mitocondria a través de un canal voltaje depeandiente de la membrana externa
mitocondrial (Verma et al., 1987). Por otro lado, el hemo posee baja solubilidad en
soluciones acuosas y es probable que se encuentre asociado a proteinas que le ayuden a
dispersarse en la célula. Existen dos posibles grupos de moléculas candidatas para

cumplir con dicha funcién, las proteinas asociadas a acidos grasos, y las glutation
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sulfotransferasas. Las primeras; son una familia de proteinas tejido especificas que unen
moléculas anfipaticas, entre ellas el hemo, constituyendo el 3% de las proteinas del
higado (Bass, 1988). Las ultimas son un grupo de enzimas involucradas en la
detoxificacion de xenobidticos, y tienen capacidad de unirse a compuestos hidrofoébicos

y anfipaticos sin metabolizarlos (Boyer, 1989).

B.2 Degradacion

Las hemoproteinas requieren para su degradacion de enzimas proteoliticas que
liberen el grupo hemo de la parte proteica para luego entrar en la etapa de degradacion.

La secuencia catabélica de la degradacion del hemo se inicia con la accion de la
enzima microsomal hemoxigenasa que requiere NADPH y oxigeno para realizar la
ruptura oxidativa de los puentes a-metileno que unen los cuatro anillos pirrélicos,
resuitando en la formacion del tetrapirrol lineal biliverdina-IXa, y liberacién de di6xido
de carbono y Fe'* (Tenhunen, 1976). En rata, el bazo es donde se encuentra la mayor
actividad de hemoxigenasa, siguiendo en orden decreciente, médula, higado, cerebro y
rifién.

La secuencia de degradacion del hemo se esquematiza en la Figura 1.3. En este paso
de degradacion participa no sélo la enzima hemoxigenasa sino también el sistema de
NADPH-citocromo P-450 reductasa, componente del transporte de electrones
microsomal.

La hemoxigenasa posee un peso molecular de 32 000, une hemo en una relaciéon 1:1
y lo degrada a través de una serie de oxidaciones autocataliticas (Kikuchi y Yoshida,
1983). Esta enzima puede ser inducida por hemo y por sustancias no hémicas como
insulina, epinefrina y endotoxinas, este efecto estaria mediado por un aumento de la
sintesis de su mRNA. El compuesto zinc mesoporfirina es un potente inhibidor de la
hemoxigenasa (Cable et al., 1996).

En aves, reptiles y anfibios, la biliverdina es el producto final de la degradacién de
hemo y es excretada. Sin embargo en mamiferos este compuesto es reducido a
bilirrubina IXa por la enzima citoplasmatica biliverdina reductasa. Esta enzima ha sido
purificada de higado de rata, presentando un peso molecular de 35.000. En higado,

aproximadamente el 25% de la bilirrubina producida diariamente, proviene de la
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degradacion de hemoproteinas hepaticas, principalmente citocromos P-450
microsomales, un 15% corresponderia a la eliminacion de hemo derivado de la
eliminacién de globulos rojos, o hemdlisis intravascular. La bilirrubina es una sustancia
insoluble y altamente tdxica, por ello, en el organismo, se conjuga con acido glucurénico
para formar un compuesto mas soluble que puede ser excretado ficilmente (Smith,

1981).

Hemoxigenasa y

NADPH-citocromo P-450
reductasa

M Y M P P M M Vv
0—| |—CH h |I CH"'I /l CH-| I.._o Biliverdina-IX o
N N N N7
H H H

Biliverdina reductasa

MY M P P M MoV
0 _| I—CHUCMU—CH-U:o Bilirrubina IX o
N N N N
H H H H

Figura 1.3: Degradacién del hemo.
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C) CITOCROMOS P-450

Las hemoproteinas citocromo P-450 (CYP), abundantes en el reticulo endoplasmatico
de hepatocitos, juegan un rol importante en el metabolismo de compuestos endégenos
como esteroides, acidos grasos, acidos biliares, prostaglandinas, leucotrienos; y de
numerosos compuestos quimicos exodgenos incluyendo compuestos estimulantes del
sistema nervioso central y procarcinégenos. Estas moléculas son convertidas en formas
mas solubles y de esta manera pueden ser eliminadas del organismo.

Los citocromos P-450 constituyen una superfamilia donde cada uno posee actividad
sobre un sustrato especifico. Se han descripto 36 familias,que a su vez incluyen
numerosas subfamilias, de acuerdo a la similitud de sus secuencias aminoacidicas
(Nelson e al., 1993). La representacion abreviada para cada gen de citocromo es CYP
seguido de un numero arabigo que indica la familia, una letra indicando la subfamilia y
nuevamente un nimero especificando cada citocromo en particular.

Dado que los citocromos son las mas importantes hemoproteinas en el higado, la
inhibicion de la sintesis de hemo puede interferir con la biogénesis de CYP funcional
(De Matteis and Marks, 1996). Por ejemplo, en pacientes que poseen alguna alteracién
en la produccion de hemo se ha visto que tienen capacidad reducida de metabolizar
compuestos antipirénicos (Mustajoki et al., 1992). Los mecanismos por los cuales la
baja produccion de hemo altera los niveles de CYP no se conocen totalmente. Meyer y
colaboradores postulan dos hipétesis para explicar este fendémeno (Jover et al, 1996).
Una de ellas argumenta que un deficiente suministro de hemo conduciria a la incompleta
saturacion de la apoproteina CYP. Bajo condiciones normales, la produccion de hemo
no es limitante, ya que cuando los niveles de hemo disminuyen, por un mecanismo de
retroalimentacion negativo se estimula su sintesis. Pero el bloqueo de la sintesis de hemo
llevaria a una formacion deficiente de CYP. En la segunda alternativa se postula que una
disminucion en la actividad de CYP, podria deberse a una disminucién en su sintesis.
En este caso el hemo actuaria a través de mecanismos a nivel de la transcripcion,
traduccion o transporte de CYP. Hasta el momento, ninguna de estas posibilidades se ha

descartado.



Por otro lado se ha determinado que la expresion de los citocromos puede ser
constitutiva o inducida por diversos compuestos. Es muy interesante conocer el
mecanismo por el cual muchos compuestos quimicos inducen determinados citocromos.
En rata luego de la administracion de fenobarbital se ha observado, mediante
experimentos de transcripcion “run-on”, un incremento en la sintesis de los mRNA de
los CYP2, CYP2B1 y CYP2B2 (Waxman and Azaroff, 1992). También se inducen por
fenobarbital CYP2C1, CYP2C2 y CYP2C4 en conejo y CYP2H1 en pollo (Hahn et al.,
1991). Estos citocromos también son inducidos por otros compuestos sin aparente
similitud estructural con el fenobarbital, como el 2-alil-2-isopropilacetamida (AIA), 3,5-
dietilcarbonil-11,4-dihidrocolidina y glutetimida. No se han encontrado evidencias de la
existencia de un receptor para el barbitirico, como es el caso para otros inductores de
CYP. Sin embargo la naturaleza lipofilica del fenobarbital, llevaria a pensar en la
existencia de un receptor intracelular, tal vez analogo a los usados por las hormonas
esteroides. Este es el caso de 2,3,7.8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) cuya
administracién en ratas y ratones induce la familia de los CYP1 (Fisher et al., 1990),
mediante la union del TCDD a un receptor citosolico que se trasloca al nucleo e
interacciona con secuencias de DNA especificas ubicadas 5° “upstream” de los genes
inducibles. El mecanismo por el cual el fenobarbital induce determinados genes no se ha
esclarecido totalmente. May y colaboradores descrihen que la regulacién por
fenobarbital de CYP2H1 en embriones de pollo, opera por mecanismos a nivel
transcripcional (Hahn et al., 1991). Por otro lado se observd que la incubacién con
cicloheximida y otros inhibidores de la sintesis proteica, produce una superinduccion de
la transcripcion de los mRNA de CYP2H1/2, sin alterar sus vidas media, por lo tanto en
este mecanismo estaria involucrado un represor de rapida degradacion (Hamilton et al.,
1992; Dogra et al., 1993). Recientemente el grupo de Anderson ha reportado resultados
de transfeccion transiente de células hepaticas con distintas construcciones conteniendo
el promotor de CYPB2 de rata, y ensayos in vitro d¢ DNAsa “footprinting” de dichas
zonas, y han definido una regién necesaria para conferir maxima respuesta a
fenobarbital. Dicha secuencia contiene un sitio de unign del factor NF1 (nuclear factor
1), un elemento de respuesta a glucocorticoides, y un mgdio sitio de unién de receptores

nucleares (Stoltz et al., 1998). De esta manera han definido esta zona como unidad de
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respuesta a fenobarbital (PBRU) constituida por un enhancer de multiples componentes
donde se unirian varios factores de transcripcion.

Trabajos del grupo de Padmanaban también muestran que el agregado de fenobarbital
en experimentos con nicleos aislados aumenia marcadamente la transcripcion de
CYP2B1/B2 y se ve incrementada la union de proteinas del extracto nuclear a

799,

secuencias 5 upstream” (Upadhya et al., 1992). Estos efectos son bloqueados cuando
los niveles de hemo son deficientes, y pueden reconstituirse por el agregado de hemina
exogena. Padmanaban concluye que el pool de hemo nuclear regula la transcripcion de
dichos CYP modulando la interaccion de factores de transcripcion que estarian
involucrados en la activacion por fenobarbital.

Integrando todas estas observaciones, se ha postulado un modelo en el cual, un pool
de hemo regulatorio actuaria modulando positivamente la transcripcién de CYP inducida
por fenobarbital (Venkateswar et al., 1991). Sin embargo existen otros reportes que no
apoyan esta idea (Mackie et al., 1991; Hamilton et al., 1988).

También se ha observado recientemente que seria necesaria la participaciéon de

serin/treoninquinasas especificas para obtener la induccién génica de CYP2B10 de raton

mediada por fenobarbital (Honkakoski and Negishi, 1998).

D) LAS PORFIRIAS

D.1 Generalidades

Las porfirias son un grupo de enfermedades metabdlicas, cada una asociada con un
defecto parcial en alguna de las enzimas que catalizan la biosintesis del hemo. Como
consecuencia de esto, cada porfirinopatia muestra anormalidades metaboélicas
especificas en la produccién de precursores de hemo. Estos defectos en general son
compensados por un incremento en la concentracion intracelular del sustrato de la
enzima defectiva, para permitir que se restaure la velocidad normal de sintesis de hemo.
La sobreacumulacion de porfirinas y sus precursores se evidencian por analisis clinicos

en sangre, orina y heces de los individuos afectados.



Introduccion 11

En la Tabla L.1 se resumen los distintos tipos de porfirias indicando el paso
metabolico de la sintesis de hemo que se encuentrra alterado (Batlle, 1993).

Las porfirias denominadas agudas poseen la caracteristica de presentar ataques
agudos desencadenados por diversos factores, entre ellos la administracion de
medicamentos que afectan el sistema nervioso, el alcohol, el tabaco (Moore, 1993).
Estos ataques son también desatados por cambios en los niveles de esteroides, como los
que ocurren durante el pasaje a la pubertad o durante el periodo menstrual.

Las porfirias no agudas es un grupo mas heterogéneo y aunque poseen un
componente hereditario es generalmente adquirida a través de la exposicion a
compuestos desencadenantes como los téxicos quimicos 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-
dioxina y hexaclorobenceno (Moore, 1993; Wainstok et al. 1984; Billi de Catabbi et al.,
1997).

Desorden Enzima afectada

Hepaticas

Porfiria aguda intermitente Porfirindgeno deaminasa
Coproporfiria hereditaria Coproporfirinégeno oxidasa
Porfiria Variegata Protoporfirinégeno oxidasa
Porfiria cutanea tarda Uroporfirinégeno decarboxilasa
Eritropoyéticas

Porfiria congénita Uroporfirinégeno III sintetasa
Protoporfiria eritropoyética Ferroquelatasa

Tabla I.1: Clasificacion de las porfirias

Ninguno de los distintos tipos de porfiria conocido presenta una alteracién en la
enzima ALA-S. Probablemente alteraciones serias a este nivel, resultarian letales, dado

que esta enzima es la que controla principalmente el camino, y el hemo es esencial para
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la sintesis de las proteinas respiratorias. Sin embargo, se ha observado una deficiencia en
la actividad de ALA-S en las anemias siderobldsticas hereditarias. Estas anemias son un
grupo de enfermedades ligadas al cromosoma X (Elder, 1993). Pacientes que padecen
esta enfermedad, responden favorablemente al tratamiento con piridoxina, cofactor de
ALA-S (Bottomley, 1993). S= ha detectado en un paciente, una transicion T-A en una
region conservada del exén ¢! del gen de ALA-S eritrocitaria, cercana a la zona que
codifica para el dominio de union a piridoxal. Esta mutacién produce un cambio de
isoleucina por asparragina (Cotter et al., 1992).

Los defectos enzimaticos en la mayoria de las porfirias son heredados de manera
autosomica dominante. Sin embargo estas mutaciones se hacen evidentes con
manifestaciones clinicas en una muy baja proporcion.

Varias de las mutaciones autosémicas dominantes, han sido estudiadas en familias
porfiricas. Por ejemplo, para el caso de la porfiria aguda intermitente (PAI), se observo
en siete de diez pacientes no relacionados, una mutacion que afecta el splicing del exén
1 durante el procesamiento del mRNA de la porfbbilinégeno deaminasa. En otros casos
se observaron mutaciones sin sentido en el exén 10 (Q198 stop), que provocarian la
terminacion temprana de la proteina, (Lee and Anvret, 1991), mutaciones en el ex6n 3
(R26H), que afectarian a la union del cofactor (Llewellyn et al., 1993), entre otras. Para
el caso de la protoporfiria eritropoyética (EPP), también se ha avanzado en el
conocimiento de sus causas a nivel molecular. La EPP, se caracteriza por una severa
fotosensibilidad y, en algunos pacientes, la acuniulaciéon de protoporfirina lleva a una
disfunciéon hepatica irreversible. Se han encontrado mutaciones puntuales en la
ferroquelatasa, que provocan un splicing aberrante o sustituciones de aminoacidos que
conducen a una actividad enzimatica disminuida (Nakahashi et al., 1992; Sarkany et al.,
1992).

Otras porfirias se transmiten con cardcter recesivo, en estos casos, no se ha
establecido fehacientemente la relacion entre los fenotipos y las alteraciones genotipicas
observadas, resultando en una amplia heterogeneidad entre los diversos casos

(Nordmann et al., 1990).
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D.2 Porfiria toxica y experimental

En los ultimos afios se ha demostrado que una gran cantidad de sustancias producen
porfiria en animales de laboratorio (Moore and Hift, 1997). En la Tabla 1.2 se resume el
efecto sobre el camino metabdlico del hemo de un representante de cada grupo de
diferentes drogas que mimetizan estados porfiricos.

Estas sustancias tienen la propiedad comun de inducir la actividad de ALA-S
hepatica. El hecho de que compuestos de tan diversas estructuras ejerzan efectos sobre
la misma enzima se explica si se considera que todos ellos producen una disminucién
del hemo intracelular. La griseofulvina (GSF) y el hexaclorobenceno (HCB), inhibiendo
su formacién, la alilisopropilacetamida (AIA) y el 3,5-dietoxicarbonil-1,6-
dihidrocolidina (DDC) aumentando su degradacion y el fenobarbital, aumentando su
consumo. La caracteristica entonces de estas drogas de aumentar la actividad de ALA-S
y mimetizar el estado porfirico, ha sido ampliamente usada para el estudio experimental

de estas patologias en laboratorio.

DROGA ACCION ACUMULACION Y PORFIRIA
BIOQUIMICA EXCRECION
AlIA Aumenta degradacion de | ALA, PBG y porfirinas en higado | Porfiria hepatica
hemoproteinas y orina aguda
DDC Inhibe ferroquelatasa. Protoporfirina en higado y heces. | Variegata

Aumenta degradacion
hemoproteinas

GSF Inhibe ferroquelatasa Copro y protoporfirina higado y | Protoporfiria
heces. ALA y PBG en orina

HCB Inhibe URO-D Porfirinas de 4 a 8 carboxilos, Porfiria cutidnea
higado, orina y heces tarda

Tabla I.2: Accién de drogas porfirinogénicas
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En el presente trabajo hemos utilizado como modelo experimental hepatocitos de
ratas y células de la linea HepG2, y como droga porfirinogénica hemos elegido al
fenobarbital.

D.3 Porfirias y diabetes

La diabetes mellitus es una enfermedad caracterizada por estar alterada en el
organismo la capacidad de utilizar hidratos de carbono y estd afectada por factores
genéticos y ambientales, los cuales se influencian mutuamente produciendo trastornos
complejos y de multiple variabilidad. Estos trastornos se han agrupado en dos sindromes
principales conocidos como diabetes tipo I, insulina dependiente (IDDM) y diabetes tipo
II insulina independiente (NIDDM).

En la fase inicial de la diabetes de tipo I llamada insulinitis, las células T y otros
leucocitos se infiltran en los islotes pancreéticos y destruyen las células B productoras de
insulina, llevando a una pérdida de la regulacion homeostitica de la glucosa y el
desarrollo de la diabetes (Tisch and McDevitt, 1996). La etiologia y la patogénesis de la
enfermedad es muy compleja, desconociéndose aun los mecanismos que llevan a la
ruptura de los sistemas de inmunoregulaciéon y autotolerancia en los pacientes
diabéticos. Esta enfermedad presenta un fuerte componente genético, aunque no se han
determinado con certeza los genes responsables, a excepcion del complejo mayor de
histocompatibilidad, cuyos genes de clase II presentan un factor dominante sobre la
suceptibilidad a la IDDM (Gonzalez et al., 1997). Se han reportado otros 15-20 loci
implicados en la sensibilidad a esta enfermedad, ademds de la presencia de
polimorfismo en un minisatélite cercano al gen de la insulina. El analisis de algunos de
estos loci se estd llevando a cabo (Podolin et al, 1997), aunque hasta ahora la
implicancia individual de la mayoria de estos loci presenta un limitado impacto sobre la
enfermedad y la integracion conjunta de todos los componentes genéticos es
extremadamente dificil.

La diabetes de tipo II es la enfermedad metaboélica mas frecuente, asociada a distintas
caracteristicas como la obesidad, hipertension, hiperlipidemia y puede llevar a
complicaciones a largo plazo como ateroesclerosis y problemas cardiovasculares,

ademas de las consecuencias propias de la diabetes como son la retinopatia, nefropatia y
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neuropatia. Patofisiologicamente los pacientes con NIDDM exhiben dos defectos
principales: una disminuciéon de la respuesta a insulina por los tejidos periféricos
(resistencia a insulina) e incapacidad de las células B pancreéticas de compensar dicha
resistencia con la produccion de mayores niveles de insulina. Es altamente probable que
ambos defectos posean una causa genética dado que ambos muestran una distribucion
familiar caracteristica (Martin et al., 1993), aunque la presencia de factores ambientales
condicionan fuertemente la incidencia de la enfermedad en poblaciones genéticamente
similares, y también la habilidad de determinados cambios como el embarazo, el stress
quirdrgico, la presencia de esteroides, etc. Los componentes genéticos de la enfermedad
son muy complejos y heterogéneos, sin embargo se han indentificado los genes de
algunos tipos de NIDDM monogénicas, como por ejemplo los genes de glucoquinasa,
transportador de glucosa Glut2, receptor a glucagon, receptor a insulina, canal de K,
ATP sensible, sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1), gucégeno sintetasa, etc. (Kahn
et al., 1996).

Desde los trabajos de Sterling en 1949, varios autores han puntualizado la relativa
frecuencia de coexistencia entre diabetes mellitus y algin tipo de porfiria hepatica, sobre
todo la aguda intermitente y la cutanea tarda. Ambas enfermedades tienen en comun que
se producen por un trastorno metabdlico e interviene en sus gtiologias un fuerte factor
hereditario.

Los datos aportados en la literatura en cuanto al porcentaje de asociacion de ambas
enfermedades varian segun las poblaciones estudiadas entre un 2 y un 25% de diabéticos
que contraen porfiria (Goerz and Korda, 1977). Estas observaciones plantean ¢l
interrogante si la precipitacion de porfiria en pacientes diabét?cos es debidIa a la accién
de factores endégenos o exdgenos que facilitan la expresion dc defectos genéticos en el
camino metabdlico del hemo.

La diabetes mellitus experimental puede ser producida por la administracion de
sustancias tales como la estreptozotocina que exhibe una toxicidad selectiva para las

células B del pancreas (Kim and Steinberg, 1984).
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Capitulo 2: Regulacién de la transcripcién

A) TRANSDUCCION DE SENALES POR FOSFORILACION DE FACTORES
DE TRANSCRIPCION

La regulacion transcripcional de los genes eucaridticos en respuesta a las sefiales
extracelulares depende del ensamblado sincronizado de complejos proteicos sobre los
promotores y secuencias de activacion o silenciamiento.

Los componentes principales de este proceso son los factores de transcripcion con
secuencias especificas de reconocimiento en el DNA (elementos) que “seleccionan” los
genes a ser activados y promueven el ensamblado de la maquinaria de sintesis del RNA
por la RNA polimerasa 1I. La especificidad de la union estaria dada principalmente por
el elemento del DNA y una vez unido se activarian los genes cercanos. Ejemplo de esto
es el activador de levaduras Gal4 que ordinariamente activa genes requeridos para el
metabolismo de la galactosa pero que es capaz de activar un gen en células de mamifero
al cual se le han introducido cerca, las secuencias de union de dicho factor (Ptashne,
1997).

Uno de los aspectos principales es entender como un nimero relativamente pequefio
de factores de transcripcion es capaz de regular la compleja trama de expresion génica
dada por la interaccion redundante de multinles mediadores (Chang and Jaehning,
1997).

Estas proteinas presentan en general componentes modulares: un dominio de unién al
DNA, uno de multimerizacion que permite la formacién de homo o heterodimeros y un
dominio de transactivacion/transrepresion. Por otro lado los “enhancers” y “silencers”
presentan sitios de union para distintos factores de transcripcion, y variaciones en el
arreglo de estos sitios detcrminan la formacién de complejos entre distintas familias de
factores, presentando una arquitectura de union al DNA particular. Activadores y
represores pueden unirse en distintas combinaciones modificando el programa de
expresion génica, lo cual ha provocado una evolucién rdpida en los sistemas de

regulacion (Ptashne and Gann, 1997). Ademas estos factores pueden interaccionar



cooperativa o sinergisticamerte, lo que asegura la existencia de multiples puntos de
control y un alto nivel de expresion génica (Tjian and Maniatis, 1994).

El sistema de regulacién de la expresion es ain mucho mas complejo, evidencias
recientes indican que los promotores especificamente pueden influenciar el destino
postranscripcional de los transcriptos sugiriendo una conexién entre los complejos
ensamblados en el DNA y lcs eventos posteriores a la transcripcion (Ladomery, 1997).
Cada vez son mas abundantes los ejemplos de proteinas involucradas a la vez en las
distintas etapas de la expresion génica; por ejemplo se ha evidenciado que la subunidad
mayor de la RNA polimerasa II posee un dominio C-terminal que se une directamente a
factores esenciales para el procesamiento del RNA sdlo cuando estd hiperfosforilado
(Neugebauer and Roth, 1997).

De los procesos que regulan la actividad de los distintos factores involucrados en la
transcripcion, el evento de fosforilacion es la modificacion postraduccional mas
frecuente y conocida, originando una rapida modulacion en respuesta a cambios en la
actividad metabdlica, sefiales hormonales, etc. La fosforilacion puede modificar positiva
o negativamene la actividad de uniéon al DNA, la funcién transcripcional o la
localizacion subcelular de los factores. Se conocen detalladamente varios sistemas de
respuesta a estimulos extracelulares mediados por eventos de fosforilacion: CREB
(camino de respuesta a cAMP), TCF/Elk-1 (regulacion del gen c-fos), c-Jun,
participando en todos éstos serin-treoninquinasas y la familia STAT regulados por

tirosinquinasas (sistema de interferones) (Karin, 1994).

B) REGULACION DE LA EXPRESION GENICA POR cAMP

B.1 La cascada de la transduccion de sefiales por cAMP

Los niveles intracelulares de cAMP son regulados en primera instancia por la adenilil
ciclasa. Esta enzima es a su vez modulada por distintos estimulos extracelulares
mediados por receptores que interaccionan con proteinas G acopladas de la membrana
plasmatica. La unién de un ligando especifico a su receptor resulta en la activacion del

camino dependiente de cAMP.
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Los receptores que se acoplan a proteinas G poseen siete regiones a-hélice
hidrofébicas correspondientes a siete dominios transmembrana. La variabilidad de estas
hélices en la region extracitoplasmatica es responsable de la diferencia funcional de los
mismos con respecto a la especificidad de ligando. Son importantes también el dominio
de acoplamiento con la proteina G y el dominio que media la desensibilizacién del
receptor (Gudermann et al., 1997).

La proteinas G estan ubicadas topoldgica y funcionalmente entre el receptor y el
efector y son heterotrimeros compuestos por las subunidades a, B y y. Las subunidades
y v se encuentran formando un complejo y pueden unirse a distintas subunidades o que
es la que define la identidad de la proteina G (Birmbaumer and Birmbaumer, 1995). La
subunidad o presenta un sitio de union a nucleétidos de guanina. La forma a-GDP se
une fuertemente al complejo By y es inactiva, mientras que la forma a-GTP se disocia de
dicho complejo y actia como activadora de la adenilil ciclasa. La subunidad o también
presenta actividad de GTPasa intrinseca, hidrolizando el GTP unido y liberando GDP y
fosfato libre (Clapham and Neer, 1993; Coleman et al., 1994).

En ausencia de ligando el receptor interacciona directamente con el heterotrimero G.
En presencia de ligando se forma el complejo hormona-receptor que promueve la
disociacion del GDP de la subunidad o que puede activar a la adenilil ciclasa, y permite
la union de GTP. Ademas disminuye la afinidad del receptor por el ligando y se induce
la actividad GTPasa de la subunidad o con lo cual se frenaria el ciclo de induccion.

La adenilil ciclasa es una glicoproteina de un solo péptido que presenta 12 dominios
transmembrana. La interaccion con la subunidad o provoca un aumento en su actividad
enzimatica convirtiendo ATP en cAMP.

El cAMP formado interacciona con la quinasa dependiente de cAMP o PKA,
tetramero formado por dos subunidades regulatorias (R) y dos cataliticas (C). La
activacion de la PKA es mediada por la union de alta afinidad del cAMP a las
subunidades R, esto promueve la disociacion del complejo en un dimero Ry(cAMP), y
dos subunidades C que poseen la actividad quinasa. La afinidad entre las subunidades R
y C disminuye en 4-5 6rdenes de magnitud en respuesta a la union del cAMP (Taylor
and Radzio-Andzelm, 1994).



La especificidad de la PKA fue estudiada por mapeo in vivo de los sitios de
fosforilacion y luego se utilizaron péptidos analogos sintéticos a dichos sitios. De esta
manera se dedujo que posee preferencia por sitios precedidos por residuos basicos. Dos
secuencias consenso generales son Arg-Arg-X-Ser/Treo-Y o Arg-X-Arg-X-X-Ser/Treo-
Y donde X puede ser cualquier aminoacido e Y representa un residuo hidrofébico
(Walsh et al., 1992).

Se han descripto cuatro genes para la subunidad R que constituyen dos familias
generales, tipo I y tipo II. Las subunidades R; (R;a y R;f) no son autofosforilables y
requieren la union del ATP con alta afinidad para formar la holoenzima, mientras que
las Ry (Rpa ¥ RiB) pueden autofosforilarse. La estructura proteica esta constituida en su
extremo C-terminal por dos dominios de unién al cAMP. Ademas presenta un segmento
de interaccion con la subunidad catalitica que se asemeja al sustrato de la proteina, de
esta manera impide competitivamente la unién de los sustatos e inhibe la actividad
quinasa de la subunidad catalitica. (Buechler et al.,, 1993). La porcién N-terminal
presenta el dominio de dimerizacion entre subunidades R, importante ademas para
determinar la localizacion citoplasmatica de la proteina. Se han identificado proteinas
que “anclan” a la PKA en sitios citoplasmaticos especificos, denominadas AKAPs (A-
kinase anchoring proteins). En neuronas, por ejemplo, la PKA se encuentra localizada
en la region postsinaptica asociada por la subunidad R a la AKAP79 la cual también
interacciona con la fosfatasa 2B y la calcineurina (Faux and Scott, 1996).

La localizacion es importante para la funcion quinasa. La PKA es citoplasmatica,
pero cuando la holoenzima es activada, las subunidades C liberadas no solo fosforilan
sustratos citoplasmaticos, sino que migran al micleo donde fosforilan a un grupo de
factores de transcripcion que modulan la expresién de genes inducibles por cAMP. De
esta manera la subunidad R no sélo sirve de inhibidora de la actividad catalitica de la
enzima sino que también previene la entrada de la subunidad C al nucleo (Gibbs et al.,
1992).

Se conocen tres genes que codifican para la subunidad C en mamiferos. La forma Ca
es la mayoritaria y se expresa en casi todos los tejidos, la Cp es tejido especifica
presentando niveles altos en tejido neuronal y la Cy se encontrd en testiculos. Las tres

formas son muy conservadas entre si y en todos los vertebrados (Uhler et al., 1986;



Taylor et al., 1993). La estructura de la subunidad C consiste en un nicleo catalitico,
que se extiende entre los residuos 40 al 300, formado por el dominio de unién al ATP o
16bulo pequerio principalmento de conformacion B, y el dominio de unién a sustrato y de
actividad quinasa o lébulo mayor de a-hélices. El extremo amino terminal contiene un
sitio de miristilacion y es el menos conservado entre distintas especies (Olah et al.,
1993).

Todas las evidencias cinéticas son consistentes con un mecanismo de catalisis
ordenado, la union del ATP precede a la interaccion con el péptido y luego sz realiza la
transferencia del fosfato y del ATP al péptido. Dado que la reacciéon quimica y la
liberacion del fosfopéptido son procesos rapidos, pareciera que la liberacion del ADP es
el paso limitante en la reaccion de fosfotransferencia (Adams and Taylor, 1992).

Al igual que en todas las quinasas es necesario que la enzima sea secuestrada en un
estado inactivo en ausencia de la seiial. Existen dos clases de moléculas capaces de
inhibir la subunidad catalitica, una c¢s la subunidad R segin se discuti6é anteriormente, y
la otra es un grupo de proteinas pequeiias (PKIs) que se unen fuertemente a la subunidad
C y la inhiben por un mecanismo similar al ejercido por la subunidad R (Van Patten et

al., 1991; Scarpetta and Uhler, 1993).

B.2 Blancos nucleares del camino del cAMP

En el nucleo, el estado de fosforilacion de algunos factores de transcripcién y
proteinas relacionadas modula la expresion de genes inducibles por cAMP. El analisis
de las secuencias promotoras de estos genes permitié la identificacion de elementos que
median la respuesta a un incremento de cAMP. La secuencia mejor caracterizada es el
elemento de respuesta a cAMP o CRE constituido por un palindrome de 8 pb
TGACGTCA (Della Fazia et al., 1997). La habilidad de la secuencia CRE de mediar la
respuesta a CAMP es dependiente del promotor. Cuando se inserta cercana a la
secuencia TATA de hsp70 o Ella es muy activa, en cambio no lo es cuando se ubica
proxima a una TATA de SV40 (Taylor and Kingston, 1990). Tampoco responde a
cAMP una secuencia similar a CRE presente en el motivo X asociado a los genes del
complejo mayor de histocompatibilidad clase II (Liouet al., 1988). En otro caso una

secuencia “enhancer” de 21 pb ubicada en la repeticion terminal de HTLV-I contiene



secuencias CRE que son activadas en este contexto por la proteina viral tax (Wagner
and Green, 1993).

Otro elemento regulatorio es el sitio de unién del factor activador de la transcripcion
(ATF), presente en los promotores tempranos de adenovirus, que media la activacién
transcripcional realizada por la proteina oncogénica E1A (Sassone-Corsi, 1995). En la
Tabla 1.3 se muestran las s..cuencias CRE y de union a ATF presentes en diversos
promotores, para la mayoria de estos casos se ha demostrado la inducibilidad por cAMP
(Foulkes and Sassone-Corsi, 1996). Como se observa, la secuencia 5° (TGACG) es mas
conservada que la secuencia 3’ (TCA). Otra caracterisitica del elemento CRE es su gran
parecido a la secuencia consenso de respuesta al éster de forbol TPA (TRE) que es
TGAC%/cTCA, esta secuencia es el sitio de unién de las oncoproteinas Fos y Jun (Borelli

etal., 1992).

Promotor Secuencia Ubicacién

Somatostatina TGACGTCA -48/-41

c-fos TGACGTTT -66/-59
TGACGCAG -297/-290

Proencefalina TGACGCAG -86/-93

Tirosina hidroxilasa TGACGTCA -39/-46

Fibronectina TGACGTCA -173/-166

PEPCK TTACGTCA -83/-90

VIP TGACGTCT -70/-77

Hormona paratiroide TGACGTCA -68

Gonadotrofina a-coriénica TGACGTCA -117/-124 y -135/-142

c-jun TGACATCA -71/-64

jun-D TGAGCTCA -53/-46

GHF-1 TGACGTCA -200/-193
GTACGTCA -157/-150

Krox-20 CGACGTCA +248/+255

Ta-1 TGACGTCA TCR A enhancer 3’

LDH-A TGACGTCA -48/-41

A a (MHC II) TGACGTCA elemento “X-box”

IL-6 TGACGTCC -158/-165

Tirosina aminotransferasa CTGCGTCA -3651/-3644

TPA TGACATCA -114/-107

Receptor adrenérgico B GTACGTCA -57/-50

HTLV-ILTR TGACGACA -97/-90
TGACGTGT -196/-189
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TGACGTCT -2445/-238
HTLVV-II LTR TGACGATT -83/-76
TGACGTCC -176/-169
TGACGTCT -216/-209
BLV LTR TGACGGCA -125/-118
TGACGTCT -153/-160
E2A TGACGTAG -74/-67
E3 TGACGAAA -55/-62
E4 TGACGTAA -44/-51
TGACGATT -144/-137
TGACGTAA -168/-161
TGACGTAG -234/-227
TGACGTGG -266/-259

Tabla I.3: Secuencias CRE y de unién a ATF. (Foulkes and Sassone-Corsi, 1996)

B.3 Factores de transcripcion de respuesta a cAMP.

Los primeros experimentos de retardo de la movilidad en gel (EMSA) y “DNAsa
footprinting” utilizando un oligonucledtido conteniendo el elemento CRE y extractos
nucleares crudos de distintos tipos celulares, revelaron la union de tres proteinas
predominantes, que luego se caracterizaron siendo de 43, 68 y 120 KDa. Luego, se logré
purificar una proteina con actividad de uni6n a CRE (CREB) de 43 KDa por
cromatografia de afinidad utilizando la secuencia CRE, y se evalud su actividad en
experimentos de transcripcion in vitro, donde se vioé que estimulaba la expresion de un
fragmento de DNA conteniendo el promotor de somatostatina (Montminy and
Bilezikjian, 1987).

Posteriormente, rastreando varias bibliotecas de expresion con una sonda conteniendo
a CRE o al sitio de union de ATF, se purificaron al menos otras diez proteinas de unién
a estos sitios (Foulkes and Sassone-Corsi, 1996), observandose que presentan
caracteristicas en comun:

a) Todas comparten una region de dimerizaciéon/uniéon al DNA del tipo bZip,
compuesta por una estructura a-hélice enrrollada necesaria para la dimerizacion, y un
dominio adyacente basico conteniendo aproximadamente el 50% de los residuos

arginina o lisina necesario para el contacto directo con el DNA. El nimero de leucinas



en la zona “zipper” de siete repeticiones, varia de 4 a 6 y en algunos factores la leucina
del extremo C-terminal de esta estructura puede ser sustituida por histidina.

b) Fuera de la region bZip la homologia entre estas proteinas es muy baja, sin
embargo se pueden clasificar en subfamilias por ejemplo CREB/CREM (moduladores
de union a CRE), CRE-BP1, etc. (Foulkes et al 1992).

c) Los distintos factores son capaces de formar heterodimeros con otros miembros de
la superfamilia pero bajo ciertas restricciones. Existe un “cdédigo de dimerizacion”
dependiente de la estructura bZip de cada uno. Por ejemplo ATF1 puede dimerizarse
con CREB pero no con CREBP1 o ATF3 (Hoeffler et al., 1991). Se ha demostrado
también que algunos miembros son capaces de formar heterodimeros con Fos y Jun.
Mientras que el complejo Fos/Jun presenta una afinidad elevada por los elementos TRE
(elemento que responde a TPA), los heterodimeros entre Jun y ATF3, ATF4 y CREBP1
poseen mayor afinidad por ¢l elemento CRE (Hai and Curran, 1991). La posibilidad que
los factores puedan formar parejas diferentes aumenta la versatilidad de la respuesta
transcripcional frente a un estimulo.

d) Es frecuente hallar “splicing” alternativo en los factores bZip de unién a CRE. Se
ha descripto una familia de isoformas de mRNA de CREB formadas por este
mecanismo, aunque su funcion fisioldgica no se conoce en su totalidad (Meyer and
Habener, 1993). En el caso de CREM, se genera una gran familia de transcriptos entre
los cuales estda CREMzt un potente activador de estructura similar a CREB y cuya
expresion cs regulada durante la diferenciacion de las células germinales masculinas
(Foulkes and Sassone-Corsi, 1996).

e) Estos factores bZip tienen capacidad de activar o reprimir la transcripcion. De esta
manera mientras CREB, CREM<t y ATF1 median la activacion, las isoformas CREMa,
By, y las proteinas ICER estan involucradas en la represion génica como se discutira
mas adelante (Molina et al., 1993).

La sefial generada por el cAMP puede ser transducida por otros factores de
transcripcion como el factor AP-2, una proteina de 52 kDa que se une como dimero a la
secuencia 5> GCCNNNGGC 3’ (Williams and Tjian, 1991), y el factor NF-xB (Koh et
al.,, 1997). El elemento de unién a AP-2 se distingue sin embargo del CRE por su



capacidad de mediar tanto la respuesta a cAMP como la induccién de la transcripcion
por ésteres de forbol (Garcia et al., 1996).

También se ha reportado recientemente que el sitio consenso de unién del factor AP-1
5" TGA%/cTCA 3’ también llamado TRE (TPA response element), es capaz de mediar la
respuesta transcripcional a CAMP en células de ratéon L-M (Zhou et al., 1997).

El receptor huerfano de ligando HNF-4 (hepatocyte nuclear factor 4), juega un rol
trascendente en la regulacion de la expresion de genes hepaticos involucrados en los
metabolismos de la glucosa, colesterol y acidos grasos. Recientemente se ha demostrado
que la union de esta proteina a su sitio especifico del DNA es pausible de regulacion por
fosforilacion a través de la PKA (Viollet et al., 1997) que, como se discutira luego,

interviene en la mediacion de la respuesta a cAMP.

B.4 Mecanismos de activacion de genes que responden a cAMP.

Por analisis cuantitativo en extractos nucleares, se ha visto que CREB se expresa
aproximadamente en 50.000 moléculas por célula y que la mayoria esta unida a la
cromatina (Hagiwara et al., 1993). Distintas evidencias han demostrado que se requiere
la activacion de la PKA para estimular la transcripcion dependiente de cAMP. Por un
lado la linea celular PC12 mutante deficiente en PKA no es capaz de estimular la
expresion del gen reportero CAT (cloranfenicol acetiltransferasa) en transfecciones
transientes (Montminy et al., 1986). Ademas la expresion de PKI, un potente inhibidor
de PKA, suprime la respuesta a cAMP (Grove et al., 1987), y finalmente la
microinyeccion en fibroblastos de la subunidad C de la PKA es suficiente para inducir a
la construccién CRE-Bgalactosidasa en ausencia de cAMP (Riabowol et al., 1988).
Posteriormente por ensayos de fosforilacion in vitro de CREB y posterior analisis de los
fosfopéptidos, se demostro la presencia de un sitio consenso de fosforilaciéon para PKA.
Se determiné que en respuesta al estimulo maximo de cAMP, el 50% de la proteina
celular CREB es fosforilada por la PKA en su serina 133 (Montminy, M, 1997). Por
estudios de union de CREB al DNA, se ha demostrado que el evento de fosforilacion en
la serina 133 no altera la afinidad de la proteina al sitio consenso CRE (Hagiwara et al.,
1993). Por otro lado, la proteina de fusion GAL4 (dominio de unién al DNA) - CREB

(dominio de transactivacion) es inducible por PKA en ensayos de transfeccion transiente
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(Hagiwara et al., 1992). Por lo tanto se puede concluir que la fosforilacion de la serina
133 estimularia primariamente la transactivacion de CREB y no su actividad de unidn al
DNA, aunque este punto es controvertido. En las células no estimuladas con cAMP casi
no se detecta PKA en el nucleo, pero luego de la induccion, la subunidad C se trasloca
pasivamente al nicleo dentro de los 15-20 minutos posteriores, coincidiendo con el pico
de fosforilacion de CREB. La entrada de la subunidad C al nucleo es el paso limitante
en la transcripcion dependiente de cAMP (Montminy, 1997).

La Figura 1.4 muestra la estructura general de la familia CREB/ATF. 1.a posicion
relativa de los distintos dominios funcionales estd muy conservada. ElI dominio de
transactivacion consiste en dos regiones independientes (Lalli and Sassone-Corsi, 1994).
La region de fosforilacion (P-box) o dominio inducible por quinasas (KID) contiene la
serina 133 en CREB y 117 en CREM Yy varios otros sitios de fosforilacion para PKA,
PKC, p34°?, quinasa 3-glicégeno sintasa (GSK3) y quinasas de caseina I y II. Este
dominio representa la convergencia de distintas seiiales, por ejemplo la serina 117 del
CREM puede ser también fosforilada in vitro por PKC, Cam K (calmodulina quinasa) y
p34° siendo de relevancia también in vivo ya que tratamientos con forskolina, TPA o
el ionoforo de Ca** A23187 conducen a la fosforilacion de la ser 117 (de Groot et al.,
1993). El sistema de activacion por fosforilacion es sumamente complejo y no ha sido
aun descifrado totalmente. Se demostré que la quinasa p70 S6 (p70°°) fosforila y activa
a CREMrt (de Groot et al., 1994), y que una quinasa de proteinas dependiente de Ras
inducible por el factor de crecimiento neuronal (NGF) es capaz de fosforilar la serina
133 de CREB (Ginty et al, 1994). Estos resutlados refuerzan la posibilidad que estos
factores actien como integradores de los caminos de transduccion de distintas seiiales.

A pesar que la fosforilacién en la serina 133 es indispensable para la activaciéon de
CREB, no es suficiente para su completa actividad. La region acidica ubicada a
continuacién es importante para su funcién, especialmente el aspartico de la posicion
140 (Gonzalez et al., 1991).

También son importantes las regiones ricas en glutamina Q1 y Q2, en particular ésta
ultima. Dominios ricos en glutamina se han caracterizados en otros factores como AP-2
y Spl (Foulkes and Sassone-Corsi, 1996). Se cree que constituyen superficies por las

cuales el factor puede establecer contactos con otras proteinas de la maquinaria



transcripcional. En particular pareceria que la region Q2 estimula la transcripcién por
asociarse a un componente del factor TFIID llamado dTAF110. Dicha interaccion fue
detectada utilizando ensayos de afinidad con la proteina CREB retenida sobre una resina
conteniendo el oligonucledtido CRE, y también en experimentos de doble hibrido. Al
delecionar esta region Q2 , en experimentos in vivo, se observo una pérdida de la
induccion ejercida por PKA, r:velando la importancia de la formacion del complejo Q2-

TAF110 para la actividad de CREB (Ferreri et al., 1994; Montminy, 1997).
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Figura 1.4: Representacion esquematica de la familia CREB. En la parte inferior se observa la
secuencia aminoacidica de la region de fosforilacion. Las flechas indican las serinas y treoninas que
pueden ser fosforiladas por las quinasas indicadas, in vivo e in vitro. Las flechas no identificadas
son probables sitios de fosforilacion. (Foulkes and Sassone-Corsi, 1996).

Se pueden postular al menos dos mecanismos por los cuales la fosforilacion de CREB
altera su actividad: por modificacion alostérica o por modificacion del sitio activo. La
observacion de que la region de fosforilacion y la region Q2 son capaces de actuar
independientemente y que sinergizan la respuesta a PKA favorece la idea de que la

region P se asociaria a otro componente de la maquinaria transcripcional luego de



fosforilarse la serina 133. Por experimentos de seleccion por afinidad, analisis de “far
western blot” con una sonda marcada de CREB fosforilado en serina 133 y rastreo de
una biblioteca de expresion con la misma sonda, se identificé una proteina de unién a
CREB de 265 KDa (CBP) (Chrivia et al., 1993; Arias et al., 1994). CBP esta muy
emparentada a la proteina P300 de unidon a E1A y cumplen funciones muy similares
(Eckner et al.,, 1994; Arany et al., 1995). La interaccion entre CBP y CREB es
dependiente de la presencia de la serina 133 fosforilada y se ha demostrado que el
coactivador CBP interactiia con muchos otros factores de transcripcion, entre ellos con
el TFIIB y la RNA polimerasa II (Janknecht and Hubter, 1996), facilitando asi, por la
interaccion proteina-proteina, el acercamiento de la maquinaria de transcripcion basal.
La proteina CBP posee ademas actividad acetiltransferasa de histonas, relacionada

directamente con la activacion de la transcripcion (Pennisi, 1997).

B.5 Mecanismos de represion de genes que responden a cAMP.

La fase de atenuacion de la respuesta a cAMP se caracteriza por una disminucion en
la transcripcion de los genes implicados entre 4 y 6 horas luego del estimulo.Se ha
propuesto que el mecanismo que media la atenuacion es la defosforilacion de CREB por
la fosfatasa 1 (PP-1) (Hagiwara, et al., 1992), sin embargo otros investigadores han
demostrado que la fosfatasa 2 (PP-2) estaria también implicada (Wadzinski et al., 1993).

La fosfatasa PP-1 presenta varias isoformas distinguibles por la subunidad regulatoria
que determinan la localizacion y la especificidad de sustrato de la subunidad catalitica.
En el nicleo, PP-1 se halla unida a la cromatina en parte a través de su asociacion con el
inhibidor de PP-1 (NIPP-1) (Van Eynde et al., 1995). La PKA es capaz de fosforilar
NIPP-1 reduciendo de esta manera la afinidad de este inhibidor por la PP-1. Estos
resultados sugieren que el cAMP podria provocar la disociacion de la subunidad
regulatoria y activar a la PP-1 (Renouf et al., 1995).

Otro mecanismo de represion lo constituye la presencia de antagonistas constitutivos.
El descubrimiento del gen CREM y su patrén de expresion constituye un punto central
en la respuesta a cCAMP. En la Figura 1.5 se muestran las distintas proteinas represoras y
activadoras codificadas por el mismo gen. El promotor 1 dirige la expresion constitutiva

de todas las isoformas CREM que incorporan el exon de la regién de fosforilacion,
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mientras que el promotor 2 se induce fuertemente por el camino de transduccion de la
seflal del cAMP, y dirige la transcripcion de una familia de proteinas truncadas
conocidas como represores tempranos inducibles por cAMP (ICER) (Molina et al.,
1993; Sassone-Corsi, 1994).

La familia de proteinas CREM cumple un papel central en la respuesta nuclear a
cAMP, particularmente en el proceso de espermatogénesis y en la regulacion de los
ciclos circadianos regulados por la glandula pineal (Lamas and Sassone-Corsi, 1996,
1997). Las formas CREMa, B y y generadas por splicing alternativo, fueron las primeras
identificadas como antagonistas funcionales de CREB, presentan el dominio bZip y la
region P pero carecen de las regiones ricas en glutamina, de esta manera o bien se
unirian a CRE como homodimeros no activos o formarian heterodimeros con activadores

y los bloguearian (Foulkes and Sassone-Corsi, 1996).
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Figura L.5: Representacion esquematica del gen CREM vy los distintos activadores y represores
codificados. (Foulkes and Sassone-Corsi, 1996).
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De la expresion de este gen se obtiene una gran variabilidad dado que, ademas de
generarse distintos mRNA por splicing alternativo, también existen sefiales alternativas
de poliadenilacion, originandose transcriptos que difieren en su extremo 3°. Ademas
puede ocurrir el uso diferencial de sitios de iniciacién de la traduccién, dando como
resultado, aun del mismo mRNA, un activador y un represor. Tal es el caso de CREMTt,
que al usarse un AUG interno, puede generarse S-CREM que actia como represor
(Foulkes and Sassone-Corsi, 1996).

Los polipéptidos ICER contienen la region bZip de unién al DNA pero carecen del
dominio de transactivacion, de esta manera actian como represores debido a que pueden
unirse a las secuencias CRE e impedir la interaccion de activadores. Las distintas
isoformas descriptas en la Figura 1.5 se generan por splicing alternativo. Existen
evidencias que demuestran que el promotor P2 (de ICER) es negativamente regulado
por el mismo factor ICER, de esta manera ejerceria una autoregulacion negativa (Molina
et al.,, 1993). También se ha relacionado la expresion de ICER como un represor de la
apoptosis inducida por cCAMP en la linea celular IPC-81 (Ruchaud et al., 1997).

En la Figura 1.6 se esquematiza un cuadro conteniendo los distintos elementos

involucrados en la respuesta a cAMP.

K\OICEH P

[ T MR S

R P
CREM

Figura 1.6: Esquema resumiendo los factores involucrados en la respuesta a cAMP desde la
membrana plasmatica hasta el nicleo (Foulkes and Sassone-Corsi, 1996).




C) REGULACION DE LA EXPRESION GENICA POR GLUCOSA

C.1 Aspectos generales

La glucosa es un modulador de la expresion génica muy importante en todos los
organismos tanto procariontes como eucariontes. Sin embargo, los mecanismos
moleculares involucrados en la accién de la glucosa en la maquinaria transcripcional no
han sido aiin completamente dilucidados.

En los vertebrados, la glucosa puede actuar directamente, por si misma o por un
intermediario de su metabolismo, o indirectamente a través de la secrecion de hormonas
glucosa-dependientes como la insulina y el glucagon. El camino de transduccion de
sefiales seguido por la glucosa ha sido mejor definido dltimamente y se han descripto
elementos que responden especificamente a glucosa en varios genes de pancreas, higado
y tejido adiposo (Lemaigre and Rousseau, 1994; Vaulont and Kahn, 1994).

En pancreas el gen principal de respuesta a glucosa es la insulina (Mitanchez et al.,
1997); es sabido desde hace mucho que la biosintesis y secrecion de insulina depende de
la cantidad de glucosa circulante. Las células B del pancreas poseen un sistema sensor
de los niveles de glucosa. En una etapa inicial la estimulacién de la biosintesis de
insulina ocurre dentro de los 20 min de exposicion con glucosa e involucra una
regulacion traduccional del mRNA ya preexistente (Ashcroft, 1978).

La glucosa también ejerce regulacion transcripcional sobre el gen de insulina. El
promotor del gen de insulina es sumamente complejo y se han descripto numerosos
elementos en el DNA de union a factores de transcripcion (German, et al. 1994, 1995).
algunos de los cuales responden a glucosa, como el complejo nuclear especifico de
células B, C1 (Sharma and Stein, 1994), el IUF1 (insulin upstream factor 1), el IPF1
(insulin proximal factor 1) (MacFarlane et al., 1994), y el factor IEF 1 (insulin enhancer
factor 1) (Odagiri et al., 1996).

En cuanto a la regulacion de la secrecion de insulina dependiente de glucosa, existen
evidencias de que el ATP, a través de un canal de potasio ATP sensible, jugaria un rol
importante en la estimulacion de la secrecién de la hormona (Henquin, 1994).

Muchos de los genes implicados en caminos metabélicos son transcripcionalmente

activados por dietas ricas en hidratos de carbono. Sin embargo algunos de los estudios



llevados a cabo en animales normales o en animales diabéticos con suministro ex6geno
de insulina, no permiten una clara determinacion del rol que cumplen la glucosa o la
insulina separadamente sobre la estimulacion génica glucosa dependiente. La
discriminacién de ambos efectos puede realizarse en cultivos celulares establecidos o en

cultivos primarios donde el ambiente nutricional pueda ser estrictamente controlado.

GENES REGULADOS POR GLUCOSA
Glucdlisis
= Glucoquinasa de higado
= Fosfofructoquinasa-1B
= Fructosa 6-fosfato 2-quinasa/fructosa 2,6- bifosfatasa (PFK-2)
= Aldolasa B
= Piruvato quinasa (tipo L)
= Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)

Biosintesis de acidos grasos

= ATP citrato liasa

= Acetil CoA carboxilasa

= Acido graso sintasa

=> Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
= 6-fosfogluconato deshidrogenasa
= Enzima malica (NADPH)

Sintesis y transporte de triglicéridos
= Acetil CoA sintasa (cadena larga)
= Glicerol-3-fosfato acetiltransferasa
= Apolipoproteina E

= Stearoil-CoA desaturasa I

Otros

= 5.4kb
= Spot 14
= Glut2
= Insulina

Tabla 1.4: Ejemplos de genes regulados por glucosa.

C.2 Regulacidn transcripcional de genes que responden a glucosa en higado

La entrada de glucosa en los hepatocitos se realiza mediante difusion facilitada a

través del transportador Glut2. La expresion de esta proteina es regulada por glucosa a



nivel transcripcional (Ferrer et al., 1993). En el promotor murino de Glut2 se determind
que la region -338 a +49 es responsable del efecto regulador de la glucosa, esto sugiere
que ¢l promotor contiene elementos que reponden a glucosa pero éstos no han sido atin
identificados (Rencurel et al., 1996).

Dentro de la célula, la glucosa es rapidamente transformada en glucosa 6-fosfato (G6-
P) por la glucoquinasa, cuya transcripcion en higado es activada por insulina y reprimida
por glucagon. La G6-P puede luego ser almacenada como glucégeno o metabolizada en
el ciclo de las pentosas fosfato o en el camino glicolitico de Embden-Meyerhof.

La pregunta que muchos investigadores se formularon, es acerca de cual es el
metabolito intracelular, intermediario de las diversas vias en que la glucosa interviene,
responsable del efecto transcripcional ejercido por la misma. Se ha determinado en
adipocitos que el andlogo de glucosa 2-deoxiglucosa (es capaz de fosforilarse a 2-
deoxiglucosa 6-fosfato pero no es capaz de ser metabolizado por el camino de Embden-
Meyerhof) tiene efecto activador de la expresion de los genes de Acetil CoA carboxilasa
(Foufelle et al., 1992). Sin embargo, esto no significa que la induccién observada sea un
efecto directamente mediado por la misma 2-deoxiglucosa 6-fosfato. Mas ain, a pesar
que la isomerizacion en fructosa 6-fosfato es imposible, se ha reportado que la 2-
deoxiglucosa 6-fosfato puede entrar en el camino de las pentosas fosfato y ser
metabolizada en un intermediario decarboxilado (Jenkins et al., 1986). Por otro lado, se
sabe que el azucar xilitol es metabolizado a xilulosa 5-fosfato, un intermediario de la
rama no oxidativa del camino de las pentosas fosfato. En transfecciones transientes de
células de hepatoma que responden a glucosa mhAT3F, se ha determinado que la
presencia de xilitol en baja concentracion (C.5 mM), induce la expresion del gen
reportero CAT controlado por un fragmento promotor de 183 pb del gen de la L-piruvato
quinasa (L-PK), al mismo nivel que 20 mM de glucosa, sin alterar los niveles
intracelulares de G6-P (Doiron et al., 1996). En este mismo reporte, se determiné que
los efectos de glucosa y xilitol sobre el promotor de la L-PK requieren la presencia de
los elementos GIRE (elemento de respuesta a glucosa) intactos, y que dichas acciones no
son aditivas. También que la presencia de 5 mM de xilitol induce la acumulacion del
mRNA de la L-PK aiin en ausencia de insulina, y que no es necesaria la activacion del

gen de glucoquinasa dependiente de insulina. En otro reporte, Nishimura y Uyeda



(1995), han demostrado que la xilulosa S-fosfato es capaz de estimular a la proteina
fosfatasa 2A. Todos estos resultados refuerzan la hipétesis que el efecto de glucosa sobre
el gen de la L-PK estaria mediado por la rama no oxidativa del camino de las pentosas
fosfato a través probablemente de la xilulosa 5-fosfato. Esta, podria luego activar a una
ifosfatasa o a una quinasa y desencadenar una cascada de fosforilacion/defosforilacion
que llevaria a la activacion del complejo de respuesta a glucosa ensamblado en el GIRE

del gen de la L-PK, y de otros genes que responden a glucosa.

C.3 Elementos de respuesta a glucosa (GIRE) y proteinas de unién

El primer GIRE responsable de la regulaciéon dependiente de glucosa fue ubicado en
el promotor del gen de la L-PK. En este gen la zona promotora minima necesaria para
dar respucsta a hidratos de carbono y hormonas se suscribe a 183 pb. En esta region se
encuentran los elementos actuantes en cis denominados, de 3’ a 5’ luego de la TATA
box, la secuencia L1 sitio de unién para el factor HNF1 (hepatic nuclear factor 1), la L2
para el factor nuclear 1 (NF1), la L3 sitio de unidn para el factor hepatico 4 (HNF4) y
para NF1 y la secuencia L4 de unién a proteinas USF (upstream stimulatory factor)
(Cuif et al.,, 1992; Yamada et al., 1997). A través de experimentos de transfeccién
transiente en cultivos primarios de hepatocitos y por estudios en ratones transgénicos, se
determiné que la secuencia L4 es la responsable de conferir, al promotor de la L-PK,
inducibilidad por glucosa. Esta secuencia es necesaria ademas para que se evidencie el
efecto negativo del glucagon y cAMP. Asi el GIRE es a la vez un elemento de respuesta
positiva para glucosa y de respuesta negativa para cAMP (CRE negativo). De esta
manera el GIRE puede ser también considerado un silenciador cuya accién negativa es
estimulada en ausencia de glucosa o en presencia de cAMP o glucagon (Diaz Guerra et
al., 1993; Cuifet al., 1993).

El GIRE de la L-PK consiste en dos secuencias E imperfectas CACGGG separadas
por 5 pb, éstas difieren de la secuencia MLTF/USF s6lo en un nucleétido (CACGTG).
Ambas secuencias L4 E son indispensables para la actividad GIRE (Mitanchez et al.,
1997).

El GIRE de la L-PK es muy parecido funcionalmente al elemento que responde a
carbohidratos ChoRE descripto en la region promotora del gen S14 (Shih and Towle,
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1992). Este promotor contiene entre los nucle6tidos -1432 y -1441 una secuencia
consenso E ACCACGTGAG.

La caracteristica principal de estos elementos GIRE/ChoRE de unién a USF es que
no son elementos de respuesta a glucosa por si mismos, sino que es necesaria la
arquitectura especial de dos de estos elementos separados por 5 pb. Cualquier
inactivacion de uno de los sitios MLTF/USF o la modificacion de la longitud (aunque no
se varie la naturaleza de las bases) de las 5 pb espaciadoras, resulta en una pérdida
absoluta de la respuesta a glucosa (Miquerol et al., 1996). Sin embargo parece no existir
una correlacion entre la afinidad de los elementos GIRE/ChoRE por los factores de
transcripcion MLTF/USF, dado que mutantes con muy baja afinidad permanecen
activos en mediar la respuesta a glucosa (Kaytor et al., 1997).

Recientemente se ha investigado otro elemento de respuesta a glucosa en el promotor
del gen de la acetil CoA carboxilasa. El mismo esta ubicado entre los nucleétidos -340 y
-249 y contiene dos secuencias ricas en GC ubicadas “downstream” de dos secuencias E
CACGTC (Daniel and Kim, 1996).

Las secuencias GIRE/ChoRE de los genes de L-PK y de S14 son diferentes de las
secuencias E del gen de insulina. Mientras que estas ultimas se unen a proteinas de la
familia b-HLH (basic helix-loop-helix), las de unién a elementos GIRE/ChoRE son
factores de transcripcion de la familia b-HLH-LZ (bHLH leucine zipper), las que se
caracterizan por poseer un segundo dominio de dimerizacion en el extremo C-terminal.
Ademas de los factores USF, esta familia incluye al producto del oncogen c-myc y a su
compaiiera Max, las proteinas de uni6n a enhacers de inmunoglobulinas TFE3, TFEB,
TFEC, y una proteina similar a USF denominada FIC que interacciona con Fos. Todas
éstas son capaces de formar homo o heterodimeros especialmente con subunidades USF
(Baxevanis and Vinson, 1993; Viollet et al., 1996). Estos factores se expresan
ubicuamente y su abundancia no esta regulada por la dieta u hormonas. Sin embargo
esto no invalida su posible rol en la regulacion transcripcional ejercida por la glucosa
dado que se han observado en experimentos de “footprinting” in vivo, que
modificaciones en la dieta que provocan una alteracion de la transcripcion del gen de L-
PK, no producen variacion alguna en los complejos unidos a las secuencias L4. Podria

suceder que la respuesta a glucosa desencadenara modificaciones postraduccionales de



los complejos asociados a los elementos L4, como por ejemplo eventos de
fosforilacion/defosforilacion (Hunter and Karin, 1992).

Los factores USF no poseen sitios de fosforilacion para la PKA. Pueden ser
fosforilados in vivo por quinasas activadas por mitdgenos, aunque el efecto de
transactivacion no es modificado en mas de dos veces, lo cual deja dudas sotre su
significancia fisiolégica. Finalmente, podria ser que las proteinas b-HLH-LZ unidas al
GIRE sirvan como factores transcripcionales de anclaje a proteinas que son reguladas
por glucosa.

Por otro lado, transfectando células de hepatoma glucosa sensibles con vectores de
expresion para la proteina USF nativa o mutada, se ha observado que la sobreexpresion
de la proteina USF nativa produce una estimulacion del gen L-PK ain en ausencia de
glucosa. La sobreexpresion de mutantes negativas carentes, ya sea del dominio de
transactivacion o del dominio de unién al DNA, produce una incapacidad de dicho gen
de responder a glucosa. Estas ultimas mutantes son interesantes: dado que la proteina
truncada puede dimerizar con proteinas USF endégenas pero no unirse al GIRE, de esta

manera secuestraria proteina USF (Lefrancois-Martinez et al., 1995).

D) REGULACION DE LA EXPRESION GENICA MEDIADA POR LA
QUINASA DE PROTEINAS C.

D.1 Aspectos estructurales de la familia de la PKC.

La familia de las serin-treoninquinasas dependientes de fosfolipidos y Ca?* como
originariamente se las denomindé es muy heterogénea y se la conoce familia de las
quinasas de proteinas C (PKC). Actualmente se la divide en tres grupos dependiendo del
cofactor que requieran para su accion y de su estructura. Las PKC convencionales (a, p
y ) requieren fosfatidilserina, un lipido de membrana, Ca** y diacilglicerol (DAG) o
ésteres de forbol. El subgrupo de las PKC noveles (5, €, | y o) requieren solamente
DAG o ésteres de forbol, de manera similar a la quinasa de proteinas D y a PKCu que

tienen dominios de transmembrana y dominios de homologia a la plectrina y que son
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activadas por DAG en ausencia de Ca*". Las PKC atipicas (£ y 1) no requieren ni Ca **
ni DAG para desarrollar su maxima actividad (Newton, 1997).

En cuanto a su estructura, la familia de las PKC comparte una alta similitud con la
familia Raf, especialmente en el dominio regulatorio. Como se observa en la Figura 1.7
estas proteinas poseen un dominio regulatorioc N-terminal que contiene la region de
pseudosustrato (se hard refcrencia mas adelante), una zona Cl rica en cisteinas
responsable de la union de DAG y ésteres de forbol, y en el caso de las isoformas a, B y
v, una zona denominada C2 de interaccién con los fosfolipidos dependiente de Ca**. Se
ha sugerido que en este dominio reside la propiedad de especificidad diferencial entre
los distintos miembros de la familia. La proteina se contintia luego en una region flexible
que separa el dominio regulatorio del dominio catalitico C-terminal donde se encuentran

los sitios de union al sustrato y al ATP (Jaken, 1996).
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Figura 1.7: Dominios estructurales de la familia PKC. Se muestran las distintas isoformas de
PKC divididas en cuatro grupos: convencional, novel, atipica y PKCpu. Se indican las regiones
variables (V) y las conservadas (C) entre isoformas, también los motivos ricos en cisteinas y el sitio
de unién del ATP (Liu, 1995).




D.2 Mecanismos de activacion de PKC.

La activacion de las PKC convencionales ha sido la mas estudiada e involucra
interacciones complejas con los activadores. Por un lado se requiere la asociacion de la
enzima a través del dominio C2 con los fosfolipidos de la membrana plasmatica,
principalmente fosfatidil serina, al cual se une por interacciones electrostaticas (Newton,
1996). La interaccion es cooperativa y se incrementa en presencia de Ca®* en forma
dosis dependiente, ¢l cual forma un puente entre la quinasa y el lipido 4cido (Liu et al.,
1994). La quinasa se activa luego por asociacion con DAG formando un complejo
cuaternario de enzima, DAG, Ca’* y fosfolipido 4cido en relaciéon 1:1:1:4. El DAG
incrementa la afinidad de la quinasa por el fosfolipido disminuyendo los requerimientos
de Ca®* a los niveles fisiologicos (menor a 1 pM). En ausencia de DAG, la PKC sélo es
activada cuando la concentracion de Ca®>* aumenta 100 veces.

La secuencia de pseudosustrato de la PKC en estado inactivo permanece
enmascarando al sitio activo, se postula que en presencia de Ca’* la unién de fosfatidil
serina y DAG al dominio regulatorio N-terminal produce un cambio conformacional
reversible que desplaza esta secuencia y al quedar expuesto el sitio activo la enzima es
capaz de acceder a su sustrato (Parker, 1994). Otras evidencias argumentan que el
cambio conformacional ejercido sobre la PKC expone la arginina 19 de la region de
pseudosustrato que es proteolizada produciéndose una disociaciéon de la regioén
inhibitoria N-terminal del dominio catalitico C-terminal (Orr and Newton, 1994). Sin
embargo, la protedlisis es un aspecto controvertido en la activacion fisiolégica de la
PKC. No esta claro si la degradacién proteolitica es el medio de detener la actividad
quinasa o si es la manera de liberar el fragmento catalitico al citoplasma y posiblemente
a otros compartimentos celulares, y de esta manera actuar como una quinasa constitutiva
independiente de activadores (Liu, 1996). Esta ultima posibilidad estd apoyada por la
observacion que la PKCa mutante que carece del dominio regulatorio, expresada en
células COS, es capaz de ser selectivamente translocada al nicleo (James and Olson,
1992).

El segundo mensajero DAG se produce de manera transiente por la hidrélisis del
fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP,) al estimularse los receptores y luego se degrada

rapidamente. Esta reaccion es catalizada por la fosfolipasa C y resulta en la liberacién de



cantidades equimolares de myo-inositol-D-1,4,5-trifosfato (IP;). El IP; es capaz de
unirse al receptor especifico de los calciosomas y producir la liberacion de Ca?*
(Zidovetzki and Lester, 1992). Se han descripto tres isoformas de fosfolipasa C, B,y y 3,
siendo la B activada a través de receptores acoplados a proteinas G y la y por asociacién
a receptores con actividad tirosinquinasa (Spiegel et al., 1996). Existen evidencias que el
DAG puede ser originado por otras fuentes distintas a la hidrdlisis de fosfatidil inositol e
incluyen la ruptura de la fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y de otros fosfolipidos
conteniendo inositol. Estas reacciones son catalizadas por otras formas de la fosfolipasa
C y por la fosfolipasa D produciendo ademas acido fosfatidico que puede convertirse en
DAG por la fosfohidrolasa (Kiss, 1996).

Grandes cantidades de DAG se forman rapidamente luego de la estimulacion de
receptores por ejemplo en pancreas por colecitoquinina, bombesina, acido colinérgico;
en plaquetas por trombina; en hepatocitos por arginina, vasopresina, epinefrina,
angiotensina II y en células pituitarias por la hormona liberadora de tirotropina (Liu,
1996).

Los ésteres de forbol, promotores de tumores, como el 12-miristato 13-acetato (TPA),
posee una estructura molecular muy parecida al DAG de manera que pueden activar a la
PKC directamente tanto in vivo como in vitro. Al igual que DAG, los ésteres de forbol
aumentan la afinidad de la PKC por el Ca® resultando en potentes activadores a
concentraciones fisiologicas de Ca>*, ademas se metabolizan lentamente y permanecen
en los tejidos, provocando una activacién prolongada de la PKC. Por otro lado, inducen
irreversiblemente la inserciéon de la PKC en vesiculas fosfolipidicas lo que causa
posiblemente una distorsion de la membrana (Zhang et al., 1995).

La PKC también puede ser activada por los fosfoinositidos PI, foasfatidilinositol 4-
fosfato (PIP), PIP,, y PIP; en presencia de Ca’" y fosfatidilserina, cuya afinidad y
potencia activadora se incrementa con el estado de fosforilacién. Sin embargo, en
ausencia de cationes bivalentes, estos fosfoinositidos producen una inactivacién
irreversible de la PKC (Newton, 1995). La activacion por PI(3,4)P, y PIP; es
particularmente interesante porque son los productos de catilisis de la PI-3 quinasa y
actian como segundos mensajeros especificos de las PKC noveles y no sobre las PKC

convencionales (Toker and Cantley, 1997). La PI-3 quinasa es capaz de activarse por



asociacion a través de un dominio SH2 (de homologia a Src-2), a dominios de receptores
de factores de crecimiento activados por fosforilacién en residuos tirosina, y se la ha
encontrado también en nicleo (Lu et al., 1998). De esta manera las distintas isoformas
de PKC son capaces de mediar seiiales intracelulares originales por distintas vias.

Ademas, todas las PKC convencionales pueden ser activadas por acidos grasos
insaturados incluyendo el araquidénico, oleico y linoleico. Estos derivan de la ruptura de
lipidos de la membrana catalizada por la fosfolipasa A,, presentando un efecto
sinergistico con los diacilgliceroles sobre la activacion de la PKC (Goldberg and
Zidovetzki, 1998). También se ha observado estimulacion de PKC a, vy y € por la
vitamina D; y de PKC( por ceramidas (Slater, et al. 1995).

En la Figura 1.8 se observa un esquema representativo de los distintos mecanismos de

activacion de la PKC.
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Figura 1.8: Esquema representativo de los mecanismos de activacién de PKC. Las explicaciones se
realizan en el texto.




Todas estas observaciones sugieren que los miembros de la familia PKC responden
diferencialmente a las distintas combinaciones de lipidos de la membrana y de esta
manera el patrén de activacion de las isoformas es susceptible en los distintos tipos

celulares a variaciones en la localizacion celular, duracion y tipo de estimulo.

D.3 Regulacién de la PKC

La PKC es regulada por diversos mecanismos que son ejercidos a distintos niveles, el
primero que analizaremos es el de localizacion celular. La PKC recién sintetizada se
halla asociada a componentes del citoesqueleto de manera lipido-independiente, esta
forma precursora de la enzima es inactiva y posee una migracion electroforética de 4
KDa menor que la forma madura. La liberacion al citosol esta regulada por eventos de
fosforilacion, el primero seria realizado por otra quinasa en la treonina 500 de la regién
de activacion permitiendo, esta carga negativa, alinear correctamente los residuos
necesarios para la catdlisis cuya consecuencia seria una autofosferilacion de la PKC en
el residuo treonina 641. La enzima, luego, es nuevamente autofosforilada en el residuo
serina 660 resultando en la liberacion al citosol (Keranen et al., 1995). En el citosol la
PKC interactia con proteinas de anclaje. En su estado inactivo puede unirse a la
AKAP79, que como ya se ha descripto anteriormente se une también a la PKA y a
calcineurina; se supone que la interaccion con DAG o Ca®* liberaria a la PKC de este
complejo (Newton, 1996). La AKAP79 podria funcionar ademds como sustrato y efector
de las quinasas y fosfatasas ancladas (Dell’ Acqua, et al., 1998).

Luego de la activacion de la PKC se observa una redistribucion celular de la enzima.
Es aceptado que la activacion lleva a una translocacion de la proteina citosélica a la
membrana celular, donde ademas de interaccionar con los fosfolipidos, la enzima se
asocia a proteinas de anclaje denominadas RACKSs (receptores de PKC activada). Estas
proteinas de anclaje serian especificas para las distintas isoformas y les conferirian la
ubicacion cercana a sus sustratos (Mochly-Rosen, 1995). Existen evidencias que algunas
isoformas de PKC son translocadas al nucleo, por ejemplo, el tratamiento con ésteres de
forbol o briostatina de células 3T3 induce la translocacién de la PKCa a la membrana

nuclear donde fosforila a las lamininas A, B y C, mientras que en las células HL-60 el
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tratamiento con briostatina, y no con ésteres de forbol, induce la traslocacion al nicleo
de la PKCBII y no de la PKCa (Olson et al., 1995).

Otro mecanismo de regulacion de la PKC es el de retroalimentacion negativa ejercida
a distintos niveles incluyendo los receptores, fosfolipasas, y sobre la misma PKC. La
PKC es capaz de regular negativamente la actividad de la PLC disminuyendo la
produccion de DAG y de IV; (Eldar et al., 1993), y positivamente la actividad de la
fosfolipasa D, de esta manera activaria la hidrdlisis de fosfatidilcolina (Singer et al.,
1997).

Otro mecanismo importante es el demominado “down-regulation” o deplecién que se
evidencia frente a una estimulacion sostenida con ésteres de forbol. Este mecanismo,
que aun no ha sido completamente aclarado, involucra la desaparicion de la PKC
aunque no involucraria una disminucién en su sintesis. Se cree que es debido,
principalmente a un aumento en la velocidad de degradacion de la enzima (Liu, 1996).
Este concepto se ha visto reforzado por las evidencias presentadas usando inhibidores de
proteasas. Estos son capaces de inhibir el proceso de deplecion (Oliver and Parker,
1992). Se sabe que la unién de la PKC activa a la membrana produce cambios
conformacionales por los cuales expone sitios de clivaje a proteasas (Orr and Newton,
1994).

Se ha reportado la accién de otros componentes sobre la regulacién negativa de las
distintas isoformas de la PKC, por ejemplo los lisoesfingolipidos, proteinas de unién a
Ca** como la calmodulina y la troponina C, la anexina V, especies reactivas de oxigeno,
interferon B, cAMP, cGMP, etc. También se ha descripto la presencia de proteinas
inhibitorias especificas de PKC como el inhibidor de PKC 1 y la proteina 14-3-3 (Liu,
1996).

D.4 Modulacién de la expresion génica por PKC

Se postulan varias hipétesis acerca de como la PKC, una vez que es activada,
transmite la informacién al nucleo. Unas argumentan que la PKC permanece en el
citoplasma y causa efectos sobre la transcripcion de manera indirecta y otras implican un

papel directo de regulacién en el nicleo. Ambos tipos de efectos no son excluyentes.



Por un lado esta completamente demostrado que la PKC es capaz de fosforilar otras
quinasas y desencadenar una cascada de activacion incluyendo a Ras, Raf-1 y las
quinasas activadas por mitégenos (MAPKKK, MAPKK, MAPK) (Buchner, 1995). La
PKC fosforila inicialmente a Raf-1 en los residuos serina 497 y 619 y estimula su
actividad quinasa sobre MAPKK que luego fosforila a otras proteinas transductoras
citosdlicas como la quinasa S6, la MAPK y la fosfolipasa A2 y a factores de
transcripcion nucleares como c-Myc y Jun en el proceso requerido para el crecimiento y
la diferenciacion celular (Liu, 1996). Por ejemplo, células CHO que sobreexpresan la
isoforma PKCa o § presentan, luego de la estimulacidon con ésteres de forbol, una
activacion prolongada de las MAP quinasas con un arresto de la division celular en la
fase G,/M (Watanabe et al., 1992).

Otra forma de accion consiste en fosforilar proteinas citosélicas que funcionen como
anclaje de factores de transcripcion. Tal es el caso de NFkB, factor heterodimérico
(p50/p65) que en ausencia de sefial es retenido en el citoplasma a través de la
interaccién con su inhibidor, la proteina IxkB. La fosforilacion de este inhibidor por la
PKC y por otras quinasas, inducen a una inactivacion seguida de una rapida degradacién
de IkB, liberando a p50/p65 que se trasloca al nicleo donde es transcripcionalmente
activa (Koh et al., 1997).

La PKC ademas de fosforilar productos protoncogénicos como el p46-erbA es capaz
de inducir su expresion como en el caso de c-fos (Messina et al.,, 1992). Los genes
inducibles por ésteres de forbol como el TPA poseen, en sus secuencias promotoras 5°,
sitios especificos de union a factores regulatorios denominados elementos TRE (TPA
response element) a los que se pueden unir los complejos AP-1, AP-2 y AP-3. El
complejo AP-1 esta formado por homodimeros de Jun o heterodimeros de Jun y Fos,
siendo la secuencia de reconocimiento en el DNA (5’ TGA®/cTCA 3’) muy similar a la
secuencia CRE descripta anteriormente. Para el factor AP-1, parte de la regulacién
consiste en la induccion de la expresion de los genes fos y jun, y parte consiste en
modificaciones postraduccionales de las proteinas ya sintetizadas. De éstas, la mas
conocida es la fosforilacion de c-Jun en cinco sitios regulatorios, tres de ellos
involucrados en la interacciéon con el DNA y dos con el dominio de transactivacion

(Karin, 1994). Estos sitios son fosforilados de forma especifica principalmente por la



quinasa de caseina II, por la ERK (quinasa regulada por seflales extracelulares) y por la
JNK (quinasa del N-terminal de c-Jun), siendo estas dos ultimas miembros de la familia
de las quinasas MAP (Lin et al, 1992; Chou et al., 1992; Dérijard et al., 1994). Por otro
lado, se ha demostrado que la activacion de PKC produce una defosforilacion de Jun
ejercida por una fosfatasa dependiente de PKC activa que favorece la unién del factor al
DNA (Boyle et al., 1991). Como se puede apreciar, existe una intrincada red de eventos
de fosforilacion que comunica a las distintas vias de transduccion de seiiales.

En la Figura 1.9 se esquematiza un resumen de los distintos mecanismos involucrados

en la transduccion de la sefial al ntcleo.
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Figura 1.9: Esquema de la interrelacion de distintas vias de transduccion de sefiales en las que se
encuentra involucrada la PKC (Nishizuka, 1995)

En cuanto a la regulacion que la PKC ejerceria directamente en el nicleo también se
conciben distintas posibilidades. Una es que la enzima se trasloque al nucleo luege de la
activacion en el citoplasma, otra contempla el hecho de que la PKC migre al nucleo de
forma inactiva y luego alli sea activada por seilales generadas en el citoplasma y la
tercera se solapa con la ultima pero difiere en que las seflales serian generadas en el
mismo nucleo. Existen evidencias experimentales para las posibilidades descriptas no

siendo excluyentes sobre la fosforilacion de distintos sustratos (Butchner, 1995).
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E) ENTRECRUZAMIENTO DE SENALES MEDIADAS POR PKA Y PKC

En este apartado se dara énfasis a la interrelacion entre los patrones de transduccion
de seiiales originadas por estimulos extracelulares que involucran a la PKA y PKC.
Resumiendo lo descripto, la coneccion entre estos caminos ocurre a diversos niveles:

a) Receptores de membrana: los estimulos son captados por proteinas receptoras que

para la via de estimulacidon de la PKA, estan acoplados a proteina G. Se describié que
algunos de estos mismos receptores podrian desencadenar a través de la activacion de la
PLC la via de activacion de la PKC (Liu, 1996).

b) Localizacién celular: se ha discutido la presencia de proteinas ancladoras, cuya
funcion principal seria localizar a las enzimas quinasas cerca de sus sustratos
otorgandoles especificidad a las distintas isoformas. Ademas ejercerian una funcién
regulatoria. Ejemplo de esto es la AKAP79 que interacciona con PKA, calcineurina,
PKC y fosfatasa PP-2B (Faux and Scott, 1996).

¢) Fosforilacion de transductores de la seiial: en este caso, las interrelaciones son

sumamente complejas, existiendo una red de fosforilaciones y de sustratos compartidos
entre las dos casacadas de fosforilacién. Por ejemplo mientras que la PKC activa por
fosforilacion a Raf-1 la PKA ejerce un efecto negativo sobre esta quinasa por
fosforilacion de residuos serina especificos (Nishizuka, 1995).

d) Defosforilaciéon de factores transductores de la sefial: la actividad de las fosfatasas

esta estrictamente regulada actuando de manera concertada las mismas fosfatasas en los
distintos caminos de transduccion (Hunter, 1995).

e) Factores de transcripcion: se ha encontrado promiscuidad entre factores del grupo
de bZip, dentro de la familia de factores ATF. El ATF2 es capaz de formar
heterodimeros con Jun, de esta manera se entrecruza un factor de unién a CRE que con
Jun es capaz de unirse al elemento de unién de AP-1.

f) Elementos presentes en cis: la secuencia de reconocimiento de factores que

responden a cAMP, CRE es muy parecida al elemento de uniéon AP-1 que media la
respuesta por ésteres de forbol. También se ha descripto el elemento AP-2 al cual se

unen factores que responden a seiiales mediadas por PKA y por PKC (Buchner, 1995).
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Capitulo 3: Regulacion de la 8-aminolevulinato sintetasa

A) ACCION CATALITICA

La enzima mitocondrial §-aminolevulinato sintetasa (succinil CoA: glicina C-succinil
tansferasa (EC 2.3.1.37)) cataliza el primer paso en la biosintesis del hemo y es el
principal punto de control de este camino (May et al., 1995). La reaccion consiste en la
condensacion de glicina y succinil-CoA para producir acido aminolevulinico (ALA),
coenzima A y diéxido de carbono (Ferreira and Gong, 1995). La enzima ALA-S
funciona como un homodimero y el sitio activo reside en la interfase entre las
subunidades, requiriéndose para la catalisis res:duos de ambas (Tan et al., 1995).

La forma activa requiere de 5’ fosfato de piridoxal como cofactor. La reaccion
enzimatica catalizada por la ALA-S comienza con la unidn del fosfato de piridoxal a la
superficie de la enzima a través de un grupo SH del sitio activo y la formacion de una
base de Schiff carbanionica con una lisina (Lisina 313 de la ALA-S eritroide murina)
(Ferreira et al., 1993). Por estudios de mutagénesis sitio dirigida se determiné que, en la
interaccion del cofactor con la enzima, es imnportante la presencia de una secuencia
consenso rica en glicina (GXGXXG) conservada en todas las ALA-S conocidas y en
muchas de las enzimas dependientes de fosfato de piridoxal (Gong et al., 1996).
También seria importante la cercania de un residuo aspartico que estabilizaria la forma
protonada del cofactor (Gong et al., 1998). Luego la reaccién procede con la unién del
grupo a-carboxilato de la glicina con la arginina 439 (en la ALA-S eritroide murina)
(Tan et al., 1998). El carbono electrofilico del carbonilo en la succinil CoA reacciona
entonces con el carbanidn, liberando CoA y produciendo acido a-amino-B-cetoadipico
que es decarboxilado para dar ALA (Ferreira and Gong, 1995). En la figura 1.10 se
muestra el sitio activo de ALA-S y la conformacién propuesta de los residuos
involucrados, como asi también una representaciéon esquematica de la reaccion

catalizada.
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Figura 1.10: Representacién esquematica de la posible interaccion de las subunidades en el sitio
activo (A) y de la reaccion catalizada (B). (Tan et al., 1998).

B) ESTRUCTURA GENICA DE ALA-S

Existen dos isoformas de la enzima AL A-S codificadas por genes diferentes ubicados
en distintos cromosomas (Bishop et al., 1990). La isoenzima ALA-S-N es la forma
constitutiva, se expresa en todos los tejidos problablemente para el suministro de hemo
requerido por las enzimas respiratorias como los citocromos y otras hemoproteinas. La
segunda isoenzima, ALLA-S-E es una proteina que se expresa especificamente en células
eritroides cuya sintesis es aumentada marcadamente durante la eritropoyesis cuando es
necesaria para afrontar el consumo de hemo demandado por la hemoglobina (Kappas et

al., 1995).
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Los genes de ALA-S-N y ALA-S-E han sido aislados de diversas especies mostrando
una organizacion de exones e intrones similar (Surinya et al., 1997).

El gen de ALA-S-E conticne once exones y diez intrones expandidos en 22 kpb en el
cromosoma X. El primer exon de la ALA-S-E de pollo es no codificante y muestra alta
homologia con los de ratéon y humano. Cuando se transcribe a RNA, la secuencia
correspondiente al primer exén adopta una configuracion de apareamiento de bases con
nucledtidos del exén 2 formando una horquilla muy estable de estructura similar al
elemento de respuesta a hierro de la ferritina (Lim et al., 1994). El primer intrén en la
ALA-S-E humana corresponde a 6 kpb seguido por el exén 2 que codifica para la zona
amino terminal conteniendo el péptido sefial necesario para la localizacién de la proteina
en la matriz mitocondrial. Los exones 3 v 4 codifican la porcién N-terminal de la
proteina madura, mientras que del 5 al 11, tanto en humanos como en pollo, esta
contenida la informacién para la regién C-terminal altamente conservada de
aproximadamente 440 aminoacidos. Esta region esta muy relacionada a la ALA-S de
bacterias sugiriendo que corresponderia a la porcidn catalitica de la enzima (Conboy et
al., 1992). En el mismo reporte se observd que el exon 4 presenta “splicing” alternativo
en humanos pero no en ratén o perro, no habiéndose establecido cual es la funcién
fisioldgica de este evento.

El gen de ALA-S-N de pollo es de aproximadamente 6.9 kpb, conteniendo diez
exones y nueve intrones de longitud variable (Maguire et al., 1986). En rata presenta
once exones ocupando mas de 14 kpb (Yomogida et al., 1993). En humanos este gen se
ha mapeado por anilisis de hibridos somaticos utilizando PCR y se ubica en la banda
cromosomica 3p21.1 (Cotter et al., 1995).

En la Figura I.11 se muestra la organizacion génica comparativa entre ALA-S-E de
raton y ALA-S-N de pollo y rata.

El mRNA de ALA-S-N de rata presenta un tamaiio molecular de 2.3 kb, originando a
la enzima preALA-S-N de 71.000 Da aproximadamente, lo cual coincide con la
determinacion de peso molecular realizada por electroforesis con SDS. Su secuencia
aminoacidica es clivada entre los residuos glutaminas 56 y 57 en el procesamiento de
entrada a la mitocondria, generandose la forma madura de alrededor de 65.000 Da

(Yamamoto et al., 1988).
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Figura I.11: La organizacion de ALA-S-N y E es altamente conservada. (Yomogida et al., 1993)

Si bien, no existen diferencias mayores en la organizacion génica de la porcion
transcribible de los genes de ALA-S-E y ALA-S-N, excepto en los primeros exones, la
region promotora de ambos genes difieren sustancialmente. En el caso del promotor de
ALA-S-E se han encontrado, ademas de las secuencias consenso TATA en la posicion -
27 y CCAAT en la posicion -87, secuencias de unién a factores de transcripcion
especificos de células eritriodes como GATA-1, NF-E2, Ets y EKLF o proteinas de
union a CACCC (Orkin, 1995). En la Figura 1.12 se esquematiza la secuencia
promotora hasta -140 del gen ALA-S-E.

Por experimentos de retardo en gel electroforético se demostré que el factor GATA-1
se une a la secuencia -100 y -124. La unién de este factor y de EKLF incrementan la
transcripcion del gen reportero en ensayos de transfeccion de células COS y K562,
mientras que por estudios de mutagénesis se determind que la secuencia de unién a NF-
E2 es prescindible en la induccion de la expresion del gen (Surinya et al., 1997).

La estructura de las secuencia promotora del gen de ALA-S-N de rata fue descripta
por dos grupos casi simultaneamente (Yomogida et al., 1993; Braidotti et al., 1993). En

ambos trabajos se describe la ubicacion de la secuencia consenso TATA a -30 pb. Una
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caracteristica comun con otros genes constitutivos es su alto contenido de G+C (59%) en

la posicion de -479 a +1 (Leonardsson, 1997).

-140 GATA-1 Ets GATA-1
GGCTACTTTGGGTTITATC T TAGCARGGAAGGGACITGRGATACE TTTG
‘_.
-91 CCAAT ) CACCC NF-E2
JGGCCAATISCAGGGCCAGGCCGGCAGAAGGCAEGGTGGGTGGEGE TGAG
o ———

-42
TATA-like |
TCAGAGGAGAAGGGATAAATFCCAGGTCCTAACCCAAGTACC CACCTGT

+1

+8
CATTCGTTCGTCCTCAGTGCAGGGCAACAG

Figura 1.12: Esquema representativo de la zona promotora del gen de ALA-S-E humano. Se
muestran las secuencias de unién a distintos factores indicados en el texto (Surinya et al., 1997).

Se describen también varios sitios de union a la proteina NRF-1 (nuclear respiratory
factor 1), factor de transcripcion que actiia en general regulando la expresion de genes
de proteinas mitocondriales, y cuya secuencia de union al DNA es 5’
T/cGCGCA"/:GCGC*5 3’ (Chau et al., 1992). En el promotor de ALA-S-N de rata
existen dos de estas secuencias ubicadas de -59 a -47 y de -88 a -76 pb. Mediante
ensayos in vitro de retardo de la movilidad en gel electroforético con oligonucledtidos
correspondientes a esas zonas, se evidencié la formacion de un complejo DNA-proteina,
presentando mayor afinidad la secuencia -59. El factor involucrado seria el NRF-1 que
se uniria a esos sitios de manera especifica (Braidotti et al., 1993).

Mediante ensayos ex vivo de transfeccion transiente de células COS con distintas
construcciones conteniendo a ambos, uno de ellos o ninguno de los sitios de unién al
factor NRF-1 y el gen reportero CAT (Figura 1.13), se demostré que es necesaria la
integridad de ambos sitios para la expresion del gen. La ausencia del sitio ubicado a -88
pb produce una disminucién drastica de la actividad promotora de esta region (Braidotti

et al., 1993).
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Figura 1.13: Efecto de las mutaciones de los sitios a NRF-1 en la actividad promotora del gen de
ALA-S-N de rata en presencia y ausencia del intron uno (Braidotti et al., 1993).

En esa misma figura se muestran experimentos donde se analizé la importancia de la
presencia del intron 1 del gel de AL A-S-N sobre la expresion del gen reportero CAT.
Estos autores demostraron con éstos y otros resultados que la presencia del intrén 1 (+81
a +891) incrementa la actividad transcripcional de CAT, lo cual indicaria que en esta
region se localizarian elementos que activarian la expresién de ALA-S.

También se han encontrado por analisis de la secuencia promotora, mas alejadas
hacia el 5°, un elemento de unidén al factor Octl (-402 pb) y una secuencia CCAAT (-

330 pb), pero no han sido aun caracterizados.

C) REGULACION DE ALA-S

La biosintesis del hemo es un camino metabdlico esencial para los organismos
aerdbicos, por lo tanto, un bloqueo completo de su formacion resultaria en una lesién
fatal para éstos. La produccion de hemo esta regulada y modulada eficientemente de

modo de proveer la cantidad requerida para la sintesis de las hemoproteinas, siendo las
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mas abundantes en el higado los citocromos P-450. El control primario en este camino
se ejerce sobre la enzima ALA-S, en el primer paso metabdlico, siendo éste el limitante
de toda la via (May et al., 1986). Se analizaran a continuacion los distintos moduladores
de ALA-S.

C.1 Regulacion ejercida por hemo

La enzima ALA-S hepdtica esta sujeta a un control de retroalimentacion (“feedback”)
negativo ejercido por el producto final: el hemo. Este hecho fue descripto inicialmente
en bacterias (Burnham, 1968), y luego confirmado en organismos superiores (Granick
and Beale, 1978), utilizdindose la administraciéon de hemo como terapia de la porfiria
aguda (Tenhumen and Mustajoki, 1998). Varios investigadores han desarrollado la
hipétesis sobre la existencia de un pool regulatorio de hemo, el que seria responsable del
control de retroalimentacion negativo (Granick, 1966; Srivastava et al., 1990). Se
postula que los hepatocitos contienen una baja, pero critica, concentracion de pool de
hemo que sensa los requerimientos de hemo de la célula. Cuando los hepatocitos
requieren hemo, por ejemplo luego de la exposicion a algun inductor de los citocromos
P-450, el pool de hemo regulatorio se depleta y la actividad de la ALA-S incrementa
(Sinclair and Granick, 1975; Cable et al., 1996). Por otro lado, si el contenido de hemo
del pool regulatorio es excesivo, la enzima hemoxigenasa, la reguladora de la
degradacion de hemo, se induce produciendo una disminucién de dicho pool (Srivastava
et al, 1993). Cominmente, la concentracion requerida de hemo para inducir la
hemoxigenasa es superior a la necesaria para inhibir a la ALA-S (May and Bawden,
1989).

El hemo podria ejercer una accion regulatoria de su propia sintesis sobre la ALA-S:
a) inhibiendo la actividad enzimatica, b) inhibiendo la transferencia de la ALA-S
citosdlica a la mitocondria, c) inhibiendo la sintesis de la proteina, d) regulando los
niveles del mRNA de ALA-S.

a) Accion del hemo sobre la actividad de 1la ALA-S: La inhibicién de la actividad
enzimatica de ALA-S por hemo fue observada sélo en preparaciones parcialmente
purificadas y con concentraciones de hemo entre 10* y 10° M, siendo éstas muy

superiores a la presente en la mitocondria (May et al., 1986), indicando que este



mecanismo de inhibicién por producto, no es importante, fisiolégicamente, en la
regulacion del hemo hepatico.

b) Inhibicién de la traslocacion de la ALLA-S a la mitocondria: La sintesis de la ALA-
S se realiza en los polirribosomas citoplasmaticos. Los primeros estudios acerca de la
accion del hemo sobre el transporte mitocondrial de la ALA-S fueron realizados por
Hayashi y col. quienes observaron que cuando se inyecta hemina a ratas tratadas con
AlA, el nivel de ALA-S en citosol se incrementaba mientras que decrecia el nivel de la
enzima mitocondrial (Hayashi et al., 1972). Se determiné en un sistema experimental in
vitro en higado de pollo que tanto el transporte como el procesamiento del precursor
citosdlico es inhibido por concentraciones de hemina tan bajas como 3 uM (Hayashi et
al., 1983).

Posteriormente se identificé en la secuencia del precursor de ALA-S-E un motivo de
aminoacidos repetido tres veces denominado HRM (heme regulatory motif), el cual
estaria involucrado en la inhibicién, mediada por hemo, de la entrada de la proteina a la
mitocondria. La insercién de esta secuencia en la proteina ornitina transcarbamilasa,
enzima mitocondrial no regulada por hemo, fue suficiente para conferirle inhibicién por
hemo del transporte a la mitocondria (Lathrop and Timko, 1993). Una secuencia muy
similar a ésta fue encontrada en el factor de transcripcion HAP1 repetida seis veces entre
los residuos 245 y 440. Esta proteina activa en levaduras la expresion de genes de
citocromos en respuesta a oxigeno/hemo (Zhang and Guarente, 1994). El dominio de
union a hemo se ubica cercano al dominio de unién al DNA, y reprime la transcripcion
en ausencia de hemo por la formacién de un complejo estable con un represor. La
presencia de hemo produce la disociacién de cste complejo promoviendo la unién del
factor al DNA y la transcripcion (Zhang and Guarente, 1995).

c¢) Efecto de hemo sobre la traduccion: El control de la sintesis de ALA-S a nivel
traduccional fue sugerido por Kikuchi y col. (Hayashi et al., 1980). Luego, por
experimentos de traduccién in vitro del mRNA de ALA-S con el sistema de reticulocitos
de conejos, se observd que la sintesis de ALA-S era inhibida en presencia de hemina
(Yamamoto et al.,, 1983), pero no se ha confirmado totalmente si este efecto es
especifico o se refiere a un efecto generalizado sobre la traduccién de proteinas.

Recientemente se ha reportado que el hemo inhibe la biosintesis de ALA-S-E en
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reticulocitos humanos y, aunque no se ha determinado el mecanismo en su totalidad,
aparentemente es independiente de la regulacion ejercida por el hierro (Smith and Cox,
1997).

En los tltimos afios se ha hecho evidente que el hemo ejerce una funcién efectora que
puede regular diversos procesos biologicos entre ellos la traduccion de proteinas. Esta
accion es llevada a cabo por la inhibicién de la fosforilacion de la subunidad a del factor
de iniciacion de la traduccidén 2 (elF-2a). Cuando esta proteina se encuentra fosforilada
aumenta su afinidad por el factor elF-2B secuestrandolo y, siendo que éste es limitante,
la sintesis de proteinas se detiene (Rhoads, 1993).

Hasta el momento se han determinado dos quinasas del factor elF-2a, la quinasa
dependiente de RNA doble cadena PKR y la quinasa regulada por hemo HRI. Esta
ultima se activa en condiciones de deplecién de hemo en células eritroides (Chen and
London, 1995). Se ha determinado que la unién de hemina a HRI no sélo inhibe la
autofosforilacion y la fosforilacion de elF-2a, sino que también favorece la formacion de
puentes disulfuro entre subunidades HRI impidiendo la asociacion de esta quinasa con
la proteina chaperona Hsp70 (Gross et al., 1994). La interaccion del hemo con HRI se
realizaria a través de secuencias HRM presentes en el sitio catalitico, similares a las
descriptas en el punto anterior (Zhang and Guarente, 1995).

d) Efectos del hemo a nivel transcripcional y postranscripcional: La hip6tesis de que
el hemo altera la transcripcidn del gen de ALA-S comenzoé con los trabajos de Granick
en 1966, quien demostré que la induccién de ALA-S por diversas sustancias requiere de
la sintesis de novo de la proteina y es impedida por la presencia de inhibidores de la
transcipcion mitomicina C y actinomicina D (Granick, 1966). Se propuso un mecanismo
general para la regulacién e induccion de ALA-S basado en el modelo de represion,
donde el hemo reprimiria la transcripcion del gen. Posteriormente se logré clonar el
cDNA del gen de ALA-S y utilizarlo como sonda, permitiendo de esta manera, realizar
mediciones de los niveles de mRNA de ALA-S y determinar su vida media. En el
trabajo de Higara y col (Yamamoto et al., 1988), se propone que el hemo ejerceria
represion a nivel transcripcional sobre el gen de ALA-S, dado que observaron que la
disminucion del nivel del mRNA de ALA-S era el mismo en presencia de hemo que con

el agregado de actinomicina D, no observando un efecto aditivo de ambos inhibidores.



Otros investigadores, sin embargo, proponen que el principal punto de regulacién
ejercida por el hemo sobre la ALA-S es a nivel postranscripcional. Se ha reportado que
el hemo disminuye la estabilidad del mRNA de ALA-S en hepatocitos de embriones de
pollo (Hamilton et al., 1991). A través de mediciones del mRNA de ALA-S por ensayos
de hibridizacién en solucion, se determind su vida media con a-amanitina, en presencia
o en ausencia de hemo. Estos ensayos han revelado que el hemo produce un aumento en
la tasa de degradacion de dicho mensajero (Drew and Ades, 1989). Este modelo se ha
visto apoyado por los resultados reportados posteriormente, donde al utilizar inhibidores
de la biosintesis del hemo, acido 4,6-dioxoheptanoico o desferroxamina, se incrementé
marcadamente la estabilidad del mRNA de ALA-S, siendo esta accion revertida por Ia
adicion de hemina 10 um (Cable et al., 1996).

C.2 Regulacion ejercida por fenobarbital

El fenobarbital es un compuesto lipofilico que, como se ha analizado en el capitulo 1,
produce una induccién de la transcripcion de algunos miembros de la familia de los
citocromos P-450, es decir que induce la formacién de apocitocromo. Como también se
discutid, los apocitocromos se asocian a hemo para formar la holoenzima activa siendo
en higado las hemoproteinas mas abundantes.

Por otro lado se sabe que la administraciéon de un gran nimero de sustancias, entre
ellas el fenobarbital produce un incremento en la actividad de la enzima ALA-S
(Granick, 1966; Cénepa et al., 1985a).

Se han postulado dos teorias sobre la accion inductora del fenobarbital sobre ALA-S.
La teoria clasica argumenta a favor de un efecto indirecto ejercido por el fenobarbital a
través de la induccién del citocromo P-450. De esta manera, al formarse mas cantidad de
apocitocromo P-450 se consumiria una mayor cantidad de hemo, disminuyendo asi la
concentracion de hemo del pool regulador lo cual induciria a la ALA-S de acuerdo a los
mecanismos que se han tratado en el apartado anterior sobre la accion de hemo sobre la
regulacion de ALA-S (Yamamoto et al., 1988; Srivastava et al., 1990).

La segunda teoria apoya la hipotesis que el fenobarbital ejerceria su efecto
directamente sobre la induccion de ALA-S (Hamilton et al., 1991; Dogra et al., 1993).

Estos autores observaron que tanto los mensajeros del citocromo P-450 como de ALA-S



se incrementan rapida y simultincamente luego de la adicion del compuesto
porfirinogénico a la suspension hepatica. Ademas el agregado de cicloheximida no
afecta a la induccién del mRNA de ALA-S mediada por este compuesto indicando, de
esta manera, que no es necesaria la sintesis del apocitocromo para la induccion de ALA-
S. (Hamilton et al., 1988). Mas ain, la presencia de inhibidores de la biosintesis del
hemo sélo producen pequerios aumentos en el nivel del mRNA de ALA-S, aunque si
tienen un efecto marcadamente inductor de los citocromos P-450 (Ryan and Ades,
1989).

Todas estas evidencias han demostrado que, al menos en higado de embriones de
pollo, las drogas porfirinogénicas pueden actuar directamente aumentando la tasa de
transcripcién del gen de ALA-S, y que no es necesario gue disminuyan los niveles de
hemo intracelular para que esta induccion tenga lugar. Ademas, afirman que el hemo
regula la expresion de ALA-S disminuyendo la estabilidad de su mensajero, como se
hizo referencia en el apartado anterior.

Seria posible, sin embargo, que la induccién del citocromo P-450 pudiera llevar a una
disminucioén del hemo libre posterior a una primera induccién de la transcripcién de
ALA-S, y que esta disminucion de hemo contribuyera a prolongar los niveles inducidos

de ALA-S e incrementara la continuidad de su actividad (Mackie et al., 1991).

C.3 Regulacidn ejercida por cAMP

Desde hace tiempo, se han estudiado los efectos del cAMP sobre la enzima ALA-S,
sin embargo los primeros resultados registrados en la literatura son contradictorios, ya
que varian desde la ausencia total de efecto hasta acciones activadoras o inhibidoras.

Kim y Kikuchi (1972; 1974), estudiaron el efecto, in vivo del cAMP y del dibutiril
cAMP sobre ALA-S de rata inducida por AIA, encontrando una disminucién de ALA-S
mitocondrial y total por administracion de estos nucleétidos ciclicos. Estos autores
sugirieron que el cAMP ejerceria sus efectos impidiendo la transferencia de la forma
citosolica a las mitocondrias, ya sea por inhibicion del transporte o maduracion. De este
modo, los niveles hepaticos de cAMP podrian regular la sintesis de hemo de un modo

similar a éste (Yamamoto et al., 1982).



Por otro lado Bonkowsky y col (1973) en higado de rata, al igual que Sasa y Kappas
(1977) en cultivos de hepatocitos de embriones de pollo, no pudieron encontrar ningin
efecto del cAMP sobre ALA-S.

Trabajando con suspensiones de hepatocitos de embriones de pollo, Srivastava y col
(1979) demostraron que si bien el cAMP no modificaba los niveles basales de ALA-S,
era necesario para que se manifestara la induccion de esta enzima por AlA, asi el cAMP
ejerceria un efecto permisivo sobre la induccion de ALA-S.

Giger y Meyer (1981), en cultivos de hepatocitos de embriones de pollo, encontraron
un efecto potenciador del dibutiril cAMP sobre la induccién de ALA-S por fenobarbital.
En este mismo sistema, Marks y col (Stephens et al., 1978) estudiando el efecto de
agentes moduladores de los niveles intracelulares de cAMP, como adrenalina, teofilina y
aloxano, observaron una correlacidon positiva entre aumento de cAMP e induccion de
ALA-S por AIA y disminucién de cAMP con inhibiciéon de ALA-S.

Posteriormente, trabajos realizados por Grinstein y col (Céanepa et al., 1984) han
demostrado que la presencia de dibutiril cAMP en cultivos primarios de hepatocitos de
rata, produce una potenciacion de las actividades de las enzimas ALA-S y ferroquelatasa
inducidas por fenobarbital. Estos autores también estudiaron la regulacion por
fenobarbital y cAMP en hepatocitos de ratas con diabetes experimental. Han demostrado
que si bien las actividades basales de las enzimas ALA-S y ferroquelatasa en los
hepatocitos diabéticos no difieren de las actividades determinadas en los hepatocitos
normales, la induccion ejercida por fenobarbital en aquellos es mucho mayor que en
éstos ultimos (Canepa et al., 1985a). Sin embargo el mecanismo molecular por el cual el
cAMP produce un aumento en la actividad de la enzima ALA-S no ha sido aun
aclarado.

Por otro lado el cAMP en hepatocitos diabéticos no produce una potenciacién de la
induccion mediada por fenobarbital, posiblemente debido a que en este estado los
hepatocitos presentan concentraciones elevadas de cAMP preexistentes a la induccién

(Edwards and Elliot, 1974; Canepa et al., 1985a).
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C.4 Regulacion ejercida por glucosa

En 1964, Tschudy y col. demostraron que la induccién de la ALA-S en higado de
mamiferos podia ser prevenida por una ingestion elevada de glucosa o una dieta rica en
hidratos de carbono. Otra observacion importante fue que la inducciéon de ALA-S por
administracion de algunos compuestos porfirinogénicos, era mayor en animales
ayunados que en los no ayunados. Este efecto fue denominado “efecto glucosa”, por su
similitud con lo que ya habia sido descripto en bacterias.

También se ha reportado que la administracion de glucosa a pacientes con porfiria
hepatica precipitada por compuestos quimicos, produce una marcada mejoria clinica de
la patologia. Este efecto terapéutico esta relacionado con la observacién que en ratones y
en embriones de pollo, la glucosa ejerce un efecto inhibitorio de la induccion mediada
por AIA de la actividad de ALA-S (Kim and Kikuchi, 1974).

La accion de la glucosa podria involucrar la inhibicién de la secrecion del glucagon
lo que conduciria a un descenso de los niveles hepaticos de cAMP (Kioussis et al.,
1978). Sin embargo, Giger y Meyer (1981) observaron que la adicién de glucosa a
cultivos de hepatocitos de embriones de pollo, provocaba una disminuciéon de la
induccion de ALA-S y citocromo P-450 mediada por fenobarbital, en ausencia de
factores extrahepaticos como suero u hormonas.

Bonkovsky y col (1973) han concluido de sus resultados que el efecto glucosa se
deberia a una represion de ALA-S mediada por dicho glicido o por la glucosa-6-P.
Otros autores han confirmado estos resultados.

En hepatocitos de rata, se ha demostrado que la glucosa inhibe la induccién de la
actividad de ALA-S por AIA y fenobarbital (Canepa et al., 1984, 1985a). No se observo
este efecto inhibitorio cuando estos experimentos fueron realizados en hepatocitos
provenientes de ratas con diabetes experimental (Canepa et al., 1985b).

Reportes de Scott y Edwards (1985) también informan que la induccién de ALA-S
por AIA era bloqueada por el agregado de glucosa a hepatocitos de rata y que este efecto
podia ser revertido por agregado de cCAMP. De este modo sugirieron que el efecto
glucosa podria estar mediado por una disminucién de los niveles intrahepdticos de

cAMP.
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C.S5 Regulacion ejercida por hormonas

El papel de las hormonas peptidicas insulina y glucagon en la regulacion de la
biosintesis del hemo ha sido ampliamente estudiado aunque los resultados presentados
son contradictorios.

Granick y col. (1975) informaron que la insulina en concentraciones fisioldgicas,
causa un incremento en la biosintesis de porfirinas, inducida por AIA, en hepatocitos de
embiones de pollo. Similares resultados fueron obtenidos por Sassa y Kappas (1977).

Por otra parte, Kim y Kikuchi (1974) encontraron que la induccion de ALA-S
mediada por AIA era significativamente reducida en higado de rata cuando glucagon o
insulina se administraban junto al inductor. Sin embargo no observaron cambios cuando
estas drogas se inyectaban 2 horas después del AIA. Dichos autores atribuyeron los
efectos de insulina y glucagon a un aumento del pool de hemo regulatorio por inhibicién
de la hemoxigenasa.

De acuerdo a otros resultados (Stephens et al., 1978), el glucagon aumenta la sintesis
de porfirinas inducida por AIA en células de higado de pollo.

Se sabe que el glucagon estimula la adenilil ciclasa hepatica aumentando los niveles
intracelulares de cAMP y que la insulina antagoniza el incremento de cAMP causado
por el glucagon. Asi, se ha sugerido, (Marks et al., 1979) que el efecto de estas
hormonas peptidicas sobre la biosintesis del hemo dependeria de la relacién en la que se
encuentran dentro de la célula y se ejerceria a través del cAMP.

Estudios recientes han demostrado que la insulina ejerce un efecto inhibitorio sobre el
mRNA de ALA-S. Este efecto seria ejercido a nivel transcripcional sin alterar la vida
media de dicho mensajero (Scassa et al., 1998 en prensa).

Las hormonas esteroides son otro de los factores fisiologicos que influencian la
actividad de ALLA-S hepitica. Se han descripto un gran nimero de sustancias naturales
que producen un aumento en la sintesis de porfirinas como los esteroides reducidos en
C-19 y C-21, incluyendo matabolitos derivados de las transformaciones de hormonas
gonadales y adrenocorticales y de intermediarios en la sintesis de acidos biliares (Moore
and Hift, 1997). Sin embargo los mecanismos moleculares de la accion de estos compuestos

sobre la ALLA-S no han sido aun aclarados.
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1. Materiales

Trizma base, seroalbumina bovina, azul tripan, colagenasa (tipo 1), hialuronidasa (tipo I-
S),N‘,Oz-dibutiril adenosina 3'-5' monofosfato ciclico, 8-(4-clorofeniltio)-cAMP, 8-(6-
aminohexil)amino-cAMP, N° benzoil cAMP, oligo dT-celulosa, adenosina 5'-trifosfato (sal
dipotasica), DL-ditiotreitol, espermidina (trihidrocloruro), agarosa, etilen glicol-bis (beta
aminoetiléter) N,N'-tetraacético (EGTA), films autorradiograficos, bromuro de etidio,
acrilamida, bis acrilamida, medio HAM F12, medio minimo esencial Eagle, buffer Hepes,
extracto de levadura, peptona, agar, ortonitrofenilgalactopirandésido (ONPG), butiril CoA,
marcador de peso molecular fago A, deoxinucleétidos, estaurosporina, actinomicina D,
aloxano, imidazol, forskolina, glucagon, adrenalina, cicloheximida, 12-O-tetradecanoilforbol
13 acetato, 1,2-dioctanoil-sn-glicerol, 4a-forbol 12,13 diacetato, calfostin C, DNA de
esperma de salmén, solucién de Denhardt, glioxal , fueron adquiridos a Sigma Chemical Co,

St. Louis, Mo. El isotiocianato de guanidina se comprd a Bethesda Research Laboratories,
Maryland. L-[4,5->’H(N)] leucina (act. esp. 60 Ci/mol; 1 Ci= 37 GBq), [a-"’P}dCTP (act.

esp. 3000 Ci/mmol), [y->*P]JdATP (act. esp. 6000 Ci/mmol) y cloramfenicol *H (act. esp.
60 Ci/mmol) se compraron a New England Nuclear, Dupont Co. Wilmington, DE. El kit
para la medicion de cAMP se obtuvo de Amersham International, Amersham UK. y los
anticuerpos de cabra anti inmunoglobulinas de conejo unidos a un soporte sélido, de Bio Rad
Laboratories Richmond, C.A. Los componentes del medio de cultivo para células HepG2
(aminoacidos no esenciales, anfotericina, penicilina-estreptomicina, suero fetal bovino),
tripsina, enzimas de restriccion, ligasa, kit de marcacion por “random primers” conteniendo
fragmento Klenow, T, polinucledtido quinasa, Taq DNA polimerasa fueron comprados a
GIBCO BRL. El kit de maxipreparacion plasmidica Wizard, fue adquirido en Promega.

Todos los otros reactivos quimicos usados son de grado analitico.
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2. Cultivos primarios de hepatocitos de rata

A) ANIMALES UTILIZADOS-OBTENCION DEL HiGADO

Se utilizaron ratas albinas chbb THOM entre 200-300 g de peso, provenientes del bioterio
de la FCEN. Los animales fueron mantenidos en condiciones estandarizadas de luz (entre
6.30 y 18.30) y temperatura (21-22°C) y sc ayunaron durante 24 horas antes de su
utilizacién. Las ratas fueron decapitadas e inmediatamente, se les extrajo el higado que se

lavé dos veces con NaCl 0.9%, y se cort6 con bisturi en trozos de 0.5-1 mm de espesor.

B) INDUCCION DE DIABETES EXPERIMENTAL

El estado diabético experimental en ratas fue inducido por la administracién intravenosa
de una sola dosis de estreptozotocina (65 mg/kg de peso). La droga fue preparada en el
momento de ser utilizada en buffer citrato 0.05 M. Las inyecciones se realizaron en la vena
de la cola en un volumen de 0.3 a 0.4 ml (Bitar and Weiner, 1983). Los animales control
recibieron, de la misma manera, buffer citrato. Los animales fueron sacrificados a los 15 dias
de haber sido inyectados. Para determinar el estado diabético de las ratas se realiz6 la
determinacion de glucosa en sangre, tomando como criterio de diabetes aquellas que
presentaran valores por encima de 250 mg de glucosa por ml. Otros factores para determinar
el estado diabético fueron descriptos anteriormente (Canepa et al., 1985). Se encontré que

aproximadamente el 70% de las ratas inyectadas resultaron diabéticas.

C) DETERMINACION DE GLUCOSA
La determinacion de glucosa en sangre fue realizada por el método de Dubowski (1962),

basado en la reaccion con o-toluidina. El control rutinario, semicuantitativo de la glucosa en
sangre de los animales, fue determinado por tiras reactivas Dextrostix, con una gota de

sangre de la cola.

D) PREPARACION DE HEPATOCITOS
Los hepatocitos fueron obtenidos de acuerdo al método de Fry y col. (1976), segin se

detalla a continuacién. Los trozos de higado se incubaron durante diez minutos a 37°C con
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agitacion de 60 oscilaciones/minuto en 20 ml de PBS (buffer fosfato; libre de glucosa, Mg**
y Ca®* (pH 7.4)). Esta solucién contiene por litro NaCl 8000 mg, KC1 200 mg, KH,PO, 200
mg y Na,HPO, 140 mg. Todas las incubaciones posteriores se realizaron en estas mismas
condiciones de temperatura y de agitacion. Se desheché luego el sobrenadante y se repiti6
una vez mas este lavado, incubandose luego dos veces durante 10 minutos con 20 ml. de
PBS conteniendo EGTA 190 mg/l. La presencia de EGTA en la solucion facilita la
dispersién no enzimética de las células hepaticas, debido a la extraccion del Ca®** que
produce un cambio irreversible en el factor de adhesion de la membrana plasmatica. A
continuacion se realiz6é un nuevo lavado con PBS, durante 10 minutos, y posteriormente se
incubé durante 60 minutos con 20 ml.de solucion balanceada de Hank contiendo las enzimas
dispersantes de células (solucién balanceada de Hank libre de glucosa, Mg?* y Ca®* a pH 7.4
conteniendo por cada litro: NaCl 8000 mg, KCl 400 mg, KH,PO, 60 mg, Na,HPO, 50 mg,
NaHCO; 840 mg, rojo fenol 10 mg, CaCl, 550 mg, colagenasa 500 mg, e hialuronidasa
1000 mg). El sobrenadante resultante fue filtrado a través de tres capas de gasa de algodon y
centrifugado a 500 x g por 5 minutos, lavandose luego el pellet celular dos veces con PBS.
Finalmente los hepatocitos obtenidos se resuspendieron en medio HAM F12 sin glucosa pH
7.4.

E) DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS Y DE SU VIABILIDAD

Para la determinacion de la viabilidad celular se utilizé el método de exclusion del azul

tripan, basado en que las células que conservan intacta la membrana plasmatica excluyen los
colorantes tales como el azul tripan, nigrosina y eosina (Paul, 1970). Para ello se colocaron
50 ul de la suspension de hepatocitos en 1 ml de PBS y 0.2 ml de la solucién de azul tripan
al 0.4 % (conteniendo 0.4 g de azul tripan, 0.81 g de NaCl, 0.06 g de K;HPO,y 0.05 g de
metil-p-hidroxibenzoato en 100 ml de agua y ajustando luego el pH a 7.4). Una gota de la
suspension asi obtenida se colocé en el borde de una camara de Neubauer.

La observacion de las células se realizé en microscopio 6ptico con un aumento de 40X
entre los 4 y los 8 minutos del agregado del colorante. De este modo la tincién del nicleo de
la célula se consider6 como un dafio en la membrana celular y determino la no viabilidad de

la célula.
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El conteo de células se realiz6 en los cuatro cuadrados grandes de las esquinas de la
camara y el numero de células totales por ml y el porcentaje de viabilidad se calculé por las

siguientes formulas:

Célulassml=Nx 1/4x 1000 x 25 x 10
% de viabilidad = células no tefiidas x 100

células totales

F) INCUBACION DE LOS HEPATOCITOS

Las células resuspendidas en medio HAM F12 se incubaron en un baiio termostatico con
agitacion de 60 oscilaciones/min a 37°C durante el tiempo indicado en cada experimento.
Las distinuas drogas agregadas se disolvieron segin se detalla a continuacion. Fenobarbital,
dibutirit cAMP, 8-(4-clorofeniltio)-cAMP, 8-(6-aminohexil)amino-cAMP, N° benzoil
cAMP, glucosa, aloxano, imidazol, forskolina, glucagon, adrenalina y actinomicina D, se
disolvieron en HAM F12 en una concentracion no inferior a 100X de lo utilizado en cada
caso. TPA, DOG, estaurosporina, calfostin C, 4a-forbol 12,13-diacetato, se disolvieron en
DMSO en una concentracion no inferior a 1000X de lo utilizado en cada caso.

Cada droga fue utilizada en una concentracion ya sea determinada por ensayos de curvas
a distintas concentraciones, o por datos obtenidos de trabajos previos de acuerdo a como se
indicara en cada caso en particular. Al cabo del tiempo de incubacion, descripto en cada
experimento, las muestras se centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos y el pellet celular se
lavé dos veces con PBS. Las células asi obtenidas se conservaron a -20°. En todos los

ensayos se incubo en las mismas condiciones una fraccion control sin el agregado de drogas.

G) DETERMINACION DE PROTEINAS
La determinacion de proteinas en los extractos celulares de hepatocitos se realizé por el

método de Lowry y colaboradores (1951).

H) MEDICION DEL NIVEL DE cAMP ENDOGENO
La cuantificacion de cAMP intracelular se determind por el método de Tovey y col.

(1974). El método se basa en la competencia entre el cAMP endégeno frio y cAMP tritiado



Materiales y Métodos 64

por una proteina que posee alta afinidad por el cAMP. La cantidad de complejo proteina-
cAMP marcado, esta inversamente relacionado con la concentraciéon de cCAMP presente en la
muestra. En primer lugar se realiz6 una curva patrén dosando un rango de 1 a 16 pmoles de
cAMP estandard. Las muestras de los extractos celulares, obtenidos segin se detallo
anteriormente para la obtencion de RNA total, se trataron de igual manera, mezclando 50 pl
de buffer Tris 0.05 M, pH 7.5, EDTA 4 mM, con 50 pl de [8-’H] cAMP (0.9 pmoles), 50 ul
de la muestra incdognita y 100 pl de la proteina de unidén, y enfridndolas a 4°C durante 2
horas. Luego se agregaron 100 pl de una suspension de carbon activado, se mezcld y se
centrifugé rapidamente. Finalmente se midié la radiactividad en alicuotas de 200 pl del
sobrenadante. Del grafico Co/Cx versus concentraciohn de cAMP, donde Co son las cpm en
ausencia de cCAMP frio y Cx son las cpm pera cada punto de la curva patrén, se pudo
calcular la concentracion de cAMP de las muestras incognitas, expresada en pmoles/mg de

proteina.

3. Obtencién de RNA

A) PURIFICACION DEL RNA TOTAL
El RNA fue obtenido por el método de Chomczynsky y Sacchi (1987). Este método se
uso tanto en tejido hepatico, para estandarizar el método, como en hepatocitos. Partiendo de

500 mg de tejido o su equivalente en células (75-100 x10° células), se agregd S ml. de
solucién D (isotiocianato de guanidina 4 M, citrato de sodio 25 mM pH 7, sarcosil 0.5%, B-
mercaptoetanol 0.1 M), y se homogeneizé con potter. Se le agregé luego, 0.5 ml de acetato
de sodio 2 M pH 4, 5 ml de fenol saturado en buffer Tris pH 8 y 1 ml de cloroformo-alcohol
isoamilico (49:1), en el orden indicado. Se agitd con vortex durante diez segundos y se enfrié
en hielo durante 15 minutos. A continuacion se centrifugé a 10 000 x g durante 20 minutos a
4°C.

Luego se procedi6 a precipitar el RNA, para ello se separd la fase acuosa (superior) y se le
agregd 1 volumen de isopropanol (5 ml), v se precipit6 a -20°C durantc una hora.

Posteriormente se centrifugé a 10 000 x g durante 20 min a 4°C, descartando el
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sobrenadante. El pellet se resuspendié en 0.3 ml de solucién D y se realizé una segunda
precipitacion agregando 1 volumen de isopropanol a -20°C durante 1 hora. El pellet
resultante de centrifugar a 10 000 x g durante 20 minutos se lavo dos veces con etanol 75%.
La concentracion de RNA se calculé midiendo DO a 260 nm , de acuerdo a la relacion: 1
DO 6 = 40 pg RNA; debiendo presentar un cociente DO,gp / DO,go mayor que 1.7 para
tener la pureza necesaria. En todo el desarrollo de la técnica se us6 material estéril para evitar

la degradacion por ribonucleasas.

B) AISLAMIENTO DE POLI (A)' RNA EN BATCH

Para la purificacion del poli (A)" RNA se siguié el método descripto por Aviv y Leder
(1972). E1 RNA obtenido segin se detalla anteriormente, se disolvié en SDS 0.5% y se
calent6 la solucion a 65°C durante 5-10 minutos para desnaturalizarlo. A continuacidn se le
agregaron 2 volimenes de buffer de siembra (Tris 20 mM pH 7.6, NaCl 0.5 mM, EDTA 1
mM pH 8, sarcosil 0.1%) y oligo (dT) celulosa en proporcion 0.3 g de resina por cada 0.5 mg
de RNA. Esta mezcla se agité durante 15 minutos y se centrifugd a 1 500 x g durante 4
minutos a temperatura ambiente, descartando el sobrenadante. La resina se lavo cuatro veces
con 0.8 ml de buffer de siembra. Luego se eluyd el RNA pegado con cuatro lavados de 0.4
m! de buffer de elucién cada uno (Tris 10 mM pH 7.6, EDTA | mM pH 8, SDS 0.05%),
centrifugando cada vez a 1 500 x g durante 5 minutos. El eluido se junt6 y se precipit6 el
RNA adicionandole 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 2.5 volumenes de etanol
absoluto, y dejandolo en hielo durante 30 minutos. Posteriormente se centrifugéa 10000 x g
durante 20 minutos a 4°C, descartando el sobrenadante. El pellet se lavé una vez con etanol
75%. E1 RNA, asi obtenido, se disolvi6é en SDS 0.5% y se midié DO a 260 y 280 nm, en una
alicuota, y el resto se conservé a -20°C hasta su posterior utilizacién. Se calcul6 la
concentracion de RNA obtenido de acuerdo a la relacion 1 unidad de DOy = 40 pg de
RNA, debiendo presentar un cociente DO,6/DO,30 mayor que 1.7 para tener la pureza
necesaria. En todo el desarrollo de la técnica, se us6 material estéril para evitar la

degradacion por ribonucleasas.



C) ELECTROFORESIS DE RNA EN GEL DE AGAROSA

La integridad de los RNA obtenidos por los métodos anteriormente descriptos se evalué
por medio de electroforesis en gel de agarosa usando como agente desnaturalizante glioxal y
DMSO. El método es una adaptacion del desarrollado por McMaster y Carmichael (1977).
Las muestras de hasta 20 pg de RNA se pretrataron durante 60 minutos a 50°C en una
mezcla desnaturalizante (glioxal 1.2 M, dimetilsulféxido 7.5 M, fosfato de sodio 10 mM, pH
7). Luego se les adicion6 4 ul de buffer de siembra (glicerol 50%, fosfato de sodio 10 mM
pH 7, azul de bromofenol 0.25% y xilene cianol FF 0.25%) y se sembraron inmediatamente
en el gel de agarosa 1% disuelto en buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7. La corrida fue
realizada en el mismo buffer a 100 mV. El gel se tifi6 durante 45 minutos en una solucién de
acetato de amonio 0.1 M conteniendo bromuro de etidio 0.5 pg/ml. Luego se observaron las
bandas obienidas, por fluorescencia al U.V. En todo el desarrollo de la técnica, se uso

material estéril para evitar la degradacion por ribonucleasas.

4. Medicion de la actividad del mRNA de ALA-S

A) TRADUCCION IN VITRO
La actividad del mRNA de ALA-S se midié usando el ensayo de traduccion in vitro en un

sistema con extracto de germen de trigo libre de células; segun describe Anderson y col.
(1983). La mezcla de reaccion contenia 15 pl de extracto de germen de trigo, 10 pl de
solucion mezcla energética (Hepes 7 mM pH 7.6, ATP 5 mM pH 7, fosfocreatina 40 mM,
creatinfosfoquinasa 0.25 mg/ml, espermidina 0.2 mg/ml pH 7, pool de aminoacidos excepto
leucina 62.5 pM, acetato de potasio 420 mM, ditiotreitol 8.5 mM, GTP/Mg** 5 uM, acetato
de magnesio 15 mM), con 10 ul de poli (A)" RNA 200 pg/ml desnaturalizado por
calentamiento a 65°C durante cinco minutos, y 10 ul de L-[4,5->’H(N)] leucina (5 uCi). Las
incubaciones se realizaron a 30 °C. Las concentraciones de magnesio, poli (A") RNA y el
tiempo de reaccién se eligieron de acuerdo a resultados obtenidos en experimentos de
calibracion. La reaccion se detuvo con el agregado de 50 pl de Tris 10 mM pH 7.8
conteniendo 2 pg/ml de enzima ALA-S purificada como carrier. La incorporacion total de
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leucina tritiada en proteinas, es decir la actividad total del mRNA, se determind por
duplicado de la siguiente manera. Se colocaron dos alicuotas de 5 pul cada una en sendos
filtros de fibra de vidrio GFA de 25 mm de diémetro, sumergiéndolos en una solucién de
TCA 10% conteniendo leucina 2 mM durante 10 minutos. Mediante este tratamiento las
proteinas precipitaron sobre el filtro. El agregado de leucina fria disminuye la presencia de
marca radioactiva inespecifica. Los filtros GFA fueron luego sumergidos en una solucion de
TCA 5% y calentados a 90-100°C durante 15 minutos, se logré asi destruir los tRNA
cargados con el aminoécido leucina tritiada que no fueron incorporados a las cadenas
polipeptidicas. Se prosiguié con otro lavado en solucién fria de TCA 5% durante 10 minutos
y por ultimo se deshidrataron los filtros con lavados sucesivos de 10 minutos cada uno en
etanol, etanol-acetona 1:1 y acetona. Una vez secos los filtros, se midié radioactividad en un
contador de centelleo liquido, usando liquido centellante a base de tolueno. La incorporacion
de material radioactivo en ausencia de poli (A)" RNA se determiné en un ensayo paralelo,

restandose el valor asi obtenido a cada una de las actividades encontradas.

B) INMUNOPRECIPITACION DE ALA-S SINTETIZADA IN VITRO

La incorporacion de leucina tritiada en ALA-S se midié en los restantes 90 ul de la
traduccion in vitro por la técnica de inmunoprecipitacion. Para disminuir el pegado de
anticuerpos no especificos, el primer paso consistio en tratar las muestras con 15 pl de suero
de conejo preinmunizado (normal) y 100 pl de buffer de inmunoprecipitacion doblemente
concentrado o IMPP 2X (Tris 40 mM pH 7.6, NaCl 300 mM, EDTA 20 mM, Tritén X-100
2%, colato de sodio 1%, seroalbiimina bovina 1% y leucina 4 mM), durante dos horas a 4°C.
A continuacion se agregaron 50 ul de IMPP 1X conteniendo 1 mg de anticuerpos de cabra
anti IgG de conejo unidos covalentemente a un soporte inerte (inmunobeads), obtenidos de
Bio Rad Laboratories Richmond, USA. Esta suspension se agitd y se incubd 30 minutos a
4°C. Luego se separaron los complejos antigeno no especifico-anticuerpo de conejo-
anticuerpo de cabra por centrifugacion a 8000 x g durante 5 minutos y se descarté el pellet.
Al sobrenadante se le agregaron 15 pul de suero de conejo inmunizado con ALA-S pura, en
exceso y se incubo durante 3 horas a 37°C. Los complejos inmunes se separaron por

centrifugacion a 8000 x g durante 5 minutos, descartandose el sobrenadante. El pellet se lavo
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dos veces con 300 pul de IMPP 1X y a continuacién dos veces con 300 ul de Tris 10 mM
pH:7.6.

C) ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE DE PROTEINAS EN GEL DE
POLIACRILAMIDA

Las proteinas inmunoprecipitadas fueron analizadas mediante la técnica de PAGE-SDS
(Laemli, 1970). Los complejos inmunes fueron disociados por calentamiento a 100°C
durante 3 minutos en 35 pl de buffer desnaturalizante (Tris 50 mM pH 7.1, SDS 2%, 8-
mercaptoetanol 2%, glicerol 20%, EDTA 1 mM y azul de bromofenol). Luego se separaron
los inmunobeads por centrifugacion, descartando el precipitado. Los sobrenadantes se
sembraron en un gel de poliacrilamida 10%. En una calle separada se sembrd como testigo la
enzima ALA-S purificada (5 pg), cuya migracion se reveld cortando esa franja de gel y
tifiendo con azul de Coomasie R250 0.14%.

D) CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DEL mRNA DE ALA-S RELATIVA
A LA ACTIVIDAD DEL mRNA TOTAL

Para estudiar la ubicacion electroforética de la enzima ALA-S se hicieron estudios
preliminares. Una vez separada la parte del gel correspondiente al testigo de ALA-S, el resto
del gel se cort6 a lo largo en trozos (slices) de 2 mm de altura. Los mismos se colocaron en
viales plasticos y se disolvio el gel sumergiéndolos en H,0O, 30% durante la noche. Luego se
conto la radioactividad en un contador de centelleo liquido usando liquido centellante a base
de tolueno. En los siguientes experimentos, s6lo se cortaron cinco slices de 2 mm cada uno
en la ubicacion coincidente con el testigo tefiido con azul de Coomasie. El calculo de la
cantidad de enzima sintetizada incluye una correccion por la radiacion inespecifica
(background). La misma se realizé restando el promedio de la radioactividad del slice que
precede y del que le sigue al correspondiente al pico de la enzima (Diesterhaft et al., 1980).
Luego se calcula el valor correspondiente al volumen original (100 pul), este valor corregido
es la medida de la cantidad de ALLA-S sintetizada in vitro. Dividiéndolo por la radioactividad
incorporada en proteinas totales, se obtiene una estimacion de la actividad del mRNA
relativa a la actividad del mRNA total. Este valor multiplicado por 100 indica el porcentaje

de actividad del mRNA, y es la forma en que se expresan los resultados obtenidos.
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5. Medicion de la cantidad de mRNA de ALA-S

A) ANALISIS DEL mRNA POR NORTHERN Y SLOT BLOT
El nivel del mRNA de ALA-S se determiné por el analisis de Northern y slot blot.
Para el caso del analisis por Morthern blot, 20 ug de RNA total, o Sug de poli (A)'RNA,

fueron desnaturalizados, sembrados por duplicado y corridos en electroforesis de agarosa
1% como se describié anteriormente, conteniendo como raarcador de peso molecular
fago A digerido con EcoR I y Hind III. Una vez finalizada la corrida, el gel se cort6 por
el medio, conteniendo cada mitad un juego de todas las muestras a ser analizadas. Una
mitad del gel fue teiiida durante 45 minutos en una solucién de acetato de amonio 0.1 M
conteniendo bromuro de etidio 0.5 pg/ml. Luego se observaron las bandas por la
fluorescencia emitida en un transiluminador de luz U.V., y se controld que las muestras
presentaran el patrén tipico de las bandas ribosomales para el caso de RNA total, y ademas
que todas las calles presentaran igual cantidad de material sembrado.

La otra mitad del gel se someti6 a transferencia pasiva a un filtro de nitrocelulosa, segin
se describe en Sambrook y col (1989). En cada ocasion, el filtro fue previamente
humedecido durante 1 hora en SSC 20X (NaCl 3 M, citrato de sodio 0.3 M pH 7), luego se
prepard el sistema de transferencia colocando debajo del gel un papel Whatman 3MM
mojado en SSC 20X que contacta la solucién de transferencia con el gel. Sobre el gel, se
colocd el filtro de nitrocelulosa, y luego por encima, unos 10 cm de alto de hojas de papel
absorbente cortadas del mismo tamaifio que el gel. Para evitar que la transferencia se realizara
directamente del gel al papel absorbente, se aislaron los bordes del gel con parafilm
impermeable. La transferencia se realizé por capilaridad ascendente en una solucion SSC
20X durante 16 horas. Terminada la transferencia se separ9 el filtro de nitrocelulosa del gel,
marcando previamente los pocillos sembrados, y se lo secé entre dos papeles Whatman
3MM durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Para el caso del analisis por slot blot, 20 ug de cada muestra de RNA total fueron
desnaturalizados en una mezcla conteniendo formamida 50%, formaldehido 7%, y SSC 1X
durante 15 minutos a 68°C. Luego las muestras fueron diluidas tres veces en SSC 10X. Las

membranas previamente humedecidas durante 1 hora en SSC 10X se colocaron en el
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Manifold GIBCO BRL. Las muestras se sembraron directamente sobre el filtro de
nitrocelulosa en los pocillos destinados a ello, y se aplicé vacio desde la camara inferior del
dispositivo. Una vez que pasé toda la muestra, los pocillos fueron lavados con 200 pl de SSC
10X. A continuacion el filtro se secé entre dos papeles Watman 3MM durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Los filtros obtenidos tanto por Northern blot o slot blot, fueron luego colocados en una
estufa a 80°C durante 1 hora de manera de fijar irreversiblemente las moléculas de RNA a la

nitrocelulosa. Los filtros se conservaron a 4°C hasta el momento de la hibridizacién.

B) OBTENCION DE LA SONDA PARA ALA-S

B.1 Purificacion del oligonucleotido

Con el fin de detectar especificamente el mRNA de ALA-S, se construyé un
oligonucleétido sintético de 24 bases complementarias a las bases +836 a +859 del
mRNA de ALA-S de higado de rata. La secuencia del cDNA es 5'-
CTCCGGCACCATGCTGTTTCACAG-3’ (Yamamoto et al., 1988). El oligonucleétido
se sintetizo en un sintetizador automatico (Applied Biosystem A381). Posteriormente se
procedio a purificarlo de contaminantes y de los posibles productos de menor longitud
obtenidos durante la sintesis, que pudieran luego en la hibridizacién dar seiiales
inespecificas. Para ello, una vez resuspendido en 1 ml de agua estéril, se le realizaron 3
extracciones sucesivas con 400 ul de 1-butanol descartando cada vez la fase organica
(superior). A continuacion se concentrd por evaporaciéon con vacio y se cuantificé por
lectura a 260 nm, considerando 1 OD equivalente a 33 pg. El siguiente paso consistié en
una purificacion en gel de poliacrilamida 19% en presencia de urea 45%. La muestra se
desnaturalizé por tratamiento con formamida 50% durante 5 minutos a 50°C, luego se
sembro en el gel precorrido durante media hora y se corrié a 400 mV durante 3 horas. Se
utilizé como marcador del frente de corrida una soluciéon de 0.05% de azul de
bromofenol. Una alicuota corrida en paralelo se tifié con bromuro de etidio y luego se
corté la zona del gel correspondiente a la misma altura donde se observé la banda del
tamaiio esperado por fluorescencia al U.V. El fragmento de gel conteniendo el
oligonucleétido, se incubé 12 horas a 37°C en buffer de elucion conteniendo SDS 0.1%,

acetato de amonio 0.5 M y acetato de magnesio 10 mM. Posteriormente, se centrifug6 a
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12 000 x g 5 minutos y el sobrenadante se pasé por un filtro Millipore de 0.45 pum.
Nuevamente se cuantificé por lectura a 260 nm. El dltimo paso consistié en purificarlo
por resina Nensorb 20 (Dupont), para lo cual el oligonucleétido se sembro en la
columna en trietanolamina 10 mM. Luego se lavé con 3 ml de una solucion conteniendo
Tris 0.1 M pH 7, trietanolamina 10 mM y EDTA 1 mM y se eluyé con metanol 50%.
Luego de concentrar y medir absorbancia a 260, como resultado se obtuvo el
oligonucledtido puro en concentracion 2.55 pmol/ul. Esta fraccion es la que
posteriormente se utiliza en la marcacion.

B.2 Marcacion del oligonucleétido

El oligonucledtido puro fue marcado radiactivamente en su extremo 5 mediante una
reaccion enzimatica con T, polinucleétido quinasa. La mezcla de reaccién contenia 10
pmoles de oligonucleétido, 5 U de T, polinucledtido quinasa (GIBCO BRL), el buffer
de reaccion correspondiente y 150 uCi de [y->*P] ATP 6000 Ci/mmol, 0.15 Ci/ml, en 25
ul de reaccion. Dicha mezcla se incub6 durante 30 minutos a 37°C. Para determinar el
porcentaje de incorporacidn de radiactivo en la sonda y calcular la actividad especifica
de la misma, una alicuota de 1 ul se deposita sobre un filtro GFA, y se precipita la sonda
con TCA 10% en presencia de pirofosfato de sodio 1 mM para desplazar el nucleétido
radiactivo libre. Luego se lava 3 veces con TCA 5% y 2 veces con etanol absoluto y se
seca, se mide la radiactividad remanente en un contador de centelleo, con liquido
centellante a base de tolueno. La reaccion de marcacién se detiene inactivando a la
enzima por calentamiento a 68°C durante 10 min. Luego la sonda marcada se purificé
del nucleétido no incorporado mediante dos precipitaciones sucesivas en presencia de
1/10 del volumen de acetato de amonio 7.5 M y 2 volimenes de etanol absoluto. Luego
de permitir la precipitacion a -70°C durante 30 minutos, la sonda se separdé por
centrifugacion a 10 000 x g durante 20 minutos. Posteriormente se lavo el precipitado
con etanol 70% y se resuspendid en 50 ul de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM).

La sonda obtenida de esta manera posee una actividad especifica de 4.5 cpm/fmol

aproximadamente.
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C) OBTENCION DE LA SONDA PARA LA GLICERALDEHIDO 3-FOSFO-
DESHIDROGENASA

Para normalizar los valores de niveles d¢ mRNA de ALA-S en los ensayos de
Northern y slot blot, se detecté en paralelo el mRNA de un gen cuya expresion fuera
constitutiva en las células cstudiadas. Para ello se eligié hibridizar con una sonda
especifica, el gen de la gliceraldehido 3-fosfo-deshidrogenasa (G3PD). La sonda se
preparé por marcacién de un plasmido conteniendo el cDNA de G3PD. Este se
desnaturaliz6 durante 10 minutos a 100°C. Luego se marc6 radiactivamente mediante la
técnica de extension de primers hibridizados al azar (random primers). La reaccion
enzimatica conteniende 40 ng del DNA templado, dATP, dTTP y dGTP en
concentracion 500 uM cada uno, buffer de reaccion correspondiente, 0.25 OD de una
mezcla de hexaoligonucleétidos al azar, 2 U de fragmento Klenow y 50 pCi de [a-*2P]
dCTP (10 uCi/ul, 3000 Ci/mmol) fue incubada durante 1 hora a 25°C. La misma se
detiene por el agregado de buffer stop que contiene Tris 50 mM pH 8, EDTA 5 mM,
NaCl 50 mM y SDS 0.5%. La sonda asi obtenida fue posteriormente precipitada y su
actividad especifica determinada de igual manera que las descriptas para la marcacion
del oligonucleétido. La sonda obtenida presenta una actividad especifica de 7-8 x 10°

cpm/ug aproximadamente.

D) HIBRIDIZACION Y AUTORRADIOGRAFIA
Para detectar el mRNA de ALA-S, las membranas que contenian las muestras de

RNA fijadas por calor, fueron prehibridizadas en una solucién bloqueante (0.15
mlcm?), conteniendo SSC 6X, SDS 0.1%, solucion de Denhardt 2X
(polivinilpirrolidona 0.04%, Ficoll 0.04%, seroalbumina bovina 0.04%) y DNA de
esperma de salmon 100 pg/ml desnaturalizado durante 10 min a 100°C. La
prehibridizacion se llevé a cabo en bolsas plasticas selladas, durante 1 hora a 70°C.
Posteriormente la sonda para ALA-S fue agregada a la bolsa de hibridizacion en
proporcion a 2.7 x 10° cpm/cm’, y la hibridizacion se llevé a cabo durante 16 horas a
70°C. Esta temperatura fue elegida 10°C por debajo del valor de Tm calculado
tedricamente para el oligonucledtido a ser usado como sonda (Sambrook et al., 1989).

Finalizada la hibridizacién, las membranas fueron sometidas a una serie de lavados para
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desplazar la sonda hibridizada inespecificamente. Dichos lavados consistieron en tres
ciclos de 2 minutos cada uno a temperatura ambiente con abundante cantidad de SSC
1X, SDS 0.1%, posteriormente se sometieron a tres lavados de 2 minutos cada uno a
70°C en SSC 0.2%, SDS 0.1%. Luego se secaron entre papeles de filtro.

Para detectar el mRNA control de G3PD las membranas que contenian las muestras
de RNA fijadas por calor, fueron prehibridizadas en una soluciéon bloqueante (0.15
chmz), que contiene SSC 6X, SDS 0.1%, solucion de Denhardt 2X, formamida 50% y
DNA de esperma de salmén 100 pg/ml desnaturalizado durante 10 minutos a 100°C. La
prehibridizacion se llevé a cabo en bolsas plasticas selladas, durante 1 hora a 42°C.
Posteriormente la sonda para G3PD fue agregada a la bolsa y la hibridizacidn se llevé a
cabo durante 16 horas a 42°C. Finalizada la hibridizacién, las membranas fueron
sometidas a una serie de lavados para desplazar la sonda hibridizada inespecificamente.
Dichos lavados consistieron en dos ciclos de 15 minutos cada uno a temperatura
ambiente con abundante cantidad de SSC 2X, SDS 0.1%, posteriormente se sometieron
a dos lavados de 15 minutos cada uno a 50°C en SSC 0.2%, SDS 0.1%. Luego se
secaron entre papeles de filtro.

Los filtros envueltos en nylon impermeable se colocaron en cassetes radiograficos
junto a films Kodak (X-OMAT XAR-2) y en presencia de una pantalla intensificadora.
Los mismos se expusieron durante 3-5 dias a -70°C. Las autoradiografias se obtuvieron
por revelado de los films sumergiéndolos 1 minuto en solucién reveladora comercial, 1
minuto en acido acético 3% (solucion detenedora) y 5 minutos en solucién fijadora
comercial. Los autorradiogramas se cuantificaron por densitometria utilizando un

densitometro Bio Rad GS-670.

6. Clonado de la secuencia promotora de ALA-S

A) AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO

Para amplificar la secuencia promotora de ALA-S, se utiliz6 como templado DNA

genémico de higado de rata que se preparé de acuerdo a la técnica descripta en Current
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Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., 1992). Se utilizaron 2 g de higado de
rata obtenido como se describié anteriormente. El material se trozé y fragment6 en un
homogenizador con 10 ml de buffer de digestion (NaCl 100 mM, Tris 10 mM pH 8,
EDTA 25 mM, SDS 0,5% y proteinasa K 0.1 mg/ml). Esta preparacion se incubé con
agitacion durante 16 horas a 50°C. A continuacion el DNA se extrajo con 1 volumen de
una mezcla de partes iguales de fenol saturado en buffer Tris 100 mM pH 8 y
cloroformo:alcohol isoamilico 24:1; luego de centrifugar 10 minutos a 1 700 x g, se
separ¢ la fase acuosa superior. El DNA se precipité con medio volumen de acetato de
amonio 7.5 M y 2 volumenes de etanol absoluto durante 30 minutos a -20°C. El pellet
obtenido al centrifugar durante 2 minutos a 1 700 x g, se lavé una vez con etanol 70% y
se resuspendi6 en 1 ml de buffer TE.

La preparacion de DNA genomico obtenida de esta manera (5.37 mg/ml), se sometid
a tratamiento con RNAsa A para eliminar el RNA contaminante. La incubacién se llevo
a cabo en una solucion conteniendo RNAsa A 1 pg/ml, SDS 0.5% durante 1 hora a
37°C. Luego, para eliminar la RNAsa A, se realiz6 una extraccién con fenol,
cloroformo, alcohol isoamilico, se precipité el DNA y se lavé con etanol 70% de la
misma manera como ya se describié en el parrafo anterior. El pellet obtenido se
resuspendi6 en 2 ml de buffer TE, se cuantificé y se diluyd para obtener una solucién 1

mg/ml.

B) DISENO Y PURIFICACION DE LOS PRIMERS
Los primers fueron disefiados a partir de la secuencia del gen de ALA-S publicada

(Braidotti et al., 1993; Yomogida et., al. 1993), utilizando el programa de analisis de
secuencias Oligo 4.
PRIMER 1: S"CGCGGATCCAAGCATGCAGAAGACCTAG 3’

Este primer hibridiza con la zona 5 flanqueante del gen de ALA-S, correspondiendo
la C marcada en negrita a la posicion -833. Los nucleétidos presentes desde esta C hacia
el 5°, han sido agregados para facilitar el subconado en los vectores correspondientes
segln se detalla mas adelante. La secuencia subrayada corresponde a la secuencia de

corte para la enzima Bam HI, el trinucleétido CGC se ha agregado al extremo 5’para
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aumentar la eficiencia de corte de la enzima Bam HI (catidlogo de GIBCO). El primer
posee una Tm= 55.5°C, PM 8729
PRIMER 2: 5"CCGCTCGAGGACGCTAAACCGACCAGTG 3’

Este primer hibridiza con la zona 3" de la secuencia a amplificar, dentro de la zona
codificante del gen de ALA-S, correspondiendo la C marcada en negrita a la posicion
+42. Los nucledtidos presentes desde esta G hacia el 5°, han sido agregados para
facilitar el subconado en los vectores correspondientes segun se detalla mas adelante. La
secuencia subrayada corresponde a la secuencia de corte para la enzima Xho I, el
trinucledtido CCG se ha agregado al extremo 5'para aumentar la eficiencia de corte de
la enzima Xho I (catdlogo de GIBCO). Este primer presenta una Tm= 57.5°C, PM 8687.

El analisis de la secuencia determiné que el producto de amplificacion (876 mer)
posee un porcentaje de G+C de 61.4%.

Los primers sintetizados automaticamente fueron resuspendidos en 600 pl de agua
estéril y se los extrajo con un volumen de fenol saturado en buffer Tris 100 mM pH 8.
Luego de centrifugar a S 000 x g durante 5 minutos la fase acuosa (superior), se sometié
a precipitacion con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 2 volamenes de
etanol, a -20°C durante toda la noche. Posteriormente se centrifugé a 10 000 x g durante
20 minutqs y el pellet se lavé con etanol 70% y se resuspendi6 en 100 pl de buffer TE.
Luego se cuantificaron por lectura a 260 nm, considerando 1 OD equivalente a 33 pgy

se diluyeron para obtener una solucién 500 pmoles/pul de cada uno.

C) REACCION DE PCR

La reaccion de amplificacion de DNA por el método de PCR se realizé de acuerdo al

protocolo standard descripto por Saiki y col. (1988). Para calibrar el sistema, se
realizaron curvas de concentracion de templado y de MgCl,. Las condiciones elegidas
en que se desarroll6 la reaccion fueron: 2 pg de templado (DNA de higado de rata),
MgCl; 2 mM, dNTP 0.4 mM cada uno, 16 pmoles de cada primer, buffer de reaccidn, y
5 U de Taq polimerasa en un volumen total de 50 pl. En todos los ensayos se realizaron
controles sin el agregado de templado para evidenciar una posible amplificacion a partir

de DNA contaminante.
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La reaccion de amplificacion cubierta con aceite mineral, se desarrolld en un
termociclador Eppendorf de acuerdo al siguiente programa: 1 ciclo de 94°C 5 minutos;
35 ciclos de 94°C 1 minuto, 50°C 1 minuto y 72°C 1 minuto; 1 ciclo de 72°C durante 7
minutos y finalmente 4°C hasta el momento de analizar las muestras. El andlisis se llevo
a cabo por medio de electroforesis en gel de agarosa de las muestras amplificadas y por

mapeo de restriccion.

D) ELECTROFORESIS DE DNA EN GEL DE AGAROSA

Los productos de amplificacion se analizaron en gel de agarosa 1.5% en buffer TAE

(Tris-acético 0.04 M, EDTA 1 mM). Una vez fundida por calor la agarosa, se le agrega
bromuro de etidio Spg/ml concentracién final. En una calle del gel se siembran 200 ng
del marcador de peso molecular y masa, fago A digerido con EcoR Iy Hind III. Tanto las
muestras como el marcador de peso molecular se colocan en los pocillos con buffer de
siembra (azul de bromofenol 0.25%, xilene cianol FF 0.25% y glicerol 30%). La corrida
se desarrolla en buffer TAE a 100 mV durante 1 hora. Las bandas obtenidas se observan

por fluorescencia al U.V., y se fotografian.

E) CLONADO DEL FRAGMENTO AMPLIFICADO EN BLUESCRIPT II KS+

E.1 Preparacion plasmidica

Para obtener una minipreparacion plasmidica se utiliz6 el método de Birnboim y Doly
(1979). Se inocularon 2 ml de medio LB liquido (extracto de levadura 5g, peptona 10g,
NaCl 5g, H,O csp 1000 ml) conteniendo ampicilina 150 pg/ml y las bacterias se dejaron
crecer durante la noche a 37°C. Las células se cosecharon por centrifugaciona 5 000 x g
durante 5 minutos, se descart6 el sobrenadante y el pellet celular se resuspendi6
vigorosamente en 100 pl de solucion I (glucosa SO0 mM, Tris 25 mM pH 8, EDTA 10
mM). Se agregé a continuacion la solucion II de lisis (NaOH 0.2 N, SDS 1%), se agit6
por inversion suavemente y se mantuvo en hielo durante 15 minutos. Luego se
neutralizé con la solucion III (acetato de potasio 3 M pH 5.2), agitando rapidamente y
manteniendo en hielo durante 15 minutos. Posteriormente se centrifugé a 10 000 x g
durante 10 min, y el sobrenadante limpido se transfiri6 a otro tubo, donde se realizaron

dos extracciones sucesivas, una con 1 volumen de fenol saturado en buffer Tris 100 mM
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pHS, y otra con | volumen de una mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). A
continuacion de cada agregado se agitd, centrifugd, y se descarté la fase orgéanica
(inferior). Finalmente, la solucién conteniendo el plasmido, se concentré por
precipitacion, agregando 2 volimenes de etanol absoluto, dejandolo 1 hora a -20°C, y
centrifugando a 10 000 x g durante 10 minutos. El pellet obtenido se lavé con etanol
70% y se resuspendié en 50 pl de buffer TE. Una alicuota de cada preparacion se
chequed en gel de agarosa 1% de acuerdo a la metodologia descripta anteriormente.

E.2 Corte con enzimas de restriccion y ligado.

El producto de amplificacion por PCR (banda tnica) y el plasmido bluescript II KS+,
fueron sometidos a digestion en presencia de las enzimas de restriccion Bam HI y Xho I
a 37°C durante 2 horas Para el caso de la reaccion de amplificacidn se utilizaron 45 pl
de reaccion con 60 U de Bam HI y 75 U de Xho L. Para el vector se realizo la digestion
en la siguiente relacion 3 pg de DNA con 20 U de Bam HI y 24 U de Xho I. Las
reacciones se corrieron luego en gel preparativo de agarosa 1%, de acuerdo a la
metodologia descripta anteriormente. Las bandas obtenidas de fragmento y vector se
cortaron del gel y se eluyeron utilizando el kit Gene Clean II (BIO 101) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Una alicuota de cada extraccion se corri nuevamente
en gel de agarosa 1% para cuantificar el material. Posteriormente se procedidé a ligar
fragmento mas vector en relaciones molares 1:1 y 5:1 utilizando el kit de ligaciéon de
Amersham conteniendo T, DNA ligasa. La reaccion se realizé a 16°C durante 1 hora.
Se realizaron controles de ligacion conteniendo vector solo (sin fragmento y sin ligasa),
y vector con ligasa (sin fragmento).

E.3. Preparacién de bacterias competentes

Se inoculan bacterias E. coli XL blue crecidas en placa en 5 ml de medio LB liquido,
y se dejan crecer toda la noche a 37°C. Al dia siguiente el cultivo se diluye diez veces en
LB liquido y se continia creciendo durante 3-4 horas a 37°C, hasta que el cultivo
alcance la fase exponencial de crecimiento. Luego se enfria el cultivo en hielo durante
10 minutos y se cosechan las células en esterilidad por centrifugaciéon a 5 000 x g
durante 5 minutos. El pellet celular se resuspende en 10 ml de solucion de CaCl, 60 mM

y se mantiene en hielo durante 30 minutos. Se centrifuga nuevamente a 5 000 x g
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durante 5 minutos, y el pellet celular se resuspende en 5 ml de solucién CaCl, 60 mM,
glicerol 15%, y se conserva a -70°C.

E.4 Transformacion de bacterias competentes

Se utilizaron las reacciones de ligacion para transformar 100 pul de bacterias
competentes obtenidas como se describié anteriormente. Luego de realizar la mezcla
DNA mas bacterias, la preparacion se mantuvo en hielo durante 45 minutos, para
permitir la adsorcion de DNA sobre las células. Posteriormente las células se sometieron
a un shock térmico de 42°C durante 2 minutos que favorece la entrada de DNA a la
célula. Luego de dejarlas 10 minutos a temperatura ambiente, las bacterias se cultivaron
1 hora a 37°C en medio LB liquido. Posteriormente se centrifugé a S 000 x g durante 5
minutos, el pellet celular se resuspendié en 100 pl de medio LB y se sembro por
rastrillado en placas conteniendo medio LB agar 1.5%, ampicilina 150 pg/ml, IPTG 20
pg/ml y X-Gal 40 pg/ml y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Se observé el
color de las colonias y se continué trabajando con los clones blancos.

E.S5 Chequeo de las colonias positivas por mapeo y secuenciacion.

Las colonias blancas obtenidas luego de la transformacion fueron repicadas y cada
una de ellas se crecié en 4 ml de medio LB liquido conteniendo ampicilina 150 pg/ml
durante toda la noche a 37°C. A partir de estos cultivos se realizaron minipreparaciones
plasmidicas las que fueron analizadas por mapeo con la enzima de restriccion Pvu II,
luego a dos de las candidatas mas firmes de contener el fragmento apropiado se las
secuenci6 por el método de secuenciacion automatica.

En la figura M.1 se muestra el mapa del plasmido bluescript I KS+ utilizado como
vector y del plismido recombinante obtenido luego del subclonado del promotor de

ALA-S pALV21.
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Figura ML.1: Esquema de los plasmidos Bluescript Il KS ~y pALV21.

F) SUBCLONADO DEL PROMOTOR DE ALA-S EN pBLCATé6

Una vez obtenido el clon pALV21 que contiene fehacientemente el promotor de
ALA-S clonado en los sitios Bam HI -Xho I del plasmido bhluescript II KS+, dicho
fragmento se subcloné en el plaismido pBLCAT6 (Boshart et al., 1992) que contiene el
sitio de policlonado hacia el 5’ del gen estructural de la enzima cloramfenicol
acetiltransferasa (CAT). Los pasos realizados para cumplir con este objetivo fueron
similares a los descriptos anteriormente. Se realizaron preparaciones plasmidicas de
pALV-21 y pBLCATS, luego se digirieron con Bam HI y Xho I, se corrieron en gel de
agarosa 1% y se extrajeron las bandas correspondientes a vector y fragmento con el kit
de Gene Clean II. Una vez cuantificadas las muestras, se realizé la ligacion y se
transformaron bacterias competentes E. co/i Nova blue. Las colonias obtenidas se
repicaron, se crecieron cultivos en medio liquido a partir de los cuales se realizd

minipreparacion plasmidica las cuales se analizaron por mapeo de restriccion. En la



Figura M.2 se muestra un csquema del pBLCAT6 y del plasmido recombinante
obtenido pACAT.
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Figura M.2: Esquema representativo de los plasmidos pPBLCAT6 y pACAT.

7. Medicion de la actividad del promotor de ALA-S en

células en cultivo.

A) CULTIVO DE LA LINEA CELULAR HepG2

Los cultivos de células de hepatoma humano HepG2 fueron mantenidos en medio
MEM conteniendo Hepes 100 mM, mezcla de aminoacidos no esenciales 1%,
anfotericina 1%, penicilina-estreptomicina 1% y suero fetal bovino 10%. El medio se
preparé con agua bidestilada. Todas las manipulaciones de los cultivos se realizaron en
estrictas condiciones de esterilidad dentro de una cdmara de flujo laminar. Los cultivos
se hicieron crecer en monocapa en placas de 9 cm de diametro a 37°C y atmoésfera de
CO, 5%. Al alcanzar la fase estacionaria de crecimiento, los cultivos se pasaron a

nuevas placas mediante el despegado de las células por tripsinizacion. Para ello, una vez
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eliminado por aspiracion el medio de cultivo, las células se lavaron con 2 ml de PBS y
se las sometié a tratamiento con tripsina durante 10 minutos a 37°C. A continuacion las
c€lulas se resuspendieron aspirandolas y bajandolas repetidas veces a través de una
pipeta de punta fina, y se diluyeron en medio MEM fresco. Luego de realizar el conteo y
determinar la viabilidad celular por tincién con azul de tripan (método descripto
anteriormente para la suspension de hepatocitos), las células se plaquearon en cajas de 9
cm de didmetro con 8 ml de MEM fresco completo a una densidad de 2.5-3.5 x 10°
células/ml. Para realizar los experimentos de transfeccion, las células fueron plaqueadas
en cajas de 3.5 cm de diametro con 3 ml de medio MEM fresco completo a una
densidad de 2.5 x 10° células /ml.

Periédicamente, se prepararon suspensiones celulares de HepG, para conservar un
stock de la linea. Para ello, una vez tripsinizadas, y cuantificadas, las células fueron
centrifugadas y resuspendidas a una densidad de 5 x 10° células/ml en medio MEM
completo conteniendo glicerol 10%. La suspension se alicuotd en crioviales y se enfrié
lentamente hasta una temperatura de -70°C final. A continuacién se transfirieron a N,

liquido para su preservacion (Freshney, 1987).

B) PLASMIDOS UTILIZADOS EN LAS TRANSFECCIONES

El plasmido pBLCAT®$ fue utilizado como control de expresion de CAT en ausencia

de la zona promotora del gen de ALA-S. El plasmido pACAT fue obtenido como se
detalla anteriormente, y contiene la zona -833 a +42 del gen de ALA-S que dirige la
expresion del gen reportero CAT. Este plasmido fue utilizado para estudiar la actividad
promotora de dicha zona en los distintos experimentos. El plasmido RSVfgal, es un
plasmido de expresion que contiene el gen de la Bgalactosidasa bajo el control de un
promotor fuerte del virus del sarcoma de Roux (RSV). La medicion de la expresion
constitutiva de Bgalactosidasa, permite normalizar los valores obtenidos en la medicién
de CAT en cada experimento individual. El plismido pMtCa, es un plasmido de
expresion que contiene el gen de la subunidad catalitica de la quinasa de proteinas A
bajo el control del promotor de la metalotioneina inducible por metales pesados (Uhler
and Mc Knight, 1987). Este plasmido fue utilizado para medir la accion de la activacién

de la PKA en los distintos experimentos.
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C) MAXIPREPARACION PLASMIDICA

Los plasmidos utilizados, en los experimentos de transfeccion fueron preparados
mediante la utilizacion de un kit de maxipreparacion plasmidica de Promega. Para cada
preparacion, se inocul6 1 1 de LB conteniendo ampicilina 150 pg/ml, las bacterias se
hicieron crecer a 37°C durante 16 horas. El cultivo se centrifug6 a 5 000 x g durante 10
minutos y el pellet celular se resuspendié en 15 ml de la solucion de resuspension.
Luego de agregarle 15 ml de solucién de lisis, se mantuvo en hielo durante 15 minutos.
A continuacion se le adicioné 15 ml de solucién neutralizante, se mantuvo en hielo
durante 20 minutos y se centrifugd a 10 000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante
limpido se transvas6 y el DNA plasmidico se precipit6 con 1 volumen de isopropanol a -
20°C durante 30 minutos. LLuego de centrifugar a 10 000 x g durante 15 minutos el
pellet se iavo con etanol 70% y luego se resuspendié en 2 ml de buffer TE. La
preparacion plasmidica asi obtenida, se purificé en una columna conteniendo 10 ml de
la resina provista por el kit. Luego de lavar con solucion de lavado, y con etanol 80%, el
DNA se eluyo con 1.5 ml de buffer TE, se esterilizé pasandolo a través de un filtro de
poro 0.22um. Un alicuota se cuantificé por lectura de absorbancia a 260 nm. Otra
alicuota se corrié en un gel de agarosa 1% tal como se describi6 anteriormente, para
determinar la calidad de la preparacién, el resto se conservé a -20°C hasta el momento

de la transfeccion.

D) TRANSFECCION CELULAR

El cultivo celular de HepG2 que seria transfectado, se prepard de la siguiente manera.

Las células fueron tripsinizadas y plaqueadas en cajas de 3.5 cm de diametro, segin se
describi6 anteriormente, y se crecieron durante 24 horas a 37°C y atmésfera de CO, 5%.
Al cabo de ese periodo, las células se adhieren a la placa y se encuentran en fase de
crecimiento exponencial. Cada caja contenia aproximadamente 5 x 10° células. Cuatro
horas antes de realizarse la transfeccion se cambi6 el medio de cultivo por 3 ml de
medio MEM fresco completo, y se continué el crecimiento a 37°C y CO; 5%. La
introduccion de los plasmidos a las células se realiz6 por el método standard de
precipitacion con fosfato de calcio (Chen and Okayama, 1988). Para ello, se prepar en

un tubo una solucion de fosfato de sodio 130 mM en buffer HBS 2X (Hepes 1% pH 7,
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NaCl 1.6%). Por otro lado se prepararon las distintas soluciones plasmidicas en CaCl,
272 mM. En un experimento preliminar se determind la cantidad de los distintos
plasmidos que era necesario transfectar para obtener las actividades enzimdticas Optimas
de CAT y Bgal medibles en los rangos de los respectivos ensayos. En los experimentos
posteriores se utilizaron las siguientes cantidades: para pBLCAT6 y pACAT 4 pg
plasmido/placa, para RSVpgal 6.5 pg plasmido/placa. En los experimentos conteniendo
pMtCa, los mismos se realizaron en presencia de distintas concentraciones del mismo.
La cantidad de DNA se ajustd en todos los casos a 45 pg de DNA totales/placa,
agregando la cantidad necesaria de DNA carrier (DNA genomico de higado de rata 1
pg/ul). En cada experimento se realizaron transfecciones control, una conteniendo DNA
carrier solamente, que serviria luego como blanco en la determinacion de la actividad de
Bgal, y otra conteniendo pBLCAT6 y RSVfgal, que serviria luego como blanco en la
determinacion de la actividad de CAT.

Las distintas soluciones plasmidicas se agregaron por separado lentamente a la
solucidn de fosfato de sodio, mientras se burbujeaba con un pipeteador automatico. Las
respectivas mezclas se mantuvieron durante 20 minutos a temperatura ambiente para
permitir la formacion del precipitado. Una vez que se observo turbidez, se agregé el
precipitado conteniendo los DNAs a cada caja en un volumen de 250 pl. Las cajas se
rotaron 30 veces en cada direccidn y las células se incubaron durante 16 horas a 37°C y
CO, 5%. Al dia siguiente, se eliminé el medio de cultivo por aspiracion, las células se
lavaron con 2 ml de PBS, y se agregé a cada caja 3 ml de medio MEM sin suero. A
continuaciéon se adicionaron las drogas correspondientes a cada experimento y se
continud la incubacion durante 24 horas en iguales condiciones. Cada experimento se

realiz6 como minimo tres veces independientes y por duplicado en cada una de ellas.

E) PREPARACION DE LOS EXTRACTOS CELULARES

Para obtener los extractos celulares se procedié de la siguiente manera. Se descarto el
medio de cultivo y se lavé cada caja 3 veces con 2 ml de PBS, descartando cada vez, y
escurriendo sobre un papel de filtro. Luego se agregé 1 ml de buffer TEN (Tris 20 mM
pH 8, NaCl 100 mM y EDTA 1 mM) para favorecer el despegado de las c€lulas. La
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capa celular se levant6 utilizando un “rastrillo de células”, y se recogieron en un tubo.
Luego de centrifugar a 1 000 x g durante 10 minutos a 4°C, el pellet celular se
resuspendid en 200 pl de buffer Tris 250 mM pH 7.5 conteniendo glicerol 15%. Las
células para ser lisadas, se sometieron a tres ciclos de 5 minutos de congelamiento en un
bafio etanol/hielo seco, alternados con tres ciclos de 5 minutos de descongelamiento en
bafio de 37°C, agitando vigorosamente cada vez. Luego de centrifugar a 1 000 x g
durante 10 minutos a 4°C para eliminar el debris celular, el sobrenadante se dividio en
dos fracciones de 100 pl cada una para la posterior determinacion de proteinas y

actividad de Bgalactosidasa en una alicuota y determinacion de actividad CAT en la otra.

F) DETERMINACION DE PROTEI’NAS

La determinacién de proteinas en los extractos celulares de realizé por el método

colorimétrico de Bradford (1976). Se utilizaron 2 ml de reactivo de Bradford y 30 pl de

extracto celular. La lectura se realizo a 595 nm.

G) DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA

La actividad de la enzima B—galactosidasa se determiné en una mezcla conteniendo 1
ml de buffer PM2 (Na,HPO, 60 mM, NaH,PO, 40 mM, KCI 10 mM y MgSO, 10 mM),
0.25 ml de sustrato ortonitrofenilgalactopiranésido (ONPG) 4 mg/ml, 0.7 pl de
Bmercaptoetanol y entre 30 y 60 ul de extracto celular. La reaccion se desarrollé a 37°C
hasta el momento de aparicion de color amarillo. En ese momento se detuvo la reaccion
por agregado de 0.5 ml de Na,CO; 1M y se anotd el tiempo de reaccién. Se ley6 la
absorbancia a 420 nm. La actividad especifica de B—galactosidasa se calculé como (A420

muestra - Ay, control)/minuto x mg proteina.

H) DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CLORAMFENICOL ACETIL
TRANSFERASA
La actividad de la enzima CAT se determiné por el método de Seed y Sheen (1988).

El extracto celular, obtenido como se describi6é anteriormente, se sometié a 10 minutos

de calentamiento a 65°C, de manera de inactivar las acetilasas enddgenas, luego se
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enfrié en hielo durante 10 mirutos y se centrifugd 10 minutos a 1500 x g a 4°C para
eliminar las proteinas precipitadas. La actividad de CAT se determiné en 20-30 pl del
sobrenadante en una mezcla de reaccion conteniendo butiril CoA 0.25 mg/ml, Tris 100
mM pH 8 y 200 nCi de cloramfenicol-’H (60 Ci/mmol, 0.01 uCi/ul). La reaccién se
incubd a 37°C durante 60 minutos y se detuvo con el agregado de 200 ul de xileno.
Luego de agitar vigorosameni: se separo la fase organica superior por centrifugacion a
10 000 x g durante 15 minutos. Esta fase fue sometida a una extraccidon con 100 pl de
agua. La fase organica resultante se colocé en viales con liquido centellante a base de
tolueno, y se contd la radiactividad en un contador de centelleo liquido. La actividad
especifica de CAT se determiné como (dpm muestra - dpm control pBLCAT6)/ul x mg
proteina. Posteriormente se calculd la relacion UCAT/UBgal que se grafica en cada caso

relativa a la muestra control sin ningin agregado.
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Capitulo 1: Analisis de la expresion de ALA-S a nivel de la
actividad del mRNA

A) OPTIMIZACION DE LAS PREPARACIONES DE HEPATOCITOS Y RNA, Y
DE LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL mRNA DE ALA-S.

A.1 Obtencion de suspensiones de hepatocitos

Los hepatocitos obtenidos, segiin se detalla en Materiales y Métodos, se observaron bajo
el microscopio Optico, presentando forma redondeada, de contornos bien definidos. Las
suspensiones obtenidas mostraron una fraccion poco significativa de células no
parenquimales, eritrocitos y otros tipos celulares.

El método de aislamiento utilizado produjo un rendimiento de células hepéticas de 2.6 %
1.4 X 10° células/gramo de tejido hepatico (promedio + E.S. de 12 preparaciones diferentes).

La viabilidad de las suspensiones de hepatocitos, fue determinada por medicion de la
permeabilidad de las células al azul tripin. La viabilidad inicial, considerada como el
porcentaje de células que excluyen el azul tripan, fue del 77 + 2% (promedio + E.S. de 12
preparaciones diferentes),y decayo entre 1 y 2% por hora y no mas del 10% en las primeras
ocho horas de incubacion a 37°C. Por otra parte, ninguna de las sustancias agregadas
afectaron significativamente el indice de viabilidad mencionado. Estos resultados nos
permitieron utilizar el sistema de cultivos primarios de hepatocitos para el analisis de la

expresion de ALA-S en incubaciones de hasta ocho horas.

A.2 Aislamiento de RNA total y poli (A" RNA
El método de Chomczynsky y Sacchi (1987) descripto en Materiales y Métodos fue

utilizado para la obtencion de RNA total a partir de higado y de suspensiones de hepatocitos.
Los rendimientos (calculados a partir de la Ayg), y el grado de pureza del RNA obtenido
(determinado a partir de la relacion Aje/Azs0), se detallan en la Tabla 1. En la misma tabla,
se observan los resultados correspondientes a la purificacion del poli (A") RNA a través de
cromatografia de afinidad en batch, utilizando oligo dT celulosa.
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Los RNAs obtenidos mostraron una relacion A,s/Azg mayor a 1.7 en todos los casos
indicando poseer alta pureza, y los rendimientos obtenidos fueron similares a los valores

registrados para la técnica (Sambrook et al., 1989).

HIGADO SUSPENSION DE
ng RNA/mg tejido  DO24/DO:200 HEPATOCITOS
ng RNA/0 cel DO2s/DO02s0
RNA total 2.08+0.45 1.92+0.03 ND ND
(n=12) (n=12)
poli (A+) RNA 0.054 £ 0.007 1.71£0.19 265102 1.77+£0.05
(n=12) (n=12) (n=16) (n=16)

Tabla 1: Rendimiento y pureza de RNA total y poli (A+) RNA en las preparaciones. Los RNA fueron
obtenidos a partir de higado de rata y de suspensiones de hepatocitos como se describe en Materiales y
Meétodos. Los resultados representan el valor promedio + E.S. El nimero de determinaciones se indica en
cada caso. N.D. no se determiné.

Por otro lado, se estimé la integridad de los RNAs a través de electroforesis en gel de
agarosa. Mediante esta técnica las especies de RNA se separan de acuerdo a su peso
molecular, pudiéndose determinar el grado de degradacion por la presencia de bandas de
bajo peso molecular.

Como se muestra en la Figura 1, al correr RNA total, se observaron dos bandas
mayoritarias correspondientes a los RNA ribosomales 28S y 18S y una serie de bandas
intermedias, mostrando un patrén caracteristico de RNA no degradado (Sambrook et al.,
1989). Al separar los poli (A") RNA se obtuvo un patrén de bandas de distinto tamaiio que
comigraron con las presentes en el RNA total .
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Figura 1:_Integridad de RNA total y poli (A+) RNA. Corrida electroforética en gel de agarosa 1%.
Calle 1: 20 pg RNA total; calle 2: 5 pg de poli (A+) RNA aislados de tejido hepatico como se describe
en Materiales y Métodos. M: marcadores de peso molecular

A.3 Especificidad del anticuerpo utilizado para inmunoprecipitar AL A-S.

La proteina ALA-S sintetizada en el sistema libre de células de germen de trigo en
presencia de leucina tritiada, fue separada de los demas productos de traducciéon por
precipitacion con un anticuerpo especifico y cuantificada por incorporacion de marca
radiactiva. El complejo antigeno-anticuerpo fue desnaturalizado y analizado en electroforesis
en gel de poliacrilamida con SDS. En un primer experimento fue necesario corroborar la
especificidad del anticuerpo, de manera que precipitara la proteina ALA-S y solamente ella.
Para ello, luego de realizar la inmunoprecipitacion y corrida en PAGE SDS, el gel se cort6 a
lo largo en fragmentos de 2 mm de ancho, y se midi6 la radioactividad de cada uno de ellos.
Los resultados de esta determinacién se muestran en la Figura 2. Como se observa,
obtuvimos un pico principal, tanto en el caso de hepatocitos tratados con fenobarbital 0.6
mM y en los no tratados, que corresponde a una proteina de 57.000 D de peso molecular que
migra con el mismo Rf de ALA-S purificada de higado de rata. También se evidencia que el
tratamiento de los hepatocitos con fenobarbital 0.6 mM, produce un aumento de 4.46 veces
la cantidad de ALA-S sintetizada con respecto al control sin agregados. Este aspecto se
analizard extensamente mas adelante. De esta manera se comprobd la especificidad del

sistema y en los proximos experimentos solo se analizo la radiactividad incluida en regiones




cercanas a la zona de migracion de ALA-S purificada de higado de rata, corrida en una calle

paralela a las muestras y teflida con azul de Coomasie.
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Figura 2: Localizacion electroforética de ALA-S sintetizada in vitro. La proteina ALA-S sintetizada in
vitro a partir de mRNA aislado de hepatocitos de ratas normales incubados en presencia (— ), 0 en
ausencia (- - - - - ) de fenobarbital 0.6 mM durante 3 h, fue inmunoprecipitada y corrida en PAGE-SDS
como se describe en Materiales y Métodos. Cada punto corresponde a la radiactividad contenida en cada
trozo de gel (slice) de 2 mm de ancho. Paralelamente se corrieron proteinas marcadoras de peso molecular
tefiidas con azul de Coomasie: a) sero albimina bovina (66.000), b) ovoalbumina (45.000), c)
gliceraldehido-3-fosfo-deshidrogenasa (36.000), d) anhidrasa carbdnica (29.000), ALA-S: enzima
purificada de higado de rata.
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A.4 Sistema de traduccion in vitro

La actividad del mRNA de ALA-S se determin6 mediante la evaluacion de su capacidad
de sintetizar proteina en un sistema de traduccién in vitro de germen de trigo. Este sistema

requirio ser estandarizado, considerando tres aspectos:

a) Respuesta del sistema de traduccion in vitro a la cantidad de mRNA

Una de las maneras de evaluar la integridad del sistema, es verificar que ¢l aumento en la
cantidad de mRNA presente en la sintesis vaya acompaiiado de un aumento en la cantidad
de proteina sintetizada. Para ello se realiz6 una curva de de proteinas totales y de ALA-S
sintetizadas, en funcién de concentraciones crecientes de poli (A") RNA presente en la
reaccion realizada durante 60 min a 30°C. Observamos que la radiactividad incorporada en
las proteinas totales y en ALA-S fue directamente proporcional a la cantidad de mRNA
agregado al sistema de traduccion, segun se observa en la Figura 3 A y B respectivamente.

El mRNA obtenido de hepatocitos tratados con fenobarbital 0.6 mM durante 3 h, gener6é
un incremento de la cantidad de ALA-S sintetizada con respecto al control sin ningin
tratamiento. Esto indicaria que, o bien hay mas cantidad de mRNA de ALA-S, o bien el
mRNA presente es traducido mas eficientemente. La cantidad de proteinas totales
sintetizadas a partir de RNA control es similar a la sintetizada a partir de mRNA proveniente
de células tratadas con fenobarbital 0.6 mM durante 3 h, indicando que el efecto de
fenobarbital es especifico para la proteina ALA-S y no produce una induccion generalizada

en el sistema de traduccion de proteinas.

b) Tiempo de incubacién

Hemos determinado también la velocidad de sintesis de proteinas en el sistema de
traduccion in vitro. Para ello realizamos una curva de cantidad de proteinas totales y cantidad
de ALA-S sintetizadas, medidas como incorporacién de leucina tritiada, en funcién del
tiempo de reaccién a partir de 40 pg/ml de poli (A") RNA. Se observa en la Figura 4A que la
radiactividad incorporada en las proteinas totales aument6 proporcionalmente con el tiempo
de incubacion del sistema de traduccidn in vitro, presentando una velocidad de reaccion de
0.149 + 0.0075 dpm/min para el control y 0.145 + 0.007 dpm/min para el material
proveniente de células tratadas con fenobarbital 0.6 mM. Como se observa en la Figura 4 B,



y se discuti6 anteriormente, el agregado de fenobarbital 0.6 mM aumenta la incorporaci6n de
*H leucina en ALA-S. En este caso la velocidad de sintesis de ALA-S es de 7.22 + 1.01
dpm/min para el control, y de 24,78 + 3.03 para el RNA proveniente de células tratadas con
fenobarbital 0.6 mM. De esta manera se demuestra que el efecto del fenobarbital operaria

especificamente sobre la expresion de ALA-S.

¢) Concentracion optima de magnesio

Debido a la estricta dependencia de la actividad de traduccién de los distintos mRNA con
respecto a la concentracion del ion magnesio, se realizaron experimentos para determinar la
concentracion optima de dicho ién sobre la actividad del mRNA de ALA-S. En la Figura 5
se observa que, al analizar las proteinas totales sintetizadas, hubo una mayor actividad de
sintesis cuando la reaccion se realiz6 en presencia de concentraciones de magnesio cercanas
a 2 mM. No se observaron variaciones significativas de actividad comparando la curva
obtenida con mRNA proveniente de células control o de células tratadas con fenobarbital 0.6
mM. Sin embargo, cuando se determiné la actividad traduccional del mRNA de ALA-S, se
observa que con mRNA proveniente de hepatocitos incubados con fenobarbital 0.6 mM ésta
fue significativamente mayor que en el control. La maxima actividad se obtuvo utilizando

una concentracion de 3 mM Mg**.
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Figura 3: Respuesta del sistema de traduccién in vifro al aumento de mRNA. El mRNA aislado de
hepatocitos tratados en ausencia (O) o en presencia (®) de fenobarbital 0.6 mM fue traducido in vitro
segun se describe en Materiales y Métodos. Las dpm representan la incorporacion de leucina tritiada en
proteinas totales (A), y en ALA-S (B) sintetizadas in vitro durante 60 min a 30°C.
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Figura 4: Dependencia del sistema de traduccion in vifro con el tiempo de reaccion. El mRNA aislado de
hepatocitos tratados en ausencia (O) o en presencia (®) de fenobarbital 0.6 mM fue traducido in vifro
seglin se describe en Materiales y Métodos. Las dpm representan la incorporacion de leucina tritiada en
proteinas totales (A), y en ALA-S (B) sintetizadas in vitro a 30°C con 40 pg/ml de mRNA.
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Figura 5: Respuesta del sistema de traduccién in vitro_al aumento de Mg®. El mRNA aislado de
hepatocitos tratados en ausencia (O) o en presencia (®) de fenobarbital 0.6 mM fue traducido in vitro
segun se describe en Materiales y Métodos. Las dpm representan la incorporacion de leucina tritiada en
proteinas totales (A), y en ALA-S (B) sintetizadas in vitro 60 min a 30°C con 40 pg/ml de mRNA.
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Conclusiones

El sistema libre de células de germen de trigo, usado en varios laboratorios para estudios
de traduccién in vitro de proteinas fue inicialmente descripto por Roberts y Paterson (1973).
Para su aplicacion en el estudio de la actividad del mRNA de ALA-S fue necesario primero
determinar las condiciones 6ptimas para ello.

Los resultados descriptos muestran que la proteina sintetizada in vitro con el sistema de
germen de trigo utilizado es reconocida por anticuerpos anti ALA-S y migra exactamente
igual que la enzima purificada de higado de rata (Figura 2).

Por otra parte, se vio que el sistema de traduccién responde en forma directamente
proporcional al aumento en la concentracién de poli (A*) RNA y al tiempo de incubaci6n,
encontrandose aumentos consecuentes en las proteinas totales y ALA-S sintetizadas in vitro
(Figuras 3 y 4 respectivamente). La determinacién de estas variables es importante, para
asegurar la correlacion entre aminoécido radioactivo incorporado en las proteinas sintetizadas
y actividad del mRNA (Nickol et al., 1978).

También, del andlisis de las cinéticas de sintesis de proteinas, surge que el fenobarbital
carece de efecto alguno sobre la velocidad de sintesis de proteinas totales. Sin embargo, su
presencia durante la incubacién de los hepatocitos, produce un aumento en la incorporacion
de marca en la proteina ALA-S, indicando que su efecto es especifico.

Otra variable estudiada fue la concentracion de magnesio utilizada en la traduccion in
vitro. Se ha podido ver que la actividad de traduccién de los mRNA es dependiente de dicho
ion (Anderson et al., 1983). Realizando curvas de leucina tritiada incorporada en funcién de
magnesio se ha determinado que la concentracion éptima de este idn, necesaria para la
maxima actividad traduccional del poli (A") RNA de ALA-S, es de 3 mM.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta etapa de optimizacion de la determinacién
de la actividad de mRNA de ALA-S se utilizaron para los experimentos de traduccién in
vitro las siguientes condiciones: poli (A") RNA 40 ug/ml, Mg?* 3 mM (concentraciones

finales en el sistema de traducci6n) y tiempo de incubacién de 60 minutos.



B) EL FENOBARBITAL INDUCE Y EL cAMP POTENCIA LA ACTIVIDAD
DEL mRNA DE ALA-S

B.1 Efecto de fenobarbital, dibutiril cAMP y 8-CPT-cAMP

En la siguiente etapa del trabajo, nos dedicamos a caracterizar el efecto del inductor
fenobarbital y del segundo 'nensajero cAMP sobre la actividad del mRNA de ALA-S
hepatica de rata.

Como se observa en la Tabla 2, la presencia de fenobarbital 0.6 mM en las
suspensiones de hepatocitos produjo un aumento de la actividad del mRNA de ALA-S
superior a 4 veces respecto al control. El agregado de dibutiril cAMP 100 uM potencié
casi al doble la induccién de la actividad mediada por fenobarbital. Sin embargo, el
dibutiril cAMP solo no present6 efecto alguno sobre la actividad del mRNA de ALA-S.
Se utilizé el derivado dibutirilo con motivo de ser éste nucledtido mas liposoluble.
Experimentos similares fueron realizados con ¢l derivado no metabolizable del
nucléotido ciclico, el 8-CPT-cAMP. Este derivado produjo una potenciacion ain mayor
que ¢l dibutiril cAMP sobre el aumento de actividad del mRNA de ALA-S mediado por
fenobarbital. En ausencia del fenobarbital, el 8-CPT-cAMP tampoco presentd efecto
alguno.

Los aumentos observados en la actividad del mRNA de ALA-S producidos por
fenobarbital, dibutiril cCAMP y 8-CPT-cAMP demostraron ser especificos para ALA-S, y
no a un aumento generalizado de la sintesis de proteinas, dado que las diferencias en los
valores de incorporacion de marca en las proteinas totales no resultaron ser

significativas.

B.2 Curva de tiempo del efecto de fenobarbital y dibutiril cAMP en la actividad del
mRNA de ALA-S

El efecto de fenobarbital y dibutiril cAMP se estudié a lo largo de 4 horas de

incubacion. Se observa en la Figura 6 que la actividad del mRNA de ALA-S fue

significativamete aumentada en suspensiones de hepatocitos incubados con fenobarbital
0.6 mM llegando a un maximo entre las 2 y 3 horas de incubacion. El agregado de

dibutiril cAMP 100 uM produjo un mayor aumento de la actividad del mRNA de ALA-
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S presentando una cinética similar a la obtenida en incubaciones con fenobarbital
exclusivamente, con un maximo de induccién entre las 2 y 3 horas. Por otra parte se
observa que el dibutiril cAMP100 uM solo, no modifica la actividad del mRNA hasta

las 3 horas de incubacion.

TRATAMIENTO ACTIVIDAD ACTIVIDAD mRNA ACTIVIDAD
mRNA TOTAL ALA-S RELATIVA
(dpm) (% del mRNA total) (% del control)
—_— 1776 432 0.034 100
+113373 +0.003
Fenobarbital 0.6 mM 1628714 0.161 * 474
+ 148 601 +0.017
Dibutiril cAMP 100pM 1 775 780 0.035 103
+ 190 000 + 0.005
8-CPT-cAMP 100uM 1619245 0.043 126
+ 280 887 +0.003
Fenobarbital 0.6 mM + 1601 779 0.274 ** 806
dibutiril cAMP 100uM +133 978 +0.026
Fenobarbital 0.6 mM + 1 649 638 0.338*" 994
8-CPT-cAMP 100uM +259 337 +0.025

Tabla 2: Efecto de fenobarbital y derivados sintéticos del cAMP sobre la actividad del mRNA de
ALA-S. Hepatocitos de ratas normales fueron incubados durante 3 h con los tratamientos
indicados.El porcentaje de actividad del mRNA total y de ALA-S se calculd seglin se detalla en
Materiales y Métodos. Los resultados representan el valor promedio £ E.S. de seis experimentos.
Se utilizo el test de Student, con respecto al control sin agregados (*), y al incubado con
fenobarbital 0.6 mM (#). * p< 0.001,* p< 0.02.
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Figura 6: Curva de tiempo del efecto de fenobarbital y dibutiril cAMP sobre la actividad del mRNA
de ALA-S. Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas distintos tiempos con los agregados que
siguen: (®) fenobarbital 0.6 mM, (O) dibutiril cCAMP 100 uM, (M) fenobarbital 0.6 mM + dibutiril
cAMP 100 uM y (O) control sin ningin agregado. Se obtuvo el mRNA vy la actividad del mRNA de
ALA-S se determin6 como se describe en Materiales y Métodos. El porcentaje de actividad relativa
se calculd considerando 100% al porcentaje de actividad control sin agregados al tiempo cero de
incubacion (0.034% =+ 0.005 promedio £ DS, n=4). Cada punto representa el promedio de dos
experimentos independientes cuyos valores individuales difieren en menos del 10% del promedio.
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B.3 Curva dosis respuesta de dibutiril cAMP sobre la actividad del mRNA de ALA-S

Se analizo la respuesta del sistema a agregados crecientes de dibutiril cAMP. En la
Figura 7, se observa que con una concentraciéon 100 uM o mayor, se obtiene el maximo
efecto potenciador. La dosis necesaria para alcanzar el 50% del efecto (IDsp),
corresponde aproximadamente a 50 uM. Ademas, se observa que agregados de dibutiril
cAMP hasta 1 mM no producen modificacion de la actividad del mRNA de ALA-S en

ausencia de fenobarbital.

B.4 Efecto del aumento intracelular de cAMP en la actividad del mRNA de ALA-S

Con el objetivo de analizar en profundidad el efecto de cAMP sobre la expresion del
mRNA de ALA-S evaluamos si, en lugar de agregar cAMP exdgenamente, el aumento
de cAMF intracelular por tratamiento con diversos efectores, producia una respuesta
similar. Para ello, se incubaron los hepatocitos con activadores de la enzima adenilil
ciclasa: adrenalina, forskolina y glucagon, y con el inhibidor de la fosfodiesterasa IBMX.
También se realizaron experimentos con la incubacion combinada de ellos. Las
concentraciones utilizadas fueron elegidas de acuerdo a estudios realizados
anteriormente con mediciones de actividad enzimatica de ALA-S (Canepa et al, 1989).
En todos los tratamientos se observa que, a la hora de incubacion , ya se ha alcanzado el
méximo nivel de cAMP enddgeno. Este nivel de cAMP intracelular es atin mayor que el
que se logra por incubacion con dibutiril cAMP exoégeno. (Figura 8). El agregado de
fenobarbital 0.6 mM durante las tres horas de incubacién, no modificé el contenido de
cAMP celular.

Al analizar la actividad del mRNA de ALA-S, se observa que el agregado de
adrenalina, forskolina, glucagon, IBMX o una mezcla de ellos remeda el efecto del
agregado de dibutiril cAMP exdgeno, obteniéndose una potenciacion de la induccién

mediada por fenobarbital cercana a 8 veces sobre el control (Tabla 3).
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Figura 7: Curva dosis respuesta de dibutiril cAMP sobre la_actividad del mRNA de ALA-S.
Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas durante 3 h en ausencia (O), y en presencia de
fenobarbital 0.6 mM (®) con distintas concentraciones de dibutiril cAMP. La actividad del
mRNA de ALA-S se determiné como se describe en Materiales y Métodos. El porcentaje de
actividad relativa se calculé considerando 100% al porcentaje de actividad del control sin
agregados (0.042%). Cada punto representa el promedio de dos experimentos independientes
cuyos valores individuales difieren en menos del 8% del promedio
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Figura 8: Determinacion del contenido de cAMP endégeno. Células hepaticas fueron incubadas
durante 3 h con los agregados indicados en la figura. El contenido de cAMP se determind segtin
se describe en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan en pmoles de cAMP/mg de
proteinas.
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Actividad mRNA ALA-S

IBMX 100 pM

(%del mRNA total)
Tratamiento ninguno fenobarbital n veces
0.6 mM

0.036 - 0.039 0.157-0.164 4.0-4.6

Dibutiril cAMP 100 uM 0.034 - 0.036 0.263 - 0.285 7.3-84
Glucagon 1 yM 0.040 - 0.044 0.330 - 0.340 7.5-85
Adrenalina 10 pM 0.043 - 0.049 0.377 - 0.405 7.7-9.4
Forskolina 10 pM 0.043 - 0.045 0.350 - 0.372 7.8 -8.6
IBMX 100 pM 0.044 - 0.049 0.294-0.318 6.0-72
Adrenalina 10 pM + 0.043 - 0.047 0.333 - 0.371 7.1-8.6

Tabla 3: Efecto del aumento intracelular de cAMP en la actividad del mRNA de ALA-S.

Hepatocitos de ratas normales fueron incubados durante 3 h con los agregados indicados.Se obtuvo
el mRNA total y la actividad del mRNA de ALA-S se determiné segin se detalla en Materiales y
Meétodos. Se muestran los resultados de dos experimentos realizados por duplicado.n: indica el
namero de veces de induccién con respecto a la actividad control sin ningiin agregado.

B.5 Efecto de hemo sobre el mRNA de ALA-S.

Como se analizé en la introduccidn, el hemo ejerce una accion inhibitoria sobre la

ALA-S, en distintos niveles segun los autores consultados: regulando la entrada de la

proteina a la mitocondria, regulando la vida media del mRNA o regulando su

transcripcion.
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En estos experimentos, se guiso analizar el efecto del hemo tanto sobre la induccién
del mRNA de ALA-S ejercida por fenobarbital, como sobre la potenciacion operada por
dibutiril cAMP. Como se observa en la Figura 9A, la presencia de hemina 2 pM
produce un marcado descenso de la actividad de]l mRNA de ALA-S en presencia de
fenobarbital y de éste mas dibutiril cAMP.

B.6 Efecto de cicloheximida sobre el mRNA de ALA-S.

Con el objetivo de profundizar el mecanismo por el cual fenobarbital y dibutiril

cAMP ejercen su accion sobre el mRNA de ALA-S, hemos analizado si dichos efectos
son dependientes de la sintesis de proteinas. Para ello incubamos las suspensiones
hepaticas con el inhibidor de la sintesis proteica, cicloheximida. En estos experimentos
observamos que la presencia de cicloheximida 10 pM produce un leve aumento del
nivel basal del mRNA de ALA-S. Sin embargo, cuando analizamos la actividad del
mRNA de ALA-S en células inhibidas con cicloheximida y en presencia de fenobarbital
0.6 mM y/o de dibutiril cAMP 100 uM obtuvimos una significativa reduccién de la
actividad de dicho mensajero (Figura 9B). Estos resultados indicarian que los efectos

ejercidos por fenobarbital y dibutiril cAMP requeririan de la sintesis de proteinas.
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Figura 9: Efecto de hemo y cicloheximida sobre el mRNA de ALA-S. Suspensiones de hepatocitos
fueron incubadas durante 3 h con los agregados indicados en la figura. El agregado de CH se realiz6
media hora antes del tiempo cero. FB, fenobarbital 0.6 mM; Bt,cAMP, dibutiril cAMP 100 pM;
Hemo, hemo 2 uM; CH, cicloheximida 10 uM. La actividad del mRNA de ALA-S se determiné
como se describe en Materiales y Métodos. El porcentaje de actividad relativa se calculd
considerando 100% al porcentaje de actividad del control sin agregados (0.038%). Cada punto
representa el promedio + ES de tres experimentos independientes.
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C) LA GLUCOSA INHIBE LA ACTIVIDAD DEL mRNA DE ALA-S
INDUCIDA POR FENOBARBITAL

C.1 Efecto de la glucosa en la actividad del mRNA de ALA-S.

En los siguientes experirmentos, nos hemos abocado al estudio de los mecanismos
moleculares que conllevan : la manifestacion del llamado efecto glucosa que opera
sobre ALA-S. Trabajos previos demostraron que la presencia de glucosa inhibe la
actividad enzimatica de ALA-S en hepatocitos de ratas normales (Canepa et al., 1984,
1985a), asi es que decidimos profundizar el analisis a nivel de la actividad del mRNA
de ALA-S.

En la Tabla 4 se observa, como ya se describi6 anteriormente, que la incubacion de
los hepatocitos con fenobarbital 0.6 mM produce una induccién de la actividad del
mRNA de ALA-S de mas de cuatro veces. El agregado de glucosa 80 mM en
fenobarbital

presencia de produce un decremento en dicha actividad de

aproximadamente el 75%.

ACTIVIDAD mRNA ACTIVIDAD ACTIVIDAD
TRATAMIENTO TOTAL mRNA ALA-S RELATIVA
(dpm x 10°%) (% del mRNA total) | (% del control)
— 1.83 £0.23 0.033 £ 0.006 100
Fenobarbital 0.6 mM 1.96 £ 0.30 0.140 + 0.039* 424
Glucosa 80 mM 1.95+0.17 0.029 + 0.005 88
Fenobarbital 0.6 mM + 1.87 £0.35 0.049 £ 0.011 148
Glucosa 80 mM

Tabla 4: Efecto de fenobarbital y glucosa sobre la actividad del mRNA de ALA-S. Hepatocitos de
ratas normales fueron incubados durante 3 h con los tratamientos indicados.El porcentaje de
actividad de mRNA total y de ALA-S se calculd segin se detalla en Materiales y Métodos. Los
resultados representan el valor promedio + el E.S. de seis experimentos. Se utilizé el test de
Student, con respecto al control sin agregados * p< 0.01.




Sin embargo la glucosa no produce alteraciones significativas de la actividad de este
mensajero en condiciones basales. En cuanto a la incorporacion de leucina tritiada en
proteinas totales, es decir la medicién de actividad del mRNA total, no se observa
alteracion alguna en presencia de glucosa con o sin fenobarbital, indicando de este

modo que el efecto producido es especifico para el mRNA de ALA-S.

C.2 Curva de tiempo del efecto de fenobarbital y glucosa en la actividad del mRNA de
ALA-S.

El efecto inhibitorio de la glucosa fue analizado a lo largo de 3 horas de incubacion.
En la Figura 10, se observa que durante un periodo lag de 30 minutos la pendiente de
la curva obtenida en ausencia o en presencia de glucosa es la misma. Luego, la
presencia de glucosa 80 mM produce una significativa inhibicion del 75% de la
induccién en la actividad del mRNA de ALA-S mediada por fenobarbital, que
permanece hasta las 3 horas de incubacion. La presencia de glucosa 80 mM no
presentd efecto alguno, durante los tiempos ensayados, sobre la actividad del mRNA

de ALA-S basal.

C.3 Efecto de la preincubacion con glucosa sobre el mRNA de ALA-S inducido con

fenobarbital.

Como se ha analizado en la introduccién, hay numerosos reportes que avalan la
hipétesis que una vez que la glucosa ingresa a la célula, es inmediatamente
transformada por diversos caminos metabdlicos en intermediarios que actian sobre las
vias de regulacion celular y modulan la expresion de distintos genes (Mitanchez, et al.
1997).

Dado que en la curva de tiempo de la Figura 10 pudimos observar una fase lag de
30 min en la accion de la glucosa, en el siguiente experimento, quisimos evaluar si la
accion de la glucosa sobre el mRNA de ALA-S requiere de la sintesis previa de un
metabolito intermediario, o si ésta actia directamente. Para ello, preincubamos las
suspensiones hepaticas durante 1 hora en presencia de glucosa 80 mM. Las muestras
control fueron preincubadas en ausencia de glucosa. Al tiempo cero, se adiciond

glucosa mas fenobarbital y se midi6 a distintos tiempos la actividad del mensajero de



ALA-S. Como se observa en la Figura 11, en ambos casos se obtiene una reduccion en
la actividad del mRNA de ALA-S (comparar con la curva de tiempo obtenida con
fenobarbital de la Figura 10). Sin embargo, la pendiente de la curva de inhibicién
ejercida por la glucosa en las muestras preincubadas con glucosa, es marcadamente
mayor que en el control donde la preincubacion se desarrollé en ausencia de glucosa.
Estos resultados refuerzan la idea que se requiere de la sintesis de un metabolito

intermediario en la accion de la glucosa sobre el mMRNA de ALA-S.

C.4 Curva dosis respuesta de glucosa en la actividad del mRNA de ALA-S.

Se evaluo el efecto inhibitorio causado por la presencia de glucosa sobre la actividad
del mRNA de ALA-S inducida por fenobarbital, en concentraciones crecientes del
monosacarido. El efecto inhibitorio es dosis dependiente presentando un rango de
accion entre 20-160 mM (Figura 12). El efecto inhibitorio maximo se obtiene con
concentraciones de 80 mM o mayores, siendo 35 mM la concentracion necesaria para

obtener la mitad del efecto inhibitorio maximo.
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Figura 10: Curva de tiempo del efecto de fenobarbital y glucosa sobre la actividad del mRNA de
ALA-S. Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas distintos tiempos con los agregados que
siguen: (®) fenobarbital 0.6 mM, (O) glucosa 80 mM, (M) fenobarbital 0.6 mM + glucosa 80 mM
y (O) control sin ningun agregado. Se obtuvo el mMRNA y la actividad del mRNA de ALA-S se
determin6 como se describe en Materiales y Métodos. El porcentaje de actividad relativa se calculd
considerando 100% al porcentaje de actividad control sin agregados al tiempo cero de incubacion
(0.041%). Cada punto representa el promedio de dos experimentos independientes cuyos valores
individuales difieren en menos del 8% del promedio.
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Figura 11: Efecto de la preincubacién con glucosa sobre la actividad del mRNA de ALA-S.
Suspensiones de hepatocitos fueron preincubadas en presencia (O), o en ausencia (®) de glucosa
80 mM durante 1 h. Luego las muestras fueron incubadas distintos tiempos con el agregado de
fenobarbital 0.6 mM y glucosa 80 mM. Se obtuvo el mRNA y la actividad del mRNA de ALA-S
se determind como se describe en Materiales y Métodos. El porcentaje de actividad relativa se
calcul6 considerando 100% al porcentaje de actividad control sin agregados al tiempo cero de
incubacion (0.026%). Cada punto representa el promedio de dos experimentos independientes
cuyos valores individuales difieren en menos del 12% del promedio
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Figura 12: Curva dosis respuesta de glucosa sobre la actividad del mRNA de ALA-S.
Suspensiones hepaticas fueron incubadas durante 3 h en presencia (®), y en ausencia (O) de
fenobarbital 0.6 mM, con distintas concentraciones de glucosa. La actividad del mRNA de ALA-S
se determind como se describe en Materiales y Métodos. El porcentaje de actividad relativa se
calculé considerando 100% al porcentaje de actividad control sin agregados (promedio + E.S.)
0.040 £ 0.005 (n=4). Cada punto representa el promedio de dos experimentos independientes cuyos
valores individuales difieren en menos del 10% del promedio.
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D) LA INDUCCION DE LA ACTIVIDAD DEL mRNA DE ALA-S POR
FENOBARBITAL ES MAYOR EN HEPATOCITGS DIABETICOS QUE
EN NORMALES.

D.1 Efecto de fenobarbital y cAMP en la actividad del mRNA de AL A-S en hepatocitos

de ratas diabéticas.

El efecto de la droga porfirinogénica fenobarbital y del cAMP fue analizada en
hepatocitos provenientes de ratas diabéticas por tratamiento con estreptozotocina. En la
Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos de mediciones de actividad del mRNA de

ALA-S.

TRATAMIENTO ACTIVIDAD ACTIVIDAD mRNA ACTIVIDAD
mRNA TOTAL ALA-S RELATIVA
(dpm) (% del mRNA total) (% del control)
1737 650 0.039 100
+ 170676 +0.003
Fenobarbital 0.6 mM 1737 650 0.294 * 753
+ 127 629 +0.033
Dibutiril cAMP 100 uM 1696115 0.0356 91
+ 126.941 + 0.005
Fenobarbital 0.6 mM + 1 641 462 0.274 * 703
dibutiril cAMP 100 uM + 136 550 + 0.006

Tabla 5: Efecto de fenobarbital y dibutirill cAMP sobre la actividad del mRNA de ALA-S en

hepatocitos de ratas diabéticas. Hepatocitos de ratas diabéticas por tratamiento con estreptozotocina
fueron incubados durante 3 h con los tratamientos indicados. El porcentaje de actividad del mRNA
total y de ALA-S se calculé segiin se detalla en Materiales y Métodos. Los resultados representan el
valor promedio * el E.S. de seis experimentos. Se utilizd el test de Student, con respecto al control
sin agregados (* p< 0.001).




Sorprendentemente, la presencia de fenobarbital 0.6 mM induce la actividad del
mRNA de ALA-S mas de siete veces, alcanzando niveles comparables de induccién al
que, segun se mostro anteriormente, observamos en los hepatocitos de ratas normales
incubados con fenobarbital y dibutiril cAMP. La presencia de dibutiril cAMP 100 uM
en los incubados de hepatocitos diabéticos no muestran efecto alguno sobre el nivel
basal, ni sobre el nivel inducido por fenobarbital 0.6 mM. Por lo tanto, se observa que la
adiciéon de fenobarbital desencadenaria el maximo de induccién alcanzado en la
actividad del mRNA, no respondiendo el sistema al agregado de dibutiril cAMP.
Nuevamente, la actividad del mRNA total determinada no difiere con los distintos

tratamientos.

D.2 Curva de tiempo del efecto de fenobarbital y dibutiril cAMP sobre la actividad del

mRNA de ALA-S en hepatocitos de ratas diabéticas.

Se realizaron ensayos de medicion de actividad de mRNA total y de ALA-S en
presencia de fenobarbital y dibutiril cAMP a distintos tiempos, hasta cuatro horas de
incubacion, con hepatocitos de ratas diabéticas. Como se muestra en la Figura 13, la
presencia de fenobarbital 0.6 mM produce un incremento marcado de la actividad del
mRNA de ALA-S con un méaximo entre las 2.5-3 horas. El agregado de dibutiril cAMP
no potencia dicha induccidén en los tiempos analizados, presentando una curva de
induccién similar a la obtenida cuando los hepatocitos son incubados con fenobarbital

solamente. La presencia de dibutiril cAMP, no modifica el nivel de actividad basal.

D.3 Curva dosis respuesta de dibutiril cCAMP en la actividad del mRNA de AL A-S en

hepatocitos de ratas diabéticas.

Se analizo la respuesta del sistema a agregados crecientes de dibutiril cAMP. En la
Figura 14, se observa que la presencia de dibutirii cAMP en las incubaciones de
hepatocitos de ratas diabéticas, no produce alteracion en el nivel de actividad del mRNA
de ALA-S basal o inducido con fenobarbital 0.6 mM en ninguna de las concentraciones
analizadas. En este sistema se observa que la presencia de fenobarbital 0.6 mM es
suficiente para desarrollar el efecto inductor méximo sobre la actividad del mRNA de

ALA-S.
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Figura 13: Curva de tiempo del efecto de fenobarbital y dibutiril cAMP sobre la actividad del
mRNA de ALA-S en hepatocitos de ratas diabéticas. Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas
distintos tiempos con los agregados que siguen: (® ) fenobarbital 0.6 mM, (O) dibutiril cAMP 100
puM, (m) fenobarbital 0.6 mM + dibutiril cAMP 100 pM y (O) control sin ningin agregado. Se
obtuvo el mMRNA vy la actividad del mRNA de ALA-S se determind como se describe en Materiales y
Métodos. El porcentaje de actividad relativa se calculd considerando 100% al porcentaje de
actividad control sin agregados al tiempo cero de incubacion (0.044%). Cada punto representa el
promedio de dos experimentos independientes cuyos valores individuales difieren en menos del 8%
del promedio.
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Figura 14: Curva dosis respuesta de dibutiril cAMP sobre la actividad del mRNA de ALA-S en
hepatocitos de ratas diabéticas. Suspensiones de hepatocitos de ratas diabéticas fueron incubadas
durante 3 h en ausencia (O), y en presencia de fenobarbital 0.6 mM (@), con distintas
concentraciones de dibutirii cAMP. La actividad del InRNA de ALA-S se determiné como se
describe en Materiales y Métodos. El porcentaje de actividad relativa se calculdé considerando 100%
al porcentaje de actividad control sin agregados (0.0375%). Cada punto representa el promedio de
dos experimentos independientes cuyos valores individuales difieren en menos del 10% del promedio.
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E) LA GLUCGSA NO INHIBE LA ACTIVIDAD DEL mRNA DE ALA-S EN
HEPATOCITOS DE RATAS DIABETICAG.

Efecto de glucosa sobre la actividad del mRNA de ALA-S en hepatocitos de ratas

diabéticas.

El estado diabético produce 1lteraciones en la regulacion del metabolismo de hidratos
de carbono en células hepaticas. En esta etapa del trabajo, nos dedicamos a investigar si
el aumento de la concentraciéon de glucosa en hepatocitos provenientes de ratas con
diabetes experimental afecta la actividad del mRNA de ALA-S. Hemos analizado el
efecto del agregado de glucosa 80 mM a suspensiones de hepatocitos diabéticos en
presencia y en ausencia de la droga porfirinogénica fenobarbital en concentraciéon 0.6
mM. Observamos, como se discutié anteriormente, que el agregado de fenobarbital
produce una induccioén de la actividad del mensajero de ALA-S mayor a siete veces. Sin
embargo, a diferencia de lo que ocurre en hepatocitos de ratas normales, la presencia de
glucosa 80 mM en el medio de incubacién, no modificé el nivel de induccion operado
por el fenobarbital. El agregado de glucosa tampoco altera el nivel de actividad del
mRNA de ALA-S incubado en ausencia de fenobarbital (Tabla 6).

Por otro lado se realizé una curva de tiempo. Se analiz6 si la glucosa presenta algun
efecto sobre la actividad del mRNA de ALA-S en hepatocitos de ratas diabéticas a lo
largo de 3 horas de incubacion. En la Figura 15, se observa que la presencia de glucosa
no modificé significativamente la cinética de induccion sobre la actividad del mRNA de
ALA-S mediada por fenobarbital hasta las tres horas de incubacion. Ademads la
presencia de glucosa no presentd efecto alguno, en los tiempos ensayados, sobre la
actividad del mRNA de ALA-S basal.

También se evalué la actividad del mRNA de ALA-S basal e inducida por
fenobarbital en hepatocitos provenientes de ratas diabéticas, en presencia de
concentraciones crecientes de glucosa. Como se observa en la Figura 16, la presencia de
fenobarbital 0.6 mM induce la actividad del mRNA de ALA-S més de seis veces, no

afectandose este nivel de induccion por la presencia de glucosa hasta 320 mM.
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De esta manera en hepatocitos de ratas diabéticas no se manifiesta el efecto

inhibitorio de la glucosa descripto para células provenientes de ratas normales.

ACTIVIDAD mRNA | ACTIVIDAD mRNA | ACTIVIDAD
TRATAMIENTO TOTAL ALA-S RELATIVA
(dpm x 10°%) (% del mRNA total) | (% del control)
————— 1.76 £ 0.20 0.037 £ 0.005 100
Fenobarbital 0.6 mM 1.80 £ 0.20 0.284 + 0.064* 768
Glucosa 80 mM 1.70 £ 0.30 0.045 = 0.007 122
Fenobarbital 0.6 mM + 1.78 £ 0.34 0.264 £ 0.021* 714
Glucosa 80 mM

Tabla 6: Efecto de fenobarbital y glucosa sobre la actividad del mRNA de ALA-S en hepatocitos de
ratas diabéticas. Suspensiones de hepatocitos de ratas diabéticas fueron incubados durante 3 h con
los tratamientos indicados.El porcentaje de actividad de mRNA total y de ALA-S se calculé segin se
detalla en Materiales y Métodos. Los resultados representan el valor promedio + E.S. de seis
experimentos. Se utilizo el test de Student, con respecto al control sin agregados * p< 0.01.
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Figura 15: Curva de tiempo del efecto de fenobarbital y glucosa sobre la actividad del mRNA de
ALA-S en hepatocitos de ratas diabéticas. Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas durante
distintos tiempos con los agregados que siguen: (®) fenobarbital 0.6 mM, (O) glucosa 80 mM, (W)
fenobarbital 0.6 mM + glucosa 80 mM y (O) control sin ningin agregado. La actividad del mRNA
de ALA-S se determiné como se describe en Materiales y Métodos. El porcentaje de actividad
relativa se calculd considerando 100% al porcentaje de actividad control sin agregados al tiempo
cero de incubacion (0.036%). Cada punto representa el promedio de dos experimentos
independientes cuyos valores individuales difieren en menos del 10% del promedio.
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Figura 16: Curva dosis respuesta de glucosa sobre la actividad del mRNA de ALA-S en hepatocitos
de ratas diabéticas. Suspensiones de hepatocitos de ratas diabéticas fueron incubadas durante 3 h en
presencia (@), y en ausencia (O) de fenobarbital 0.6 mM con distintas concentraciones de glucosa.
La actividad del mRNA de ALA-S se determiné como se describe en Materiales y Métodos. El
porcentaje de actividad relativa se calculé considerando 100% al porcentaje de actividad control sin
agregados (0.049%). Cada punto representa el promedio de dos experimentos independientes cuyos
valores individuales difieren en menos del 15% del promedio.




Resultados 120

F) EL AUMENTO_INTRACELULAR DE_cAMP REVIERTE EL EFECTO
INHIBITORIO DE LA GLUCOSA SOBRE LA ACTIVIDAD DEL mRNA
DE ALA-S

F.1 Efecto de dibutiril cAMP, activadores de adenilil ciclasa y de un inhibidor de la

fosfodiesterasa sobre el efecto glucosa en la actividad del mRNA de ALA-S en

hepatocitos de ratas normales.

Hasta el momento, recapitulando los resultados obtenidos, hemos encontrado que la
presencia de la droga porfirinogénica fenobarbital induce cerca de cuatro veces la
actividad del mRNA de ALA-S en hepatocitos de ratas normales. La presencia de
dibutiril cAMP, o de drogas que aumentan el contenido de cAMP intracelular, potencian
al doble la induccién operada por el fenobarbital sobre dicho mRNA, mientras que el
agregado al medio de incubacién de glucosa produce una inhibicién de la induccién
mediada por fenobarbital. El siguiente paso consistié en tratar de establecer si existe una
relacién entre los efectos de cAMP y glucosa sobre la actividad del mRNA de ALA-S.
Para ello realizamos una serie de experimentos incubando los hepatocitos de ratas
normales en presencia de dibutiril cAMP, o drogas que aumentan el contenido de cAMP
intracelular, y glucosa. En la Figura 17 se puede observar que el agregado de dibutiril
cAMP 100 uM revierte totalmente el efecto inhibitorio producido por la presencia de
glucosa 80 mM, y, ademas, potencia la inducciéon mediada por fenobarbital al doble
sobre la actividad del mRNA de ALA-S. Mas aun, el agregado de activadores de la
adenilil ciclasa, glucagon, adrenalina y forskolina, y del inhibidor de la fosfodiesterasa,
IBMX, que incrementan el contenido de cAMP intracelular, también revierten el efecto

inhibitorio de la glucosa de manera completa.
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Figura 17: Efecto de dibutirii cAMP, activadores de adenilil ciclasa y un inhibidor de la
fosfodiesterasa sobre la inhibicidn que ejerce la glucosa sobre la actividad inducida por fenobarbital,
del mRNA de ALA-S en hepatocitos de ratas normales. Suspensiones de hepatocitos fueron
incubadas durante 3 h con los agregados que se indican en la figura. FB, 0.6 mM fenobarbital;
Bt,cAMP, dibutiril cAMP 100 puM; Glc, glucosa 80 mM; Adr, adrenalina 10 pM; Fsk, forskolina
10 uM; Ggn, glucagon 1 uM; IBMX, IBMX 100 mM. La actividad del mRNA de ALA-S se
determiné como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados estin expresados como
porcentajes respecto al control sin agregados ( 0.035 £ 0.005, n=4), y representan el promedio + ES
de cuatro experimentos separados. Se utilizd el test d¢ ANOVA para comparar los distintos
tratamientos con respecto a la muestra conteniendo FB solamente (* p< 0.01).
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F.2 Efecto del fenobarbital y la glucosa sobre el mRNA de ALA-S en hepatocitos de

ratas diabéticas con el contenido de cAMP disminuido a niveles normales.

Como ya se ha mostrado en las secciones anteriores, el tratamiento con glucosa de los
hepatocitos provenientes de ratas diabéticas, no demuestra poseer efecto alguno sobre el
mRNA de ALA-S inducido con fenobarbital 0.6 mM. Por otro lado el agregado exégeno
o el aumento intracelular de cAMP en hepatocitos de ratas normales produce una
reversion completa del efecto glucosa (Figura 17). Dado que los hepatocitos diabéticos
poseen un alto contenido endégeno de cAMP nuestra hipétesis fue entonces asumir que
la falta de efecto glucosa, en este estado metabélico, se deberia a la presencia de cAMP
en concentracion elevada de manera que ya no operaria la inhibiciéon mediada por
glucosa. Para analizar esta hipétesis, realizamos experimentos en los cuales el contenido
de cAMP enddgeno en las células hepaticas provenientes de ratas diabéticas se
disminuy6 a los niveles observados en hepatocitos normales. Para ello las células fueron
preincubadas durante 2 horas con 100 uM de aloxano, inhibidor de la adenilil ciclasa, y
100 uM imidazol, activador de la fosfodiesterasa. La concentracion de cAMP inicial de
39.5 + 3.2 pmol/mg de proteina (n=3), fue disminuida a 11.2 + 1.1 pmol/mg de proteina
(n=3). Los hepatocitos fueron luego tratados con fenobarbital 0.6 mM sélo o en
combinacién con glucosa 80 mM. También, se incubaron los hepatocitos con dibutiril
cAMP de manera que, en caso de observarse efecto glucosa en células con contenido de
cAMP bajo, supiéramos si este efecto podia ser revertido por el agregado exdgeno de
cAMP. Como se observa en la Figura 18, en estas condiciones experimentales, no se
observo efecto inhibitorio de glucosa. Por otro lado, la inducciéon de la actividad del
mRNA de ALA-S ejercida por el fenobarbital en hepatocitos de ratas diabéticas con el
contenido de cAMP disminuido a niveles normales, fue similar a la obtenida en
hepatocitos de ratas normales. Mas atin, esta induccién fue todavia susceptible de ser
potenciada por cAMP, como ya se observd anteriormente en células normales. Se
observa que el tratamiento con aloxano e imidazol exclusivamente, no alter6 el nivel

basal de actividad del mRNA de ALA-S.
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Figura 18: Efecto de fenobarbital, glucosa y dibutiril cAMP sobre la actividad del mRNA de ALA-
S en hepatocitos de ratas diabéticas con el contenido de cAMP disminuido a nivel normal.
Suspensiones de hepatocitos fueron preincubadas durante 2 h con imidazol 100 uM (Imd) y aloxano
100 uM (Alx) y luego incubadas durante 3 h con fenobarbital 0.6 mM (FB), y/o con glucosa 80 mM
(Gle) y/o con dibutiril cAMP 100 uM (Bt,cAMP), segin se indica en la figura. La actividad del
mRNA de ALA-S se determiné como se describe en Materiales y Métodos, y se presenta como
barras llenas. El contenido de cAMP se determiné en cada muestra como se describe en Materiales y
Métodos y se presenta como barras punteadas. Los resultados estin expresados como porcentajes
respecto al control sin agregados al tiempo 0 (0.037 + 0.004, n=4), y representan el promedio £ ES
de cuatro experimentos separados. Se utilizd el test de ANOVA para comparar los distintos
tratamientos con respecto al control sin agregados (* p< 0.01).
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Capitulo 2: Analisis de la expresion de ALA-S a nivel

transcripcional.

A) FENOBARBITAL, DIBUTIRIL cAMP Y GLUCOSA MODIFICAN EL
NIVEL DEL mRNA DE ALA-S

En esta segunda etapa del trabajo nos dedicamos a analizar si las variaciones
observadas en la actividad del mRNA de ALA-S con los distintos tratamientos, son
ocasionadas por una variacién en la cantidad del mRNA, o si esta permanece constante.
En el primer caso, es 16gico suponer que al variar la cantidad de un mRNA por ejemplo
aumentdndolo, se incrementara la actividad del mismo. En el segundo caso, si los
niveles de mRNA permanecen constantes, las variaciones en actividad se deberan a un
proceso particular que altere o bien la accesibilidad del mRNA a la maquinaria de
traduccién, (por ejemplo una variacidn en la velocidad de transporte a citoplasma), o
bien la capacidad del mRNA de ser traducido (por ejemplo que fuera modificada su
estructura secundaria). Para dilucidar esta cuestion, se determinaron los niveles del
mRNA de ALA-S. Para ello, se utilizé la técnica de Northern y slot blot, hibridizando
con un oligonucleétido especifico complementario a una porcién de la hebra codificante

del gen de ALA-S de rata.

A.1 La sonda utilizada reconoce un unico mRNA vy del tamaiio predicho

Previo a la utilizacion de la sonda descripta para analizar el mRNA de ALA-S fue
necesario determinar que ésta fuera especifica, de esta manera nos aseguramos que la
sonda no hibridizara con otros RNAs. Para determinar el tamaiio molecular del mRNA
de la banda obtenida por Northern blot, se incluyeron marcadores de peso molecular en
la corrida electroforética. Graficando la curva del log del PM, en funcién de la
migracion de las bandas en el gel, se pudo estimar ¢l tamaifio de la banda observada por
hibridizacion y autorradiografia. Los resultados s¢ muestran en la Figura 19. La sonda

utilizada reconoce un unico mRNA que corresponde al tamafio molecular de 2,3 kb del
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mRNA de ALA-S. Este valor es el mismo que el determinado por Srivastava y col.
(1988). Se observa también que la cantidad de este mRNA se incrementd
significativamente en los hepatocitos tratados con fenobarbital 0.6 mM. Se volvera sobre

esto mas adelante.

1 2

28S

2.3 kb
18 —

Figura 19: Andlisis por Northern blot del mRNA aislado de hepatocitos de ratas normales.
Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas durante 3 h en ausencia (linea 1), o en presencia (linea
2) de fenobarbital 0.6 mM. El mRNA se purificé de cada incubado, se corrié en gel de agarosa (5
pg/calle), se transfirid a filtro de nitrocelulosa y se hibridiz6 como se describe en Materiales y
Métodos. Se muestra la posicion de migracion de los rRNA.
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A.2 Efecto de fenobarbital y dibutiril cAMP sobre los niveles de mRNA de ALA-S en

hepatocitos provenientes de ratas normales y diabéticas.

Con el objetivo de estudiar la accion de fenobarbital y cAMP sobre los niveles del
mensajero de ALA-S en hepatocitos normales y en hepatocitos provenientes de ratas con
diabetes experimental por tratamiento con estreptozotocina, se realizaron analisis de
Northern blot.

En hepatocitos normales (Figura 20A), la presencia de fenobarbital 0.6 mM produce
un incremento de cuatro veces del nivel del mMRNA de ALA-S (linea 3). La presencia de
dibutiril cAMP 100 pM en el medio de incubacién (linea 4), potencié esta induccién
significativamente (p < 0.05).

En hepatocitos de ratas diabéticas (Figura 20B), el tratamiento con fenobarbital causa
una induccion significativa sobre el mensajero de ALA-S (linea 3, p<0.05). A diferencia
de lo que ocurre en hepatocitos normales, esta induccién no es potenciada por la
presencia de dibutiril cAMP 100 uM en el medio de incubacion (linea 4).

La adicion de dibutiril cAMP 100 uM no produce cambio alguno sobre el nivel basal
del mensajero de ALA-S tanto en hepatocitos normales como en diabéticos (linea 2).

Se realiz6 la deteccion del mRNA de la gliceraldehido 3-fosfo-deshidrogenasa
(G3PD). Este gen se expresa constitutivamente en los hepatocitos, no estando sometido
a regulacion alguna por los efectores estudiados. Esta hibridizacion se utiliza como
control de siembra en los ensayos de Northern blot, y la cuantificaciéon de las bandas
obtenidas para el mRNA de ALA-S, se relativizan de acuerdo a la intensidad de banda
obtenida para G3PD.
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Figura 20: Efecto de fenobarbital, y dibutirii cAMP sobre el nivel del mRNA de ALA-S en
hepatocitos de ratas normales y diabéticas. Suspensiones de hepatocitos provenientes de ratas
normales (A) y diabéticas (B), fueron incubadas durante 3 h con fenobarbital 0.6 mM (FB), y/o con
con dibutiril cAMP 100 pM (Bt,cAMP), segiin se indica en la figura. E1 RNA total se purificé de
cada incubado, se corrié en gel de agarosa (20 pg/calle), se transfirid a filtro de nitrocelulosa y se
hibridizé como se describe en Materiales y Métodos. Las sefiales autorradiograficas se cuantificaron
por densitometria y se presentan como grafico de barras debajo de cada calle (1-4), relativas a
G3PD. Los resultados estan expresados relativos al control sin agregados y representan el promedio
+ DS de cuatro experimentos independientes. El test d¢ ANOVA se utilizO para comparar las
muestras conteniendo fenobarbital y dibutiril cAMP con fenobarbital solo en hepatocitos normales

(p< 0.05) y muestras conteniendo fenobarbital solo en células diabéticas con células normales (p<
0.05).
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A.3 Efecto de la glucosa sobre los niveles d¢ mRNA de ALA-S en hepatocitos

provenientes de ratas normales y diabéticas.

El estudio del efecto glucosa, observado sobre la actividad del mRNA de ALA-S, se
extendié al andlisis de la cantidad del mismo mRNA determinado por ensayo de
Northern blot.

El agregado de glucosa 80 mM a hepatocitos conteniendo fenobarbital, produce una
disminucion significativa del nivel del mRNA (Figura 21A, linea 4). Sin embargo, la
incubacioén conjunta de fenobarbital, glucosa, y dibutiril cAMP 100 puM, produce un
bloqueo total del efecto inhibitorio causado por la glucosa. En esta condicion se observa
que el nivel del mRNA de ALA-S se incrementa al doble del nivel obtenido con
fenobarbital, como fue observado anteriormente.

El anaiisis de la cantidad del mRNA de ALA-S en hepatocitos de ratas diabéticas
(Figura 21B), revel6 que el tratamiento con fenobarbital 0.6 mM (linea 3) produce un
incremento en el mensajero de ALA-S significativamente mayor, comparado con los
niveles observados en hepatocitos normales (p<0.02). En estas condiciones la presencia
de glucosa (linea 4), o de glucosa y dibutiril cAMP (linea 5) no producen variacién
alguna sobre el nivel basal del mensajero en estudio. Al igual que en el apartado
anterior, los resultados estdn expresados relativos a la seiial obtenida por hibridizacion
de G3PD.

La adicion de glucosa 80 mM, al medio de incubacién, no produce cambio alguno
sobre el nivel del mensajero de ALA-S tanto en hepatocitos normales como en

diabéticos (linea 2).

Todas estas observaciones obtenidas a partir del analisis de los niveles de mRNA de
ALA-S, confirmaron los resultados obtenidos en el estudio de la actividad del
mensajero, lo que nos indicaria que las variaciones observadas en la actividad del
mRNA medida por su capacidad de ser traducido, son reflejo de variaciones en la

cantidad del mRNA de ALA-S presente en la célula luego de los distintos tratamientos.
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Figura 21: Efecto de fenobarbital, glucosa y dibutiril cAMP sobre el nivel del mRNA de ALA-S en
hepatocitos de ratas normales y diabéticas. Suspensiones de hepatocitos provenientes de ratas
normales (A) y diabéticas (B), fueron incubadas durante 3 h con fenobarbital 0.6 mM (FB), y/o con
glucosa 80 mM (Glce) y/o con con dibutiril cAMP 100 uM (Bt,cAMP), segiin se indica en la figura.
El RNA total se purificé de cada incubado, se corrié en gel de agarosa (20 pg/calle), se transfiri6 a
filtro de nitrocelulosa y se hibridizé6 como se describe en Materiales y Métodos. Las seiiales
autorradiograficas se cuantificaron por densitometria y se presentan como grafico de barras debajo
de cada calle (1-5), relativas a G3PD. Los resultados estan expresados relativos al control sin
agregados y representan el promedio + DS de cuatro experimentos independientes. El test de
ANOVA se utilizé para comparar las muestras conteniendo fenobarbital, fenobarbital y glucosa y
fenobarbital, glucosa y dibutiril cAMP con respecto al control en hepatocitos normales y diabéticos
(normal: a,p< 0.01; diabéticas: b,p< 0.01). Se compararon las muestras conteniendo fenobarbital y
glucosa en células diabéticas con células normales (c,p< 0.02).
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B) FENOBARBITAL, DIBUTIRIL ¢cAMP, Y GLUCOSA NO MODIFICAN LA
VIDA MEDIA DEL mRNA DE ALA-S

Hasta el apartado anterior, hemos estudiado la regulacion de ALA-S de higado de
rata, a distintos niveles. Por un lado analizamos los efectos operados por fenobarbital,
dibutiril cAMP y glucosa en cultivos primarios de hepatocitos de ratas normales y
diabéticas, observando variaciones en la actividad del mRNA de ALA-S. Ademas,
determinamos que estas variaciones en la actividad, son un reflejo de variaciones en el
nivel de mRNA presente en las células luego de los tratamientos respectivos. Ahora
bien, una modificaciéon en el nivel de un mRNA puede deberse a cambios en la
velocidad de sintesis o procesamiento o también a variaciones en la velocidad de
degradacion. Por ello, para profundizar en el mecanismo de accion de estos metabolitos
sobre el gen de ALA-S, nos fue necesario discriminar cual de €stos eventos que
modifican el nivel de mRNA en la célula, se hallan involucrados. Con este objetivo
general, determinamos la vida media del mensajero de ALA-S con los distintos
tratamientos.

Para determinar la vida media del mRNA de ALA-S utilizamos dos métodos
distintos. Por un lado, realizamos mediciones del nivel del mRNA a distintos tiempos
luego del agregado del inhibidor de la transcripcion actinomicina D. De esta manera, se
obtiene una curva de decaimiento, a partir de la cual se puede determinar la vida media y
calcular la constante de degradacidon. Sir embargo, existen reportes que previenen
acerca del uso de inhibidores de transcripcion para la determinacién de la vida media,
dado que éstos pueden poseer un efecto estabilizador sobre los mensajeros (Tilghman et
al., 1974; Goldberg et al., 1994). Por ello, utilizamos ademas un método de calculo de la
vida media a partir de los parametros cinéticos de las curvas de tiempo mostradas con
anterioridad (Nickol et al., 1978). Este método se basa en el modelo matematico de “un
solo compartimento” (Hargrove and Schmidt, 1989). Dado que el nivel de mRNA
presente en la célula en determinado momento, representa la diferencia entre la cantidad
sintetizada y la cantidad degradada, este modelo considera que la sintesis es una
reaccion de orden cero, mientras que la degradacion es de orden uno, dependiente de la

concentracion de mRNA presente en un determinado tiempo t. Los resultados graficados



en las curvas de tiempo, se recalculan en la forma integrada. De esta manera los cambios
en la actividad del mRNA de ALA-S se miden entre dos diferentes estados de equilibrio:
el que corresponde al no inducido y el que corresponde al nivel inducido. En este tipo de
grafico, los cambios exponenciales resultan en una recta cuya pendiente negativa
representa la constante de degradacion £ del mRNA. La vida media ¢/ se calcula luego

de la relacion ¢t/ = (In 2)/k.

B.1 Determinacion de la vida media del mRNA de ALA-S luego del tratamiento con
fenobarbital y dibutiril cAMP.
Los resultados obtenidos sobre la actividad del mRNA de ALA-S en hepatocitos de

ratas normales, con los distintos tratamientos, y luego del agregado del inhibidor de la
transcripcion actinomicina D, se muestran en la Figura 22. Como puede observarse, las
curvas no difieren significativamente. El valor de vida media, se calculé de acuerdo al
tiempo necesario para obtener el 50% de actividad del mensajero. Para el mRNA de
ALA-S obtenido de hepatocitos control sin ningun tratamiento, se obtuvo un valor de
vida media de 33.5 min, el mismo resulté ser de 28 min para el caso de los hepatocitos
incubados con fenobarbital 0.6 mM, y 24.2 min para los tratados con fenobarbital mas
dibutiril cAMP 100 pM.

También, se calculd la constante de degradacion del mRNA de ALA-S proveniente
de células incubadas con los distintos efectores por el método del anilisis cinético
descripto anteriormente. En este caso, se regraficaron en la forma integrada los valores
de actividad del mRNA de ALA-S obtenidos en las curvas de tiempo de hepatocitos
normales y diabéticos (Figura 23). Para los tratamientos con fenobarbital 0.6 mM y
fenobarbital 0.6 mM mas dibutirii cAMP 100 uM, el nivel no inducido corresponde al
nivel de mRNA obtenido en ausencia de la/s drogas, el nivel inducido se refiere en
cambio al obtenido en presencia de las mismas. Para determinar la constante de
degradacion del mRNA de ALA-S en el control, es decir sin ningun tratamiento, fue
necesario primero inducir dicho mRNA con fenobarbital, considerando este punto como

valor a tiempo cero.
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Figura 22: Cinética de la degradacién del mRNA de ALA-S en hepatocitos normales luego del
agregado de actinomicina D. Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas durante 3 horas con los
agregados que se indican en la figura. Las células se cosecharon, se lavaron y se incubaron durante
distintos tiempos en medio fresco conteniendo actinomicina D 0.5 pM. Se obtuvo el mRNA y la
actividad del mRNA de ALA-S se determiné como se describe en Materiales y Métodos. El
porcentaje de actividad relativa se calculé considerando 100% al porcentaje de actividad al tiempo
cero de agregado de actinomicina D. Cada punto representa el promedio de dos experimentos
independientes cuyos valores individuales difieren en menos del 10% del promedio.
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Figura 23: Determinacion cinética de la vida media del mRNA de ALA-S en hepatocitos de ratas
normales y diabéticas sin utilizar inhibidor de transcripcién. Los resultados de las curvas de tiempo
se regraficaron en la forma integrada. R es el nivel de actividad del mRNA de ALA-S a cada tiempo;
Ro y Ro’ son los niveles de actividad del mRNA de ALA-S inicial y final respectivamente, en cada
tratamiento. Para determinar la vida media del control, las células fueron incubadas durante 3 h en
presencia de fenobarbital 0.6 mM, luego el medio de incubacién se reemplazé por medio fresco sin el
barbiturato. Cada punto representa el promedio de dos experimentos separados cuyos valores
individuales difieren en menos del 15% del promedio. Las rectas fueron calculadas por regresion
lineal y todas poseen un coeficiente de correlaciéon »0.99. Hepatocitos normales: control (O),
fenobarbital 0.6 mM, (@), fenobarbital 0.6 mM + dibutiril cAMP 100 uM (). Hepatocitos
diabéticos: control (A), fenobarbital 0.6 mM (A).
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Luego se removié el medio de cultivo, se reemplazé por uno fresco, continuando la
incubacion durante 2.5 horas mas. Las constantes de degradacion obtenidas en cada
caso, y los valores de vida media calculados a partir de ellas, se resumen en la Tabla 7.
La constante de degradacion del mRNA de ALA-S es la misma en hepatocitos normales
y en diabéticos. Mas ain, no se observan variaciones en los valores de esta constante en
presencia de fenobarbital 0.6 mM o de fenobarbital 0.6 mM mas dibutiril cAMP 100
puM en ambos tipos celulares.

Cabe seiialar que los valores de vida media de este mRNA obtenidos en presencia de
actinomicina D son mayores que los calculados en ausencia del inhibidor, con lo cual es
necesario tornar precaucion con la interpretacion de los resultados obtenidos con

actinomicina D, debido a efectos no especificos de la misma.

CONSTANTE DE VIDA MEDIA
TRATAMIENTO DEGRADACION (2, min)
(k, min")
Normal Diabético Normal Diabético

_ 0.041 0.041 17 17
FENOBARBITAL 0.6 Mm 0.045 0.034 15 20
FENOBARBITAL 0.6 mM +
DIBUTIRIL cAMP 100 pM 0.049 N.D. 14 N.D.

Tabla 7: Constantes de degradacidn y vida media del mRNA de ALA-S de hepatocitos de ratas
normales y diabéticas en los distintos tratamientos. N.D.: no determinado

B.2 Determinacion de la vida media del mRNA de ALA-S luego del tratamiento con

glucosa
La vida media del mRNA de ALA-S proveniente de células tratadas con glucosa se

determiné por tres caminos deferentes, debido a que se han reportado ejemplos donde la
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glucosa tendria un efecto desestabilizador del mRNA. Meyer y col. (1991) han
demostrado que la glucosa puede incrementar la degradacion del mRNA de
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.

1) Analisis cinético: se regraficaron en la forma integrada los valores de actividad del
mRNMA de ALA-S obtenidos de las curvas de tiempo en hepatocitos normales (Figura
24). Para los tratamientos con fenobarbital 0.6 mM, el nivel no inducido corresponde al
nivel de mRNA obtenido en ausencia del barbiturato y el nivel inducido se refiere al
obtenido en presencia del mismo. Para determinar la constante de degradacion del
mRNA de ALA-S en el control, y en el tratamiento con glucosa 80 mM, se indujo dicho
mRNA con fenobarbital 0.6 mM, considerando este punto como valor a tiempo cero, y
luego se cambié el medio de cultivo por otro fresco sin ningin agregado y conteniendo
glucosa 80 mM respectivamente. Las pendientes obtenidas a partir de este analisis no
difieren significativamente. La constante de degradaciéon del mRNA de ALA-S en
hepatocitos normales sin ningiin agregado es de 0.041 min™, y su vida media de 17 min,
en presencia de fenobarbital los valores obtenidos son de k= 0.045 min, y t/4= 15 min y
en presencia de glucosa k= 0.036 min™ y t%= 19 min. Estos valores no difieren entre
ellos y tampoco con los obtenidos anteriormente para el tratamiento con fenobarbital 0.6
mM y dibutiril cAMP 100 uM.

2) En segundo lugar, se determiné la vida media de]l mRNA de ALA-S proveniente
de células normales y diabéticas tratadas con glucosa 80 mM por la utilizacion del
inhibidor de la transcripcion actinomicina D. En la Figura 25, se muestran los resultados
de actividad del mRNA de ALA-S obtenidos en hepatocitos de ratas normales tratadas
con actinomicina D. Como puede observarse, las curvas obtenidas en los distintos
tratamientos no difieren significativamente. El tiempo necesario para obtener un 50% de
disminucién es de 33 min para el control y 28 min y 37 min para los tratados con
fenobarbital y glucosa respectivamente.

3) En altimo lugar, se determiné la vida media del mRNA de ALA-S analizando los
valores de niveles de mensajero obtenidos de hepatocitos normales y diabéticos, luego
del tratamiento con actinomicina D (Figura 26). Nuestros resultados indican que la

velocidad de degradacion de este mRNA es la misma en hepatocitos normales que en



diabéticos. Mas aiin, no se observan cambios en la tasa de degradacion en presencia de

fenobarbital 0.6 mM o glucosa 80 mM en ambos tipos celulares.
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Figura 24: Determinacion cinética de la vida media del mRNA de ALA-S con glucosa en
hepatocitos de ratas normales sin utilizar inhibidor de transcripcién. Los resultados de las curvas de
tiempo se regraficaron en la forma integrada. R es el nivel de actividad del mRNA de ALA-S a cada
tiempo; Ro y Ro” son los niveles de actividad del mRNA de ALA-S inicial y final respectivamente,
en cada tratamiento. Para determinar la vida media de los tratamientos control y con glucosa 80
mM, las células fueron incubadas durante 3 h en presencia de fenobarbital 0.6 mM, luego el medio
de incubacién se reemplazd por medio fresco sin ningun agregado o con glucosa 80 mM
respectivamente. Cada punto representa el promedio de dos experimentos separados cuyos valores
individuales difieren en menos del 15% del promedio. Las rectas fueron calculadas por regresion
lineal y todas poseen un coeficiente de correlacion »0.99. FB: fenobarbital, Glc: glucosa.
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Figura 25: Determinacién de la vidad media del mRNA de ALA-S en hepatocitos normales luego
del agregado de actinomicina D (actividad del mRNA). Suspensiones de hepatocitos fueron
incubadas durante 3 horas con los agregados que se indican en la figura. Las células se cosecharon,
se lavaron y se incubaron durante distintos tiempos en medio fresco conteniendo actinomicina D 0.5
puM. Desde este momento las muestras se precesaron a los tiempos indicados en la figura. Se obtuvo
el mRNA y la actividad del mRNA de ALA-S se determindé como se describe en Materiales y
Meétodos. El porcentaje de actividad relativa se calculé considerando 100% al porcentaje de
actividad al tiempo cero de agregado de actinomicina D. Cada punto representa el promedio de dos
experimentos independientes cuyos valores individuales difieren en menos del 10% del promedio.
FB: fenobarbital, Glc: glucosa.
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Figura 26: Determinaciéon de la vida media del mRNA de ALA-S en hepatocitos normales y
diabéticos luego del agregado de actinomicina D (cantidad de mRNA). Suspensiones de hepatocitos
normales (A) y diabéticos (B), fueron incubadas durante 3 horas sin ningun agregado o con
fenobarbital 0.6 mM o glucosa 80 mM. Las células se cosecharon, se lavaron y se incubaron durante
distintos tiempos en medio fresco conteniendo actinomicina D 0.5 uM. Desde este momento las
muestras se precesaron a los tiempos indicados en la figura. 20 pg de RNA total se sembraron en
filtros de nitrocelulosa y se hibridizaron seglin se describe en Materiales y Métodos. Las
autoradiografias muestran un slot blot representativo de dos experimentos independientes. Las
sefales fueron cuantificadas y se presentan como barras debajo de cada slot. Los resultados se
expresan relativos al tiempo cero de cada tratamiento.
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C) CLONADO DE LA ZONA PROMOTORA DEL GEN ALA-S DE HiGADO
DE RATA

Con el objetivo de analizar en mayor profundidad la regulacién de la expresion
génica de ALA-S, se proyect6 realizar estudios funcionales de la zona promotora del gen
en ensayos de transfeccion de c €lulas.

En nuestro sistema hemos elegido utilizar el plasmido pBI.CAT6 que contiene el gen
estructural de la cloramfenicol acetiltransferasa (CAT), una enzima bacteriana cuya
actividad enzimatica se dosa por acetilacién de cloramfenicol-’H a partir de butiril CoA.
Este vector presenta baja actividad CAT basal (Boshart et al., 1992). Fue necesario
entonces clonar la zona promotora del gen de ALA-S en dicho vector. Para ello hemos
analizado su secuencia y diseflado, utilizando el programa Oligo 4, oligonucleétidos
especificos conteniendo ademads las secuencias de reconocimiento para las enzimas de
restriccion BamH I y Xho I, como se detalla en Materiales y Métodos. Con dichos
primers, y utilizando como templado DNA gendmico de rata, se realizaron varias
reacciones de amplificacion (PCR), de manera de obtener un fragmento especifico.
Dado que es posible que se introduzcan errores durante el copiado por la Taq
polimerasa, en primera instancia se realizé un subclonado en pBS SK+ de manera de
realizar un rapido screening y secuenciar con facilidad los clones positivos, para luego
elegir uno que mostrara completa fidelidad a la secuencia original y subclonarlo en el
pBLCAT6. De esta manera, se obtuvo el clon pALV21 (en pBS SK+), y los clones
pACAT74 y pACATI114 (en pBLCAT6). La estrategia del clonado se muestra
sintéticamente en el diagrama de la Figura 27. En la Figura 28 se resumen algunos de
los resultados del clonado y en la Figura 29 se muestra la secuencia del clon pALV21
que coincide con la reportada anteriormente (Braidotti et al.,, 1993; Yomogida et al.,
1993).



OBTENCION DE DNA GENOMICO DE RATA

DISENO DE PRIMERS ESPECIFICOS
PARA LA ZONA PROMOTORA
DEL GEN ALA-S
CONTENIENDO SITIOS PARA BamH | y Xho |

AMPLIFICACION POR PCR
PURIFICACION ’
CORTE CON ENZIMAS DE RESTRICCION

SUBCLONADO EN EL PLASMIDO BLUESCRIPT SK I
EN SITIOS BamH | y Xho |

SCREENING POR MAPEO Y ||
SECUENCIACION DE CLONES POSITIVOS

SUBCLONADO EN EL PLASMIDO pBLCAT6

OBTENCION del pACAT

Figura27: Disefio de la estrategia de clonado del promotor de ALA-S
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Figura 28: Resultados de las distintas etapas del clonado de la zona -833 a +42 del gen de ALA-S.
A) Corrida electroforética en gel de agarosa 1.5% del fragmento amplificado por PCR segin se
describe en Materiales y Métodos. Se sembro el 10% de la reaccion. 1: MgCl, 20 mM, 2: Mg Cl, 25
mM, 3: MgCl, 30 mM, M: marcadores de peso molecular. B) Screening de colonias blancas
obtenidas luego de la transformacion con el producto de ligacién del fragmento de PCR con pBS
SK+. Se realizaron minipreparaciones plasmidicas y los productos se digirieron con Pvu Il y se
separaron en gel de agarosa 1% segun se describe en Materiales y Métodos. 1-3: DNA de colonias
blancas, 4: pBS SK+ digerido con Pvu II, 5: pBS SK+ sin digerir, M: marcadores de peso
molecular. C) Screening de colonias obtenidas luego del subclonado en pBLCAT®6. Se realizaron
minipreparaciones plasmidicas y los productos se digirieron con Sph [ y se separaron en gel de
agarosa 1% segln se describe en Materiales y Métodos. 1-10: DNA de colonias, 11: pBLCAT®6 sin
digerir, 12: pBLCAT6 digerido con Sph I. En todos los casos se muestran resultados representativos
de los ensayos realizados.




-850 CTCTAGAACT AGTGGATCCA AGCATGCAGA AGACCCTAGA TTCCATCCTC
-800 AGTGCTGCAT CCTGTAGGCA TGGCGGCTCC TACCTGCAAT CCCAGCACTG
-750 GGGAGGTAGA GACAGGATGC CTCCAAGGTT GGCTACATAG CAACTTTGAG
-700 GACAGTATGG TGTGACTACA TGAGACCTTG TCTCAAATTA AAAAACAAGA
-650 TAATTTAGCT GTTCAATCCT GTGCAGGCCC TGTGCTGTCA TGACACCCTC
-600 ACCATCTGGG TGACTAGACT GTGGAGCTAT GAGCTCCATC TAGTCAGTCC
=550 TCTGTTCCCT GCTCTCTCTT TTCTTCAATT CGGATCAGAA CGTATCACCC
=500 TTCTGCGGCT GCTTCTTCAA TCCCGTGTCT GCAGCCCCTT AGCATCTCTT
=450 CACCAGGACC ATTCTATTCT TGGGCCATTC ATCAAGTAAA GAATCCCTGT
-400 CATCGATGCA AACAAAACCA AGCAAGCCCC TCGTTGATCT GATCTTAAGA
=350 CCCTGGCGTG AAACCCCTTC CTGTGCGCCC AATAAACCTT TTTACCAGGG
=300 TGGGTTTGGT TTACGACCTA CGCCGGGGGC CCAGGAGTCT GACGCACAGG
=250 GCTGTCGTGG AAGGTGAAAG AGGGACGAAG GGTAGAGATC CAAAAAGGGA
-200 CTTGCCCGTC CACTGCCCTG CTCTCCTGGC TCAGGCAGCG TAGGCCTAAG
-150 ACATAGTCAC AAGAGTTGGA GCAGAGCCCA CACAGAGGGA CCTGGCACCC
-100 TGCCGGGCCG ACTCGGTGCC GTGCGCGCGG CAGGCCGCAC CCACAGCGCA
-50 TGCGCAGCGG TCACCCCCGG CTCTATATTA GGCCAACAGC GGCCCTAGCC
1 GAGGCTGTTC GTGAAGAAGG GCACTGGTCG GTTTAGCGTC CTCGAGGGGG

Figura 29: Secuencia del clon pALV21. Se purific6 DNA plasmidico del clon pALV2] y se
secuencid segun se describe en Materiales y Métodos. Se muestra la secuencia desde el nucleétido -
833 hasta el +42. Las secuencias en negrita corresponden a los sitios de restriccion Bam HI y Xho I,
ubicados en 5’ y 3’ respectivamente, que fueron utilizados en el clonado. Las secuencias subrayadas
corresponden al vector BS SK+.




D) FENOBARBITAL, cAMP Y GLUCOSA REGULAN LA TRANSCRIPCION
A PARTIR DEL PROMOTOR DE ALA-S EN CELULAS HepG2

D.1 Experimentos de transfeccion en células HepG?2.

En esta etapa de trabajo, nos propusimos investigar la actividad del promotor de
ALA-S de higado de rata. Para ello se utilizé la construccion pACAT, obtenida de
acuerdo a la descripcion del apartado anterior, en experimentos de transfeccion en
células hepaticas en cultivo de la linea HepG2. De esta manera se analiz6 la actividad
transcripcional de la secuencia S ‘upstream del gen de ALA-S hasta -833pb sobre el gen
reporter de la cloramfenicol acetiltransferasa. El sistema de transfeccion en células
eucariontes se calibrd para esta construccion, realizando un experimento de transfeccion
de las céiulas con cantidades crecientes de DNA plasmidico. El objetivo de este
experimento es determinar la capacidad de aceptar DNA por parte de las células, y
también la respuesta del sistema, esperando que mayores cantidades de plasmido,
presente en la mezcla de transfeccion, se refleje en una mayor actividad enzimatica de
CAT en el extracto celular. Ademas, elegir la concentracion éptima de plasmido a
transfectar, de manera de obtener una actividad CAT intermedia tal que la medicion
resultase sensible, pero ademds que permitiera al sistema responder a los efectos
inductores o inhibitorios ejercidos por los metabolitos en estudio.

En la Figura 30 se muestran los resultados obtenidos de la actividad CAT,
normalizada por la actividad B-galactosidasa, en funcion de la concentracién de pACAT.
Se obtuvo una respuesta lineal entre la cantidad de plasmido transfectado y la medicién
de actividad CAT del extracto celular. Por otro lado, se observa que la presencia de
fenobarbital 0.6 mM en el medio de cultivo durante la incubacion, produce un aumento
entre 3-4 veces de la actividad promotora. Esta respuesta también es lineal en todas las
concentraciones ensayadas. En los siguientes experimentos se utilizaron 4 pg de pACAT

por cada placa conteniendo aproximadamente 5 x 10° células.
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Figura 30: Determinacién de la actividad del promotor de ALA-S en células HepG2 transfectadas
con cantidades crecientes del pldismido pACAT. Células HepG2 fueron transfectadas con distintas
cantidades del plasmido pACAT y con 6.5 pg el plasmido control RSV[3gal, segin se detalla en
Materiales y Métodos. Las células fueron incubadas en presencia (®) y en ausencia (O) de
fenobarbital 0.6 mM durante 24 h en medio carente de suero. La actividad especifica de CAT (U x
mg proteina™ x min™), medida en los extractos celulares, se expresa relativa a la actividad especifica
de B—galactosidasa (U x mg proteina™ x min™). Los resultados representan el promedio + el ES de
cuatro determinaciones independientes.




D.2 El fenobarbital y el 8-CPT-cAMP aumentan la transcripcion a partir del promotor de
AL A-S en células HepG?2

Se analizd la actividad promotora de las secuencias hasta -833 del gen de ALA-S en
experimentos de transfeccion de células HepG2. La presencia de fenobarbital 0.6 mM
produce un aumento en la transcripcion del gen reporter CAT cercana a 4 veces (Figura
31).

Por otro lado, el analogo de cAMP, 8-CPT-cAMP 100 uM, produce un aumento de
3-4 veces la expresion génica de CAT, en ausencia de fenobarbital. Resultados similares
se obtuvieron en la incubacién con 10 uM forskolina. Este resultado difiere con las
determinaciones del nivel de mRNA de ALA-S por Northern o slot blot mostradas
anteriormente, en las cuales no se evidencian variaciones significativas del nivel de
dicho mensajero en presencia o ausencia del nucleétido ciclico o de forskolina.

Al estudiar el efecto de la combinacion de fenobarbital y 8-CPT-cAMP o forskolina,
se observo que la induccion de la expresion CAT refleja aproximadamente la accion

aditiva de ambos efectos.

D.3 La glucosa disminuye la transcripcion a partir del promotor de ALA-S en células

HepG2
Al analizar la actividad promotora de las secuencias hasta -833 del gen de ALA-S en

experimentos de transfeccion de células HepG2 en presencia de glucosa 80 mM, se
obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 32.

La inducciéon de la transcripcion de CAT producida por fenobarbital, es
significativamente inhibida por la glucosa (p<0.05). Sin embargo, la inhibicién en la
actividad promotora de ALA-S es menor que la disminucion de la cantidad del mRNA
de ALA-S obtenida por Northern blot (Figura 21). Por otro lado, este hidrato de carbono
no presenta efecto alguno sobre la actividad promotora del control.

El analogo de cAMP, 8-CPT-cAMP vy la forskolina, revierten el efecto inhibitorio
ejercido por la glucosa. Estos resultados se correlacionan estrechamente con las
determinaciones de actividad y cantidad del mRNA de ALA-S mostradas anteriormente

(Figuras 17 y 21 respectivamente).
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Figura 31: Efecto de fenobarbital, 8-CPT-cAMP y forskolina sobre la actividad del promotor de
ALA-S en células HepG2. Células HepG2 fueron transfectadas con 4pg del plasmido pACAT y con
6.5 pg del plasmido control RSVgal, segin se detalla en Materiales y Métodos. Las células fueron
incubadas en presencia de los agregados indicados en la figura: 8-CPT: 100 uM 8-CPT-cAMP, Fsk:
10 uM forskolina, FB: 0.6 mM fenobarbital; C: control sin ningin agregado, durante 24 h en medio
carente de suero. La actividad especifica de CAT (U x mg proteina™ x min™), medida en los
extractos celulares se normalizé respecto a la actividad especifica de B-galactosidasa (U x mg
proteina” x min™), y se expresan relativos al control sin agregados. Los resultados representan el
promedio £ el ES de seis determinaciones independientes.
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Figura 32: Efecto de glucosa sobre la actividad del promotor de ALA-S en células HepG2. Células
HepG2 fueron transfectadas con 4pg del plasmido pACAT y con 6.5 pg del plasmido control

RSV[gal, segin se detalla en Materiales y Métodos. Las células fueron incubadas en presencia de
los agregados indicados en la figura: GLU: 80 mM glucosa, 8-CPT: 100 uM 8-CPT-cAMP, Fsk: 10
puM forskolina, FB: 0.6 mM fenobarbital; C: control sin ningin agregado, durante 24 h en medio
carente de suero. La actividad especifica de CAT (U x mg proteina”’ x min™), medida en los
extractos celulares, se normalizé respecto a la actividad especifica de B—galactosidasa (U x mg
proteina”’ x min™'), y se expresan relativos al control sin agregados. Los resultados representan el
promedio £ el ES de seis determinaciones independientes.
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Capitulo 3: Modulacion de la expresion génica de ALA-S

por las quinasas de proteinas A y C.

A) LA ACTIVACION DE LA QUINASA DE PROTEINAS A INDUCE LA
EXPRESION DEL GEN DE ALA-S

Dado que se determiné que el cAMP cumple un rol regulatorio importante en la
expresion del gen de ALA-S, y que el efecto de este segundo mensajero en las células es
mediado por la activacién de una quinasa de proteinas dependiente de cAMP o quinasa
de proteinas A, se estudio en esta etapa del trabajo, la participacion de esta enzima en la
regulacion de la expresion génica de ALA-S.

Para ello se desarrollaron dos estrategias diferentes. Una de ellas se basé en
determinar si existe efecto sinergistico entre pares de analogos de cAMP sitio selectivos
de la PKA, sobre la expresion del mRNA de ALA-S. La segunda estrategia consistio en
determinar el efecto de la sobreexpresion de la subunidad catalitica de la PKA en

experimentos de transfeccion con el plasmido pACAT descripto anteriormente.

A.1 Anilisis del efecto de pares de analogos de cAMP sitio selectivos para la PKA.

Esta estrategia se basa en las siguientes consideraciones. Existen dos isoenzimas
principales de la PKA denominadas de tipo I y tipo II, por diferencias en las
subunidades regulatorias (R), las cuales se unen al cAMP y regulan la actividad
catalitica. Cada subunidad R contiene dos sitios diferentes de union a cAMP
denominados sitio 1 (0 B) y 2 (0 A). En el estudio y caracterizacién de las propiedades
de unién del cAMP a las subunidades regulatorias, se han utilizado distintos analogos
del nucledtido ciclico. De esta manera, se observé que ciertos andlogos se unen
selectivamente a uno u otro de estos sitios de union de la R, y ademas que la union de un
nucledtido ciclico a uno de los sitios estimula la unién al segundo sitio. Cuando dos
analogos, cada uno selectivo por un sitio de unién diferente, son agregados, la enzima es

activada en una manera sinergistica. Dada la especificidad de la accion de los andlogos,



la demostracidn del efecto sinergistico en células intactas, indica claramente que la PKA
media una respuesta particular (Beebe et al, 1988). Generalmente para ambas
isoenzimas, andlogos modificados en la posicion 8 del anillo de adenina (C-8) son
selectivos por el sitio 1 mientras que los analogos modificados en la posicion 6 (C-6),
son selectivos par el sitio 2. Pero ademas, existe una diferencia de selectividad entre las
dos isoenzimas, resultando la de tipo I 1nas selectivos por los anilogos con grupos amino
en la posicion 8 y la de tipo II por los anadlogos modificados en la posiciéon 8 con un
grupo tiol.

En nuestro estudio, hemos utilizado los andlogos de cAMP 8-(6-aminohexil)amino-
cAMP (8-AHA-cAMP), selectivo para el sitio 1 y el N®-benzoil-cAMP (benzoil cAMP),
selectivo para el sitio 2 de la PKA tipo I. Para la de tipo II hemos utilizado el 8-(4-
clorofeniltio)-cAMP (8-CPT-cAMP) para el sitio 1 y el benzoil cAMP para el sitio 2.

Cabe seilalar que, si bien dichos andlogos son selectivos para los distintos sitios, no
necesariamente son especificos, es decir que a altas concentraciones dichos analogos
podran unirse a ambos sitios. Por esta razon, el efecto sinergistico debe observarse a
niveles de estimulacion por cAMP relativamente bajos. Por ese motivo, en nuestro
sistema, fue necesario primero realizar una curva de efecto a distintas concentraciones
de los andlogos para determinar el rango de estimulacion necesario para poder
evidenciar el efecto pero, a la vez, la concentracion minima de analogo que luego
utilizado de a pares produjera la accién sinergistica. En la Figura 33, se pueden observar
las curvas de dosis respuesta de los distintos andlogos, medidas sobre la actividad del
mRNA de ALA-S. De este experimento se determiné que las dosis necesarias para
obtener entre el 25 y 30% de efecto es 10 uM para benzoil cAMP y 8-CPT-cAMP y 50
pM para 8-AHA-cAMP.

El estudio de la accion combinada de pares de andlogos de cAMP sobre el nivel del
mensajero de ALA-S se muestra en la Figura 34. Las tres primeras barras representan el
nivel de mRNA en el control sin agregados y con los tratamientos con fenobarbital 0.6
mM y con dibutiril cAMP 100 uM. En este ultimo caso se observa una potenciacién de

la induccion ejercida por fenobarbital como ya se mostr6 en secciones anteriores.
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Figura 33: Curva dosis respuesta de los distintos analogos de cAMP sobre la actividad del mRNA
de ALA-S. Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas durante 3 h en presencia de fenobarbital
0.6 mM y distintas concentraciones de los andlogos de cAMP que se indican en la figura. La
actividad del mRNA de ALA-S se determiné como se describe en Materiales y Métodos. El
porcentaje de actividad relativa se calculd considerando 100% al porcentaje de actividad del control
sin agregados (0.042%). Cada punto representa el promedio de dos experimentos independientes
cuyos valores individuales difieren en menos del 8% del promedio
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Figura 34: Efecto de analogos de cAMP sitio selectivos sobre el nivel del mRNA de ALA-S en
hepatocitos de ratas normales. Suspensiones de hepatocitos provenientes de ratas normales fueron
incubadas durante 3 h con los agregados indicados en la figura (+): fenobarbital 0.6 mM (FB),
dibutiril cAMP 100 uM (Bt,cAMP), Benzoil cAMP 10 uM (Benzoil cAMP), 8-AHA-cAMP 50 pM
(8-AHA-cAMP), 8-CPT-cAMP 10 uM (8-CPT-cAMP). El simbolo ++ indica que en esas muestras
se incubado en presencia de doble concentracion del analogo indicado. EI RNA total se purificé de
cada incubado, se sembrd en filtro de nitrocelulosa (20 pg/slot), y se hibridizé como se describe en
Materiales y Métodos. Para estandarizar los resultados se determiné el mRNA de G3PD por
hibridizacion. Las sefiales autorradiograficas se cuantificaron por densitometria y se presentan como
grafico de barras. Se muestra la autorradiografia de un experimento representativo donde los
sucesivos slot blots corresponden a cada barra. Los resultados estan expresados relativos al control
sin agregados y representan el promedio £ DS de cuatro experimentos independientes.




Resultados 152

El segundo grupo de barras muestra los resultados de niveles de mRNA de ALA-S en
presencia de dosis de cada analogo suficientes pura obtener aproximadamente el 30%
del efecto total. Luego, se muestran los resultados con el agregado de doble
concentracion de cada uno de los analogos. En el ultimo grupos de barras se observa la
accién conjunta de los pares selectivos, en concentracion simple de cada uno de ellos,
para la isoenzima tipo I y para la tipo II. En ambos casos se obtuvo un efecto sinergistico
con respecto a los resultados obtenidos con cada analogo en doble concentraciéon. La
ultima barra de este grupo representa el control negativo donde no se observa efecto

sinergistico con el agregado de dos analogos selectivos para los sitios 1.

A.2 Efecto de la sobreexpresion de la subunidad C de PKA sobre la actividad del

promotor de AL A-S en ensayos de transfeccion de células HepG?2.

La segunda estrategia utilizada consistié en sobreexpresar la subunidad catalitica de
la. PKA en células HepG2 transfectadas con el plasmido pACAT descripto
anteriormente y medir el efecto de la presencia de ésta sobre la transcripcion del gen
reportero CAT. Para ello se cotransfectaron las células con el plasmido pMTCa que
contiene el gen estructural de la subunidad C de PKA bajo el promotor inducible de la
metalotioneina.

En la Figura 35 se observan los resultados obtenidos en este experimento. Por un
lado, el agregado de cantidades crecientes del plasmido pMTCa produce un aumento en
la transcripcion del gen CAT, tanto en el control como en las incubaciones con
fenobarbital 0.6 mM y con fenobarbital mas 8-CPT-cAMP 100 uM. Este incremento se
acentua si se agrega al medio Zn** que es el inductor del promotor que dirige la
transcripcion de la subunidad C de PKA. En el caso de mayor cantidad de pMTCa (6
pg/caja) en presencia de Zn*" se llega a obtener una induccién cercana a las 20 veces
respecto al control sin agregados. Estos resultados confirman que la actividad quinasa de
la PKA juega un papel preponderante en la regulacién de la actividad transcripcional del
promotor de ALA-S de higado de rata.
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Figura 35: Efecto de la sobreexpresion de la subunidad C de la PKA sobre la actividad del promotor
de ALA-S en células HepG2. Células de la linea fueron transfectadas con 4ug del plasmido pACAT,
6.5 pg del plasmido control RSVBgal, y 3 o 6 pg de plasmido pMTCa segun se detalla en
Materiales y Métodos. Las células fueron incubadas en presencia de los agregados indicados en la
figura: 8-CPT: 100 uM 8-CPT-cAMP, FB: 0.6 mM fenobarbital, Zn*": 10 UM sulfato de zinc; C:
control sin ningun agregado, durante 24 h en medio carente de suero. La actividad especifica de
CAT (U x mg proteina” x min"') medida en los extractos celulares se normalizé respecto a la
actividad especifica de B—galactosidasa (U x mg proteina” x min™), y se expresan relativos al
control sin agregados. Los resultados representan el promedio + el ES de seis determinaciones
independientes.
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B) LA ACTIVACION DE LA QUINASA DE PROTEINAS C INHIBE LA
EXPRESION DE ALA-S

Existen diversos factores que regulan de una manera concertada la sintesis de ALA-S
hepatica. Ya hemos analizado en secciones anteriores el efecto de fenobarbital, glucosa,
y cAMP a través de la activacion de la PKA. Como se presentd en la introduccion, la
PKA modula la funcién de diversos factores nucleares de union a secuencias presentes
en los genes regulados por cAMP. La secuencia consenso CRE presenta alta homologia
con la secuencia de unién de AP-1, factor que media la respuesta a ésteres de forbol.
También se debe considerar el factor AP-2 que media la respuesta de ambas seilales:
cAMP y ésteres de forbol, una a través de PKA y la otra a través de PKC
respectivairiente.

Por otro lado, la expresion de ALA-S es regulada también por la insulina. Si bien no
analizaremos su mecanismo de accion en el presente trabajo, es sabido que varios de sus
efectos en la célula se deben a la habilidad que presenta esta hormona de incrementar los
niveles de fosfolipidos y diacilglicerol, con la concomitante activacién de la PKC.
Basados en estos antecedentes, nuestro siguiente objetivo consistid en investigar si la

PKC esta involucrada en la regulacion de la expresion de la ALA-S.

B.1 El TPA disminuye el nivel del mRNA de AL A-S en hepatocitos de rata.

Suspensiones de hepatocitos fueron tratadas con TPA 1 pM, potente activador de
PKC, durante 3 horas en presencia y ausencia de fenobarbital. Por determinaciones del
mRNA de ALA-S por Northern blot se demostré que el tratamiento con TPA produce
una inhibicion del 75% del mensajero de ALA-S tanto en la condicién basal como en la
inducida con fenobarbital 0.6 mM (Figura 36).

Este efecto inhibitorio es especifico dado que, al determinar el mRNA de G3PD, no
observamos variacion alguna en los niveles de este mensajero. Por otro lado, se analizo
el efecto de un analogo de TPA que no activa la PKC, el 4aPDA. de esta manera
analizamos si el efecto observado se debe a un efecto generalizado de los ésteres de
forbol: Esta posibilidad fue descartada al obtener como resultado que la administracion
de 1 uM 4aPDA, no es capaz de modificar los niveles del mRNA de ALA-S, tanto en la
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condicion basal como en la inducida con fenobarbital. Estos resultados se confirmaron
incubando con concentraciones de 0.1 y 10 uM obteniendo similares resultados (datos
no mostrados).

La adicion de dimetilsulfoxido, el solvente en el cual se administra el TPA, tampoco

produce modificacion alguna sobre los niveles del mRNA de ALA-S.
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Figura 36: Efecto de TPA y 4aPDA sobre el nivel del mRNA de ALA-S en hepatocitos de ratas.
Suspensiones de hepatocitos provenientes de ratas normales fueron incubadas durante 3 h con los
agregados indicados en la figura: FB: fenobarbital, TPA: 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetato,
4aPDA: 4a-forbol 12,13-diacetato. La determinacion del mRNA de ALA-S se realiz por Northern
blot (20 pg/calle) como se describe en Materiales y Métodos. Para estandarizar los resultados se
determiné el mRNA de G3PD por hibridizacion. Las sefiales autorradiogréficas se cuantificaron por
densitometria y se presentan como grafico de barras. Los resultados estdn expresados relativos al
control sin agregados y representan el promedio £ DS de cuatro experimentos independientes. El test
de Student se usé para comparar las muestras conteniendo TPA o 4aPDA con el control (*p<0.01) y
las muestras conteniendo FB+TPA o FB+4aPDA con la que contiene FB solamente (**p<0.01).




B.2 Curva dosis respuesta del efecto inhibitorio ejercido por TPA

Se determinaron los niveles de mRNA de ALA-S a distintas concentraciones de TPA
en condiciones basales y de induccion por fenobarbital. Los resultados se muestran en la
Figura 37. Estos experimentos muestran un claro efecto inhibitorio dosis dependiente. El
TPA es efectivo entre las concentraciones 10 M y 10° M, mientras que el efecto
inhibitorio méximo se alcanzé con concentraciones de 10°M o mayores. La
concentracion necesaria para alcanzar la mitad del efecto inhibitorio méaximo es de
alrededor de 10 nM, tanto en las células sin tratar como en las estimuladas con

fenobarbital.

B.3 Curva de tiempo del efecto de TPA sobre el mRNA de ALA-S

Los experimentos para obtener la curva del efecto de TPA sobre el mRNA de ALA-S
a lo largo del tiempo se realizaron utilizando una concentracion de 1uM del éster de
forbol, con la que se obtiene el méaximo efecto inhibitorio segin se discutié en el
apartado anterior. Como se observa en la Figura 38 el mRNA de ALA-S incrementa mas
de tres veces en las células incubadas durante 2.5 horas con fenobarbital 0.6 mM, y se
mantiene en este nivel por aproximadamente 2 horas. El agregado de TPA luego de la
preincubacion con el barbiturato produce una marcada inhibicién del mensajero de
ALA-S. El t,, de esta inhibicion es de 20-25 minutos (Figura 38B). Resultados similares

fueron obtenidos con el control sin agregados (Figura 38A).

B.4 Efecto del agonista de PKC, DOG sobre el mRNA de ALA-S

El efecto inhibitorio del éster de forbol TPA, sugiri6 que el diacilglicerol, en su
accion activadora de la PKC, podria estar involucrado en la inhibiciéon del mRNA de
ALA-S. Para poder correlacionar el efecto inhibitorio de TPA con activadores
fisiologicos de PKC, realizamos experimentos similares a los descriptos utilizando el
derivado sintético DOG, que es mas estable y penetra las células con mayor facilidad

que el diacilglicerol.
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Figura 37: Curva dosis respuesta del efecto de TPA sobre el mRNA de ALA-S. Suspensiones de
hepatocitos provenientes de ratas normales, fueron preincubadas durante 2.5 h en ausencia (O) o en
presencia (®) de fenobarbital 0.6 mM, luego se incubaron durante 1.5 h con distintas
concentraciones de TPA segln se indica en la figura. La determinacién del mRNA de ALA-S se
realizo por slot blot (20 pg/calle) como se describe en Materiales y Métodos. Las sefiales
autorradiograficas se cuantificaron por densitometria, se muestra un experimento representativo
donde los sucesivos slot blots corresponden a cada concentracion de TPA (de izquierda a derecha).
Cada punto representa el promedio de dos experimentos independientes cuyos valores individuales
no difieren en mas del 10% del promedio.
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Figura 38: Curva de tiempo del efecto de TPA sobre el mRNA de ALA-S. Suspensiones de
hepatocitos provenientes de ratas normales, fueron preincubadas durante 2.5 h en ausencia (A) o en
presencia (B) de fenobarbital 0.6 mM, luego se incubaron sin (O) o con (®) el agregado de TPA 1
mM durante distintos tiempos. El mRNA de ALA-S se determiné por slot blot. La determinacion del
mRNA de ALA-S se realizd por slot blot (20 pg/calle) como se describe en Materiales y Métodos.
Los resultados estan expresados relativos al control a tiempo cero y representan el promedio + ES de
cuatro experimentos independientes. Inset: Determinacion cinética de la vida media del mRNA de
ALA-S con TPA 1 pM en ausencia (A) o en presencia (B) de fenobarbital 0.6 mM. Los resultados
de las curvas de tiempo se regraficaron en la forma integrada. R es el nivel de actividad del mRNA
de ALA-S a cada tiempo; Ro y Ro” son los niveles de actividad del mRNA de ALA-S inicial y final
respectivamente, en cada tratamiento. Cada punto representa el promedio £ ES de cuatro
experimentos independientes. Las rectas fueron calculadas por regresion lineal y todas poseen un
coeficiente de correlacion » 0.99.




Se determinaron los niveles de mRNA de ALA-S a distintas concentraciones de
DOG, tanto para el control sin agregados como para los tratados con fenobarbital. Los
resultados s¢ muestran en la Figura 39. Estos experimentos muestran un efecto
inhibitorio dependiente de la dosis de DOG utilizada. El DOG es efectivo entre las
concentraciones de 10® M y 10° M, mientras que el efecto inhibitorio maximo se
alcanzé con concentraciones de 10°M o mayores. La concentracién necesaria para
alcanzar la mitad del efecto inhibitorio maximo es de alrededor de 100 uM, tanto en las
células sin tratar como en las estimuladas con fenobarbital.

Los experimentos para obtener la curva de tiempo del efecto de DOG sobre el mRNA
de ALA-S se realizaron utilizando una concentracién de 500 puM para obtener el
maximo efecto inhibitorio. Como se observa en la Figura 40 el agregado de DOG luego
de una preincubacion de 2.5 horas en presencia o en ausencia de fenobarbital produce
una marcada inhibicion del mRNA de ALA-S. El t,, de esta inhibicién es de 25-30
minutos (Figura 40B). Con respecto al control sin agregados, se obtuvieron resultados

similares (Figura 40A).

B.S Determinacion de la vida media del mRNA de AL A-S en presencia de activadores
de PKC
Para determinar si el efecto inhibitorio ejercido tanto por el TPA como por DOG es

debido a un cambio en la estabilidad del mRNA de ALA-S, se calcularon las constantes
de degradacion y los valores de vida media para dicho mensajero en los distintos
tratamientos. Las curvas de tiempo de las Figuras 38 y 40, se graficaron en la forma
integrada (Insets de las Figs: 38 y 40). Como se explic6 en secciones anteriores en este
tipo de grafico, la pendiente negativa de esta curva es equivalente a la constante de
degradacion k, calculando la vida media de la relacion t2= In2/k. En la Tabla 8 se
observa que la vida media del mensajero de ALA-S tanto en condiciones basales como
inducido por fenobarbital 0.6 mM, no se ve modificada por el tratamiento con TPA o
DOG. Estas observaciones indican que la velocidad de degradacion del mRNA de
ALA-S no estaria modificada por la accién de TPA o DOG, por lo tanto la disminucién
de los niveles d¢ mRNA de ALA-S causada por estos efectores no se deberia a una

menor estabilidad de dicho mensajero.
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Figura 39: Curva dosis respuesta del efecto de DOG sobre el mRNA de ALA-S. Suspensiones de
hepatocitos provenientes de ratas normales fueron preincubadas durante 2.5 h en presencia de
fenobarbital 0.6 mM; luego se incubaron durante 1.5 h con distintas concentraciones de DOG segiin
se indica en la figura. La determinacién del mRNA de ALA-S se realizé por slot blot (20 pg/calle)
como se describe en Materiales y Métodos. Las sefiales autorradiograficas se cuantificaron por
densitometria, se muestra un experimento representativo donde los sucesivos slot blots corresponden
a cada concentracién de DOG (de izquierda a derecha). Cada punto representa el promedio de dos
experimentos independientes cuyos valores individuales no difieren en mas del 10% del promedio.
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Figura 40: Curva de tiempo del efecto de DOG sobre el mRNA de ALA-S. Suspensiones de
hepatocitos provenientes de ratas normales, fueron preincubadas durante 2.5 h en ausencia (A) o en
presencia (B) de fenobarbital 0.6 mM, luego se incubaron sin (O) o con (®) el agregado de DOG
500 uM durante distintos tiempos. La determinacion del mRNA de ALA-S se realizé por slot blot
(20 pg/calle) como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados estan expresados relativos al
control a tiempo cero y representan el promedio + ES de cuatro experimentos independientes. Inset:
Determinacion cinética de la vida media del mRNA de ALA-S con DOG 500 uM en ausencia (A) o
en presencia (B) de fenobarbital 0.6 mM. Los resultados de las curvas de tiempo se regraficaron en
la forma integrada. R es el nivel de actividad del mRNA de ALA-S a cada tiempo; Ro y Ro” son los
niveles de actividad del mMRNA de ALA-S inicial y final respectivamente, en cada tratamiento. Cada
punto representa el promedio + ES de cuatro experimentos independientes. Las rectas fueron
calculadas por regresion lineal y todas poseen un coeficiente de correlacién » 0.99.
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TRATAMIENTO | CONSTANTE DE DEGRADACION VIDA MEDIA
(k, min™') (12, min)
Control Fenobarbital Control Fenobarbital
0.6 mM 0.6 mM
0.035+£0.003 0.041 £ 0.002 20+ 3 17+ 4
TPA 1 uM 0.039 + 0.003 0.035 + 0.001 18+2 20+ 1
DOG 500 uyM 0.049 £ 0.004 0.036 £0.005 14 +1 19+3

Tabla 8: Constantes de degradacién y vida media del mRNA de ALA-S de hepatocitos de ratas
tratados con TPA o0 DOG

B.6 Efecto de TPA y DOG sobre el promotor de ALA-S

Los resultados anteriores sugieren que el efecto de TPA y DOG se ejerceria sobre la
transcripcion. Los siguientes experimentos consistieron en estudiar el efecto de estos
activadores sobre la actividad promotora de la region -833 +42 del gen de ALA-S en
experimentos de transfeccion de células HepG2 (Figura 41). Observamos que TPA 1
pM 6 DOG 500 pM producen una significativa disminucion de la expresion del gen
reportero CAT, tanto del nivel basal como del nivel inducido por 0.6 mM fenobarbital.

De este modo, la activacion de la PKC produciria una marcada inhibicion de la
expresion del gen ALA-S; las secuencias responsables de dicho efecto residirian en la

zona promotora hasta -833 pb upstream del sitio de iniciacion de la transcripcion.

B.7 Activacion prolongada de PKC

Es sabido, que en muchos tipos celulares, el tratamiento prolongado con ésteres de
forbol resulta en una casi deplecion de la PKC celular, este fendmeno se lo conoce con
el término de “downregulation”. Dado que, de acuerdo a lo mostrado anteriormente, la
activacion de PKC conduce a una marcada inhibicién del mRNA de ALA-S, quisimos

evaluar si la disminucion de la PKC celular previene la inhibicion ejercida sobre dicho
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mensajero. Para ello, realizamos una preincubacion con TPA 1 puM durante 1.5 horas,
tiempo en el cual se produce la maxima inhibicion del mRNA de ALA-S. Luego las
células fueron incubadas durante 2.5 horas adicionales con los tratamientos respectivos.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 42. La estimulacién
prolongada de PKC resulta en una restauracion de la sensibilidad de ALA-S al
tratamiento con fenobarbital 0.6 mM. En este caso se observa un incremento en los
niveles de mRNA cercano a 12 veces comparado con el obtenido en presencia de
fenobarbital y TPA sin ningiin agregado durante 2l pretratamiento (comparar linea 6 con
linea 5).

También se muestran los niveles de mensajero en el control sin ningun agregado
(linea 1), con fenobarbital 0.6 mM (linea 2) o con 1 uM TPA durante el pretratamiento
(linea 3), obteniéndose similares resultados a los ya discutidos anteriormente. La
presencia de TPA 1 uM produce una marcada inhibicion a la 1.5 horas y este efecto se

mantiene durante las siguientes 2.5 horas (lineas 3 y 4).

B.8 Efecto de inhibidores de PKC sobre el mRNA de AL A-S
Con el objetivo de estudiar en profundidad la accion de la PKC sobre el mRNA de

ALA-S hemos analizado cuales serian las consecuencias de inhibir dicha quinasa
utilizando dos inhibidores, estaurosporina y calfostin C.

En la Figura 43 se observa que el tratamiento de los hepatocitos con 1 pM
estaurosporina 0 1 pM calfostin C da como resultado el bloqueo total del efecto
inhibitorio ejercido por la acciéon del TPA 1 pM sobre el mRNA de ALA-S. Este
bloqueo se observa tanto sobre el nivel basal de mRNA como sobre el nivel inducido
con fenobarbital 0.6 mM. Por otro lado, como puede observarse en la misma figura, los
niveles de mRNA de ALA-S no varian significativamente cuando las células se trataron
con estaurosporina (entre 10 y 10™'° M) o calfostin C (10° M) solamente, tanto en el

nivel basal como en el inducido con fenobarbital 0.6 mM.



4-
[,
S 3
S
o
-
< -
S 2
=
1_
oJ
06mMFB - - - + + +
1uMTPA - + - - + -
500 1M DOG - - + - - +

Figura 41: Efecto de TPA y DOG sobre la actividad del promotor de ALA-S en células HepG2.
Células HepG2 fueron transfectadas con 4pg del plasmido pACAT y con 6.5 ug del plasmido
control RSV[gal, segiin se detalla en Materiales y Métodos. Las células fueron incubadas en
presencia de los agregados indicados en la figura durante 24 h en medio carente de suero. La
actividad especifica de CAT (U x mg proteina’ x min™) medida en los extractos celulares se
normalizé respecto a la actividad especifica de B—galactosidasa (U x mg proteina™ x min?), y se
expresa relativa al control sin agregados. Los resultados representan el promedio + el ES de seis
determinaciones independientes. El test de Student se usé para comparar las muestras incubadas con
TPA o DOG con respecto al control (*p< 0.001), y las muestras incubadas con FB+TPA o
FB+DOG con respecto a FB solo (**p< 0.001).
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Figura 42: Efecto de la activacion prolongada de la PKC sobre el mRNA de ALA-S. Suspensiones
de hepatocitos fueron incubadas durante 1.5 h en ausencia o en presencia de TPA como se muestra
en la figura. En este momento la muestra 3 fue cosechada y las otras muestras se incubaron durante
2.5 h adicionales con los agregados indicados. La determinacion del mRNA de ALA-S se realiz6 por
slot blot (20 pg/calle) como se describe en Materiales y Métodos. Las sefiales autorradiograficas se
cuantificaron por densitometria y se presentan como barras debajo de cada slot. Los resultados estan
expresados relativos al control sin agregados y representan el promedio + DS de cuatro experimentos
independientes. La autoradiografia muestra un experimento representativo. El test de Student se us6
para comparar las muestras incubadas con TPA con respecto al control (*p< 0.001), y las muestras
incubadas con FB+TPA con respecto a FB solo (**p< 0.001). Tratamientos: TPA 1uM TPA; FB,
0.6 mM fenobarbital.
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Figura 43: Efecto de estaurosporina y calfostin C sobre el mRNA de ALA-S. Suspensiones de
hepatocitos fueron incubadas durante 3 h con los agregados indicados en la figura. La determinacién
del mRNA de ALA-S se realizé por slot blot (20 pg/calle) como se describe en Materiales y
Meétodos. Se determiné por igual modo el mRNA de G3PD (bandas inferiores) para estandarizar los
resultados. Las sefales autorradiogréaficas se cuantificaron por densitometria y se presentan como
barras sobre de cada slot. Los resultados estdn expresados relativos al control sin agregados y
representan el promedio £+ DS de cuatro experimentos independientes. Las autorradiografias
muestran un experimento representativo. El test de Student se usé para comparar las muestras
incubadas con las distintas adiciones en ausencia de fenobarbital con respecto al control (*p< 0.01),
y las muestras incubadas en presencia de FB con respecto a FB solo (**p< 0.001). FB, fenobarbital;
St, estaurosporina; Cpn C, calfostin C.
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B.9 Efecto de calfostin C sobre el promotor de AL A-S

Cuando analizamos el efecto de calfostin C en ensayos de transfeccion de células
HepG2 sobre la actividad promotora del gen de ALA-S en transfecciones transientes en
células HepG2, observamos similares resultados (Figura 44). La inhibicién ejercida por
el uatamiento con TPA 1 uM tanto en la expresion basal como en la inducida con
fenobarbital 0.6 mM, es totalmente abolida cuando las células se incuban conjuntamente
con calfostin C 1 uM. Estos resultados reafirman el concepto que la PKC activa produce

una inhibicién a nivel transcripcional del gen de ALA-S.

B.10 Estudios sobre el efecto combinado de cAMP y TPA sobre el mRNA de ALA-S

En estos experimentos quisimos evaluar la interrelacion entre los caminos mediados
por PKA y PKC a nivel del mRNA de ALA-S. Como se ha mostrado anteriormente, el
cAMP potencia la inducciéon mediada por fenobarbital del mRNA de ALA-S en
hepatocitos de rata. Esta accion estd mediada por PKA, de acuerdo a los resultados
anteriores. Por otro lado, el éster de forbol TPA, activando a la PKC muestra un
marcado efecto inhibitorio sobre dicho mRNA. Por lo tanto estudiamos la accion
combinada de cAMP y TPA sobre el mRNA de ALA-S.

Los resultados demostraron que, mientras que el tratamiento con dibutiril cAMP 100
puM produce un incremento cercano a dos veces en el mRNA de ALA-S, la adicion
conjunta de TPA 1 uM produce una clara inhibicién del 80% del nivel de dicho
mensajero. De esta manera pareceria que ia inhibicion operada por la activacion de la
PKC tiene un efecto dominante sobre el efecto producido por el cAMP, dado que es

capaz de revertir su accion potenciadora (Figura 45).
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Figura 44: Efecto de calfostin C sobre la actividad del promotor de ALA-S en células HepG2.
Células HepG2 fueron transfectadas con 4ug del plasmido pACAT y con 6.5 pg del plasmido
control RSVpgal, segin se detalla en Materiales y Métodos. Las células fueron incubadas en
presencia de los agregados indicados en la figura durante 24 h en medio carente de suero. La
actividad especifica de CAT (U x mg proteina” x min"') medida en los extractos celulares se
normalizé respecto a la actividad especifica de B—galactosidasa (U x mg proteina” x min™), y se
expresan relativos al control sin agregados. Los resultados representan el promedio + el ES de seis
determinaciones independientes.
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Figura 45: Efecto de Bt,cAMP y TPA sobre el mRNA de ALA-S. Suspensiones de hepatocitos
fueron incubadas durante 3 h con los agregados indicados en la figura. La determinacién del mRNA
de ALA-S se realiz6 por slot blot (20 pg/calle) como se describe en Materiales y Métodos. Se
determiné por igual modo el mRNA de G3PD (bandas inferiores) para estandarizar los resultados.
Las sefales autorradiograficas se cuantificaron por densitometria y se presentan como barras sobre
cada slot. Los resultados estan expresados relativos al control sin agregados y representan el
promedio + DS de cuatro experimentos independientes. Las autorradiografias muestran un
experimento representativo. El test de Student se usé para comparar las muestras incubadas con
FB+TPA con respecto a FB solo (*p< 0.001), y las muestras incubadas con FB+TPA+Bt,cAMP
con respecto a FB+Bt,cAMP (**p< 0.01). FB, fenobarbital.







La ALA-S es una enzima clave en la sintesis del hemo en todas las células, con
fundamental importancia en eritrocitos y en higado debido a los requerimientos elevados
de hemo para la sintesis de hemoglobina y citocromos P-450, respectivamente. El gen de
la forma constitutiva es rigurosamente regulado por una gran variedad de seiiales. El
factor principal que regula la expresion de esta enzima es el producto final del camino,
hemo. Las drogas porfirinogénicas como el fenobarbital y alilisopropilacetamida
incrementan la expresion de ALA-S. Otros componentes no menos importantes en la
regulacion de la expresion de este gen lo constituyen el cAMP, la glucosa y la accion de
hormonas como la insulina.

En este trabajo hemos analizado, con especial énfasis, la regulacion ejercida por el
inductor fenobarbital y por cAMP y glucosa. En este estudio hemos profundizado en el
mecanismo de accion del cAMP a través de la PKA. También hemos investigado la
participacion de la via de transduccion de la sefial generada por la activacion de la PKC.

Se ha utilizado como estrategia general de trabajo el analisis de las distintas etapas
involucradas en la transmisiéon de la informacion génica, a nivel de actividad y de
cantidad de mensajero, analizando luego la vida media del mismo, para finalizar en el
estudio de la actividad promotora del gen de ALA-S en experimentos de transfeccion
transiente de células en cultivo. Como modelo experimental se utilizaron cultivos
primarios de hepatocitos de rata y cultivos celulares de la linea HepG2.

El gen de ALA-S, creemos, puede constituirse en un excelente modelo para el estudio

del control metabdlico de la expresion génica.



El fenobarbital aumenta la transcripcién del gen de ALA-S.

El primer punto de interés en el estudio de la regulacion de la expresion de ALA-S
consistio en evaluar la accion del fenobarbital, potente compuesto porfirinogénico, en
nuestro sistema experimental.

Trabajos previos del laboratorio presentan evidencias que el fenobarbital aumenta la
actividad enzimdatica de ALA-S de manera dependiente de la sintesis de proteinas
(Canepa ct al., 1989). En el presente trabajo hemos analizado el efecto de fenobarbital
en distintas etapas de la expresion génica de ALA-S.

En la primera parte del trabajo utilizamos hepatocitos provenientes de ratas normales.
Este sistema de cultivo primario celular en suspension ha sido ampliamenie utilizado
dada sus multiples ventajas respecto del estudio en higado perfundido, como es la
obtencion de un poblacion homogénea de células, la accesibilidad de los diversos
tratamientos a las células y la posibilidad de llevar a cabo una gran cantidad de
experimentos simultaneamente (Morais and Wagner, 1985). A partir de estos cultivos
hepéticos se aislo RNA total, luego se purificé el mRNA y se midi6 la actividad del
mensajero de ALA-S en ensayos de traduccién in vitro e inmunoprecipitacion, y
cuantificacion de la ALA-S sintetizada.

De esta manera demostramos que la presencia de fenobarbital 0.6 mM en el medio de
cultivo produce un aumento de la actividad del mensajero de ALA-S cercano a cuatro
veces (Tabla 2, Figura 3). Este efecto sobre ALA-S es especifico, dado que la actividad
del RNA total no varia con el agregado del barbiturato, descartandose de esta manera un
efecto generalizado sobre la sintesis de proteinas. También determinamos que la accion
del barbiturato es maxima entre las 2 y 3 horas de incubacion (Figura 6).

Ahora bien, un aumento en la actividad del mensajero puede ser reflejo de la
presencia de una mayor cantidad del mismo, de los que se han descripto en la
introduccion diversos casos que ejemplifican esta opcion. También puede suceder que el
mensajero resultara mas capacitado para ser traducido. Ejemplo de este mecanismo son
los mRNA de ferritina y transferrina que modifican su tasa de traducciéon por la

interaccion, a través de la secuencia IRE (elemento de respuesta al hierro), con una



proteina de unién (IREBP) capaz de censar la concentracion de hierro en la célula (Kim
etal., 1995).

Para discernir entre estas posibilidades, se encararon ensayos de deteccion de niveles
del mensajero de ALA-S por hibridizacion con una sonda. El analisis de Northern blot
(Figura 19) demostrd que la sonda utilizada es especifica ya que se obtiene una unica
banda y del tamaiio molecular (lel mRNA de ALA-S de 2.3 kb, consistente con los datos
aportados en la bibliografia (Srivastava et al., 1988). También la cantidad de mRNA de
ALA-S es significativamente mayor cuando las células fueron tratadas con fenobarbital
0.6 mM (Figuras 19,20y 21).

Por otro lado al obtener un aumento en la cantidad del mRNA de ALA-S se puede
pensar que se¢ debe o bien a una aumentada tasa de sintesis, en este caso estaria
involucrado el proceso de transcripcion-procesamiento, o a una estabilizacion del
mRNA, en este ultimo estaria actuando sobre la vida media de dicho mensajero.
Analizando estas alternativas, se determind la vida media del mRNA de ALA-S en
presencia y en ausencia del tratamiento con fenobarbital.

La determinacién de la vida media se realizé utilizando dos metodologias diferentes.
Una de ellas hace uso de inhibidores de transcripcién, como la actinomicina D, de
manera que al inhibir la sintesis del RNA se determina la velocidad de desaparicion de
la molécula, calculando la vida media en el punto en que la cantidad de mensajero ha
disminuido al 50%. En estos experimentos (Figura 22 y Tabla 7), hemos determinado
que la vida media del mensajero de ALA-S es de 33 min y que luego del tratamiento con
fenobarbital la misma no se modifica (28 min). Sin embargo, existen reportes que exigen
cautela en el andlisis de estos resultados, ya que se ha demostrado que la actinomicina D
aparentemente posee por ella misia un efecto estabilizante de los mensajeros, ejemplos
de este evento son los mRNA de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa en higado de rata
(Tilghman et al., 1974), y de la eritropoyetina en células de hepatoma (Goldberg et al.,
1991). Debido a estas consideraciones, se ha determinado la vida media del mRNA de
ALA-S también por el método cinético sin la utilizacion de inhibidores de la
transcripcion, siendo de 17 minutos. El tratamiento con fenobarbital no produce
modificaciones en este valor, obteniéndose una vida media de 15 minutos (Figuras 23 y

24). Como se aprecia, el valor de vida media determinado en presencia de actinomicina
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D es cercano al doble del determinado en ausencia del inhibidor, de manera que en el
caso de ALA-S se evidenciaria como en los ejemplos citados antes, un efecto
estabilizador de la actinomicina D. Podria postularse que factores proteicos de corta vida
media estarian involucrados en la degradacion de dicho mensajero (Cleveland and Yen,
1989).

Dado que la vida media del mRNA de ALA-S no cambia con el tratamiento con
fenobarbital es factible entonces que el aumento en la cantidad del mensajero se deba a
un aumento en su sintesis. Esta alternativa se analizo por estudios directos sobre la zona
promotora del gen.

La estructura de la regién 5° “upstream” del gen de ALA-S constitutivo de rata, fue
descripta en 1993, durante el desarrollo de este trabajo, simultineamente por dos grupos
de investigacion diferentes (Braidotti et al., 1993; Yomogida et al., 1993). A partir de la
secuencia publicada se encar6 el clonado de dicha region, abarcando hasta -833 pb,
mediante la estrategia de amplificacion con primers especificos, a partir de DNA
gendmico de rata.

El estudio del promotor del gen de ALA-S se realizd por experimentos de
transfeccion transiente en cultivo de células HepG2, con una construccién conteniendo
entonces la region -833 a +42 del gen de ALA-S clonada 5’ “upstream” de la secuencia
codificante del gen reportero CAT.

En una primera etapa se analizé la respuesta del sistema al aumento de la
concentracion de plasmido transfectado (Figura 30), obteniendo una respuesta lineal
entre la cantidad de plasmido y el nivel de expresion de CAT determinado por medicion
de la actividad enzimatica. Este experimento otorga validez a las determinaciones
posteriores.

Utilizando esta metodologia hemos demostrado (Figura 30 y 31) que el fenobarbital
ejerce su efecto sobre ALA-S actuando a nivel transcripcional, dado que es capaz de
inducir la expresion del gen CAT. Los resultados se correlacionan ademas fielmente con
los obtenidos de mediciones de actividad y cantidad de mensajero de ALA-S, dado que
en todos los casos se obtuvo una induccién cercana a cuatro veces. Este dato nos
confirma que la regulacion ejercida por el fenobarbital es a nivel transcripcional, y

sugiere que es de esta manera, exclusivamente, que actuaria el barbitirico, ya que



probablemente si existiera otro efecto desencadenado por fenobarbital posterior a la
transcripcion, hubieramos obtenido diferencias ea los valores de induccion entre las
distintas etapas analizadas.

Actualmente se esta estudiando en nuestro laboratorio la regién minima responsable
de dicho efecto por ensayos con deleciones de la region regulatoria (Giono et al,
manuscrito en preparacion).

Se han descripto en la introduccién las hipdtesis acerca de la accién del fenobarbital
sobre la expresion de ALA-S. Basicamente, se postula una teoria denominada “clasica”,
que fundamenta el efecto inductor de fenobarbital sobre ALA-S como un evento
indirecto provocado por el incremento de los citocromos P-450. Esto llevaria a un mayor
requerimiento de hemo y la concomitante disminucién del mismo del pool regulatorio y
finalmente en la desregulacion negativa de la ALA-S (Yamamoto et al, 1988;
Srivastava et al., 1990). La teoria “moderna” postula que el fenobarbital ejerce su efecto
inductor directamente sobre la expresion de ALA-S (Hamilton et al., 1991; Dogra et al.,
1993).

De acuerdo a nuestros resultados el fenobarbital actuaria sobre la induccién de la
transcripcion de ALA-S. Por un lado se ha visto, en higado de embriones de pollo, que
el hemo regula a la ALA-S principalmente inhibiendo la entrada de la enzima a la
mitocondria y disminuyendo la estabilidad del mensajero, mas que reprimiendo su
sintesis. Si sucediera lo mismo en nuestro sistema de cultivo de células HepG2, seria
muy poco probable que dichos efectos hémicos se ejercieran sobre la expresion de CAT.
En este caso seria dificil que el hemo se halle intercediendo el efecto inductor del
fenobarbital. Sin embargo, no se puede descartar que el efecto mediado por hemo sobre
ALA-S se deba a una represion a nivel transcipcional, como fue descripto en higado de
rata. En este caso la induccién por fenobarbital de la sintesis de citocromos P-450,
podria llevar a una desrepresion del gen de ALA-S por consumo de hemo del pool
regulatorio.

En otra linea de investigacion, se han reportado en levaduras evidencias de la
existencia de un factor de transcripcion que presenta un dominio de unién a hemo
ubicado cerca del dominio de unién al DNA. Esta proteina activa la expresion de genes

citocromales en respuesta a oxigeno/hemo (Zhang and Guarente, 1995).



Discusién 176

Para iluminar esta cuestion, en el presente trabajo se ha estudiado ademas, la accién
del hemo sobre el mRNA de ALA-S, resultando cn una disminucién de la induccion
ejercida por fenobarbital (Figura 9). Ademas, se analizaron las consecuencias de inhibir
la sintesis proteica con cicloheximida, resultados que se muestran en la misma figura. En
este caso la presencia del inhibidor produce un incremento de la actividad del mRNA de
ALA-S. Esto podria deberse a la inhibicion de la sintesis de RNAsas de vida media
corta que actuarian sobre el mRNA de ALA-S. Aun asi, en presencia de fenobarbital la
actividad del mRNA disminuye significativamente por lo que se puede concluir que la
accion mediada por fenobarbital requeriria de la sintesis de proteinas.

En una rapida lectura, estos resultados podrian interpretarse en apoyo a la teoria
clasica. Sin embargo, aun si el fenobarbital actuara directamente sobre la expresion de
ALA-S a nivel de la transcripcion (teoria moderna), podria también requerir de la
biosintesis de proteinas accesorias que medien su efecto al nivel de la sintesis de RNA.

Por los datos aportados hasta el momento podemos concluir que el fenobarbital actia
a nivel transcripcional induciendo el gen de ALA-S pero no podemos descartar ninguna

de las teorias vigentes sobre su accion regulatoria en el metabolismo del hemo.

El cAMP regula la expresion del gen de ALA-S a través de

la activacion de la quinasa de proteinas A.

Uno de los puntos mas importantes de nuestro trabajo fue determinar si el cAMP
interviene en la regulacion de la ALA-S y su mecanismo de accidon. Los resultados
presentados en la literatura al respecto son bastante divergentes. En su gran mayoria
estos trabajos fueron realizados utilizando animales intactos, por lo que se puede
considerar la posibilidad de que los datos experimentales informados sean el resultado
indirecto de la accion del cAMP en otros tejidos. Esta consideracién no se aplica a
nuestros trabajos en los cuales estudiamos el efecto directo del cAMP sobre las células
hepaticas ya sea en cultivos primarios de hepatocitos de rata como en la linea celular

hepatica HepG2.



Por otra parte, a pesar que el cAMP es un compuesto intracelular de interés
fisioldgico, su limitada entrada a la célula lo hzce de relativa eficacia en estudios
realizados en cultivos de células. Por esta razén en los experimentos hemos utilizado
analogos de cAMP que ingresan a las células mas ficilmente como el dibutiril cAMP, y
el 8-CPT-cAMP.

Trabajos previos realizados ¢n el laboratorio demostraron que la presencia de dibutiril
cAMP en el medio de incubacion de suspensiones de hepatocitos de ratas normales,
producen un marcado incremento de la induccién ejercida por fenobarbital en la
actividad enzimatica de la ALA-S (Canepa et al., 1984).

En el presente trabajo nos planteamos como objetivo discernir en qué paso de la
transferencia de la informacion genética de ALA-S se encuentra involucrado el cAMP.
En primer lugar, se determino la actividad del mRNA de ALA-S en cultivos primarios
de hepatocitos de ratas normales. En estos experimentos se demostr6 que la presencia de
100 uM de dibutiril cAMP produce un incremento de aproximadamente el doble en la
induccion ejercida por fenobarbital (Tabla 2). La actividad basal de dicho mRNA no se
vio modificada en presencia de cualquiera de los nucleétidos ciclicos ensayados.
Similares resultados se obtuvieron con otro derivado no metabolizable, el 8-CPT-cAMP,
descartandose entonces que el efecto estuviera mediado por el butirico liberado de la
hidrélisis del butiril cAMP u otro metabolito secundario como ha sido descripto sucede en
otras enzimas (McKnight et al., 1980).

Por otro lado se demuestra que ambos nucleétidos ciclicos ensayados poseen un efecto
especifico sobre ALA-S y no sobre la sintesis de proteinas totales, ya que la actividad del
mRNA total no varia con ninguno de los tratamientos.

En hepatocitos de rata la accion potenciadora del cAMP es dosis dependiente (Figura 7),
alcanzandose el maximo efecto con concentraciones de 100 uM entre las 2 y 3 horas de
incubacion (Figura 6).

Para estudiar por un método distinto la accién potenciadora del cAMP sobre la actividad
del mRNA de ALA-S mediada por fenobarbital, se utilizo la estrategia de aumentar el nivel
de cAMP endégeno. Se usaron distintos tipos de activadores de la adenilil ciclasa
(adrenalina, forskolina y glucagon) y un inhibidor de la fosfodiesterasa (IBMX). En esta serie
de experimentos, se determind el contenido de cAMP endégeno a lo largo del ensayo (Figura
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8), y en todos los casos se observo un considerable aumento en los niveles del nucleétido
ciclico, asegurandonos de la efectividad del tratamiento.

Un dato interesante fue demostrar que la presencia de fenobarbital no produce un
incremento de cAMP enddgeno, lo cual hace presuponer que ambos efectos ocurren de
manera independiente. Recientemente se ha publicado que el tratamiento de cultivos
primarios de hepatocitos murinos con inhibidores de fosfatasas de serina y treonina producen
una supresion de la induccion por fenobarbital de la transcripcion del gen del citocromo
CYP2B10. De esta manera, se sugiere que el efecto inductor del fenobarbital sobre este gen
involucraria la acciéon de mecanismos especificos de fosforilacién/defosforilacion
(Honkakoski and Negishi, 1998). Podriamos deducir que si la activacion mediada por
fenobarbital del citocromo opera de manera similar a la del gen de ALA-S, en nuestro caso
no estaria mediado por fosforilacion dependiente de cAMP.

Al determinar la actividad del mRNA de ALA-S en hepatocitos cuyos niveles de cAMP
enddgeno fueron elevados, obtuvimos también un incremento en la actividad inducida del
mRNA de ALA-S mediada por fenobarbital, siendo similares los resultados que con el
agregado exogeno de dibutiril cAMP (Tabla 3). Estos resultados estarian indicando que los
efectos observados son especificamente debidos al cAMP y estan de acuerdo con lo discutido
anteriormente.

En las determinaciones de niveles de cAMP endégeno, obtuvimos mayores incrementos
en los tratamientos con activadores de adenilil ciclasa y con IBMX que con el agregado
directo de dibutiril cAMP, dado que los niveles de inducciéon de ALA-S alcanzados son
similares en todos los tratamientos, esto nos estaria indicando que se ha llegado al maximo
efecto.

Posteriormante se estudiaron los niveles de mRNA de ALA-S en hepatocitos de ratas
normales por Northern y slot blot (Figura 20). Existe una estrecha correlacion temporal con
las mediciones de actividad de mensajero (aproximadamente ocho veces respecto al control).
Por lo tanto un aumento en la actividad en este caso es reflejo de un incremento en la
biosintesis del mismo, y no a un efecto en el procesamiento.

La constante de degradacion del mRNA de ALA-S proveniente de hepatocitos normales
tratados con fenobarbital mas dibutiril cAMP no difiere de la del control. El valor obtenido

en la determinacion cinética es de 14 minutos respecto a 17 minutos del control (Figura 23 y
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Tabla 7). En la determinacion utilizando actinomicina D los valores son 24.2 y 33.5 minutos,
respectivamente (Figura 22). Nuevamente la determinaciéon del valor de vida media del
mRNA de ALA-S es mayor en presencia de un inhibidor de transcripcién sugiriendo que
factores proteicos de corta vida media podrian estar involucrados en la degradacion de dicho
mensajero.

Hod y Hanson (1988) han descripto para el caso de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
que la adicion de cAMP a células de hepatoma extiende la vida media del mensajero de 30
minutos a 150-240 minutos. En este gen, el cAMP, ademas de estimular la transcripcion,
estabiliza el mRNA, posiblemente por induccién de una proteina presente en los hepatocitos
que, al unirse al extremo 3’ del RNA, impide su degradacion (Hanson and Reshef, 1997).
Por lo tanto, la demostracién de que el cAMP no modifica la vida media del mRNA de
ALA-S, es un dato importante en el estudio de la accion de este segundo mensajero.

Como ya se discutié anteriormente para el caso del fenobarbital, hasta estos resultados, el
cAMP también actuaria regulando su transcripcion y/o procesamiento, pero su accion en los
hepatocitos de rata dependeria de un primer evento, ain desconocido, ejercido por el
fenobarbital. De esta manera el cAMP no ejerceria variaciones en la expresién basal de
ALA-S, pero si en el estado inducido.

Existen numerosos reportes donde las respuestas a nivel transcripcional se realizan de
manera concertada entre distintos factores proteicos. En estos casos pueden observarse
efectos cooperativos, sinergisticos tanto activadores como inhibitorios (Ptashne and Gann,
1997). En nuestro caso, podria pensarse o bien que el fenobarbital libera de la accién de un
represor que impide que el efecto de cAMP se evidencie, o bien que el cAMP favorece la
accion de activadores proteicos que median la respuesta a fenobarbital.

Para analizar en mayor profundidad el efecto ejercido por el cAMP, se realizaron ensayos
de transfeccion transiente de células hepaticas HepG2 con el plasmido pACAT descripto
anteriormente.

En estos ensayos, para nuestra sorpresa, observamos que el CAMP ejerce un efecto
inductor de la transcripcion del gen CAT independiente de la presencia de fenobarbital
(Figura 31). El agregado de 8-CPT-cAMP solo produce un aumento en la expresion de CAT
cercana a 3 veces, mientras que con fenobarbital esta induccién asciende a alrededor de 11

veces (aproximadamente aditivo). Obtuvimos resultados similares con la presencia de



forskolina en combinacidn con fenobarbital. De esta manera podemos concluir que el cAMP,
en este sistema, incrementa la transcripcion del gen CAT tanto a nivel basal como en el nivel
inducido por fenobarbital.

De acuerdo a las hipétesis propuestas, el efecto transcripcional ejercido por el cCAMP en
los hepatocitos de rata podria ser impedido por la interaccién de algun factor, cuya accién
seria anulada por el fenobarbital. En la construccion que se transfecta que abarca desde los
nucledtidos -833 a +42, la region de unién de dicho factor estaria ausente, de manera que al
no existir la acciéon inhibitoria de este posible factor el cAMP estaria desregulado,
incrementando aun el nivel basal de transcripcién. No puede descartarse que las diferencias
encontradas se deban a que en las transfecciones transientes el DNA plasmidico presenta una
cromatinizacion diferente a la del genoma celular (Smith and Hager, 1997). Se han
publicado recientemente resultados que muestran que la respuesta del promotor del virus
mamario murino a la activacion por el camino del cAMP, es dependiente de la
cromatinizacion del DNA (Pennie et al., 1997).

Numerosos trabajos asignan al cAMP un papel activo en la induccién de la
transcripcion de distintos genes como el de la somatostatina de rata, el de la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa de rata y otros, de acuerdo a lo analizado en la
introduccion (Foulkes and Sassone Corsi, 1996). En estos casos, el efecto esta mediado
por la PKA, cuya subunidad catalitica actia, por medio de fosforilaciones,
principalmente sobre la proteina denominada CREB que se une a la secuencia CRE
(Montminy, 1997). Distintas evidencias han demostrado que se requiere la activacion de
la PKA para estimular la transcripcion dependiente de cAMP. Por un lado la utilizacién
de lineas celulares deficientes en PKA, o la expresion de PKI, un potente inhibidor de
PKA, suprimen la respuesta a CAMP, y finalmente la expresion de la subunidad C de la
PKA es suficiente para inducir respuesta de genes que responden a cAMP en su
ausencia (Riabowol et al., 1988; Montminy 1997). En trabajos previos del laboratorio se
ha visto que inhibidores de quinasas de proteinas, disminuyen la activacion enzimatica
mediada por fenobarbital (Canepa et al., 1989). Por ello, nuestro siguiente objetivo fue
analizar la regulacion ejercida por cAMP estudiando el efecto de la induccién de la PKA

sobre la expresion de ALA-S. Para ello hemos utilizado dos estrategias diferentes.
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La primera se basa en ¢l ensayo de sinergismo entre pares de analogos de cAMP sitio
selectivos. A concentraciones de andlogos con las que se obtiene el 25%
aproximadamente de efecto potenciador (Figura 33), los pares de analogos, uno
sustituido en la posicion 6 y el otro sustituido en la posiciéon 8 del anillo purinico
muestran efecto sinergistico (Figura 34). Para poder asegurar que existe efecto
sinergistico se aplico el siguiente calculo:

Siendo A la diferencia del valor de actividad de mRNA de ALA-S obtenida entre la
incubacion con doble concentracién menos la obtenida con simple concentracion de
cada analogo, y B representa la diferencia del valor de actividad de mRNA de ALA-S
obtenida entre la incubacion con los pares de analogos analizados menos la obtenida con
simple concentracion de cada uno de ellos. Si la relacion A/B resulta un nimero mayor
que la unidad, indicara la presencia de efecto sinergistico.

En nuestro caso, al utilizar los pares de analogos N°® benzoil cAMP y 8-(6-
aminohexil)amino-cAMP se obtuvo una relacion superior a 2 en dicho célculo. Con el
par N® benzoil cAMP y 8-(4-clorofeniltio)-cAMP se obtuvo una relacién cercana a 3
veces de sinergismo. Por otro lado el control realizado con un par de analogos ambos
sustituidos en la posicion 8 (8-(6-aminohexil)amino-cAMP y 8-(4-clorofeniltio)-cAMP)
se calcul6 una relacion de 0.9.

Estos experimentos han aportado evidencias que la quinasa dependiente de cAMP se
halla involucrada en la regulacion de ALA-S.

Por otro lado, dado que la especificidad de los analogos utilizados es distinta para las
dos isoenzimas de PKA, la activacion sinergistica de la PKA de tipo I puede ser
diferenciada de la de tipo II. Nuestros resultados evidenciaron que el par utilizado
selectivo para la PKA tipo I (N® benzoil cAMP y 8-(6-aminohexil)amino-cAMP) dio
similar nivel de sinergismo que el par utilizado para la PKA tipo II (N® benzoil cAMP y
8-(4-clorofeniltio)-cAMP), de manera que en este sistema ambas isoenzimas estarian
involucradas en la regulacion de ALA-S.

La segunda estrategia utilizada consisti0 en cotransfectar, de forma transiente, las
células HepG2 con la construccion pACAT, que contiene el promotor de ALA-S y el
gen CAT, mas un vector de expresion de la subunidad C de la PKA. Dado que el

promotor en el vector, que rige la expresion de esta proteina, es inducible por metales
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pesados, hemos logrado expresar la proteina en distintas cantidades, y esto nos ha
aportado mayor informacion respecto a su accion sobre ALA-S.

Estos experimentos han mostrado que la sobrexpresion de la subunidad C de la PKA
produce un incremento acentuado de la expresion del gen reportero CAT, es decir
modula positivamente el promotor de ALA-S (Figura 35). El sistema responde
cuantitativamente al aumento de la expresion de la subunidad C lograda por una
transfeccion plasmidica mayor o por la induccion de su promotor con zinc. El nivel de
aumento de la expresion de CAT cuando se sobrexpresa la subunidad C de PKA, es
cercano a 18 veces respecto al control sin transfectar y sin agregados. Esta induccion es
muy superior a la obtenida por incubacién con analogos de cAMP, tanto solo como en
presencia de fenobarbital (Figuras 31 y 35). De esta manera podemos concluir que el
paso limitante en el efecto ejercido por el cAMP estaria a un nivel anterior de la
activacion de la PKA.

Pall (1981) ha propuesto criterios indicativos para considerar que un efecto dado es
mediado por cAMP. Estos criterios contemplan que el efecto debe ser precedido por un
aumento en el nivel de cAMP, debe correlacionar con la activaciéon de la PKA, debe
potenciarse con inhibidores de fosfodiesterasa y con estimuladores de adenilil ciclasa,
tamnbién debe manifestarse por el agregado exdgeno de cAMP o analogos, debe cambiar su
funcién en mutantes con niveles alterados de cAMP y debe ser reproducible en un sistemna de
estudio in vitro. Los resultados presentados hasta el momento cumplen con la mayoria de
dichos postulados mostrando sélidas evidencias sobre la participacion del cCAMP en los
mecanismos de regulacion de ALA-S, a través de la PKA.

La glucosa inhibe la expresién del gen de ALA-S.

El higado cumple una funcion fundamental en la regulacion del metabolismo de hidratos
de carbono del organismo. Una ingesta excesiva de estos compuestos lleva, principalmente,
al aumento de la glicdlisis y de la sintesis de triglicéridos por activacién e induccién de la

sintesis de varias enzimas involucradas (Towle, 1995). Sin embargo, es l6gico suponer que
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una respuesta adaptativa del organismo que lleve a una mejor utilizacion de los hidratos de
carbono del medio, involucre la regulacion general de los caminos metabdlicos realizados en
el higado.

Se demostrd que la ingestion elevada de glucosa previene la induccion de la ALA-S
en higado de mamiferos (Tschudy et al., 1964). También se ha reportado que la
administracion de glucosa a pacientes con porfiria hepética precipitada por compuestos
quimicos, produce una marcada mejoria clinica de la patologia.

En resultados publicados anteriormente por el laboratorio también se determiné que la
glucosa inhibe la actividad enzimatica de ALA-S (Canepa et al., 1985a).

En el presente trabajo, hemos estudiado la accién de la glucosa sobre la expresion de
ALA-S en hepatocitos de ratas normales y, hemos observado, que el agregado de glucosa
inhibe aproximadamente el 75% de la actividad del mRNA de ALA-S inducido con
fenobarbital (Tabla 4). Sin embargo no modifica la actividad del RNA total, por lo que
concluimos que se trataria de un efecto especifico. También se observé una disminucién
marcada en los niveles de mRNA de ALA-S cuantificada por Northern blot (Figura 21). El
agregado de glucosa sola no produce modificaciones ni en la actividad ni en la cantidad de
dicho mensajero (Tabla 4 y Figura 21).

Al analizar la respuesta temporal de la actividad del mRNA de ALA-S a glucosa, se
demostrd que el efecto presenta un periodo lag de 30 minutos para evidenciarse (Figura 10),
tiempo durante el cual la actividad del mRNA de ALA-S aumenta con una pendiente similar
al tratamiento en ausencia de glucosa, y luego el efecto inhibitorio se mantiene hasta al
menos las tres horas de incubacion. Estos resultados nos llevaron a estudiar, mas en detalle,
si la fase lag seria reflejo del tiempo en que la célula demora en incorporar la glucosa o si es
necesario que se sintetice un metabolito derivado de glucosa que actie como efector. Para
ello realizamos experimentos de preincubacion de los hepatocitos con glucosa durante una
hora, en este caso el efecto desempeiiado por la glucosa mostré una velocidad de accién
(actividad del mRNA/tiempo) considerablemente menor que en los no preincubados (Figura
11). De esta manera se demuestra que si las células estin en contacto con la glucosa
previamente, son capaces de evidenciar antes el efecto inhibitorio sobre la induccion ejercida
por fenobarbital. Podria suceder que un metabolito derivado de la glucosa sea el efector,

siendo necesario un lapso tal que permita su sintesis frente a la induccién rapida del
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fenobarbital. Ya se ha demostrado para la induccion del gen de la piruvato quinasa que el
efecto regulador de glucosa es mediado por la rama no oxidativa del camino de las
pentosas fosfato a través probablemente de la xilulosa S-fosfato (Doiron et al., 1996).

No debe descartarse la entrada de glucosa en los hepatocitos. Esta se realiza mediante
difusién facilitada a través del transportador Glut2 cuya expresion es regulada por
glucosa a nivel transcripcional (Rencurel et al., 1996). Sin embargo, dado el corto
tiempo necesario para que ¢l efecto glucosa se evidencie sobre el mRNA de ALA-S,
seria poco probable que el periodo lag observado se deba a que sea necesario un evento
previo de induccion de Glut2.

El efecto glucosa es dosis dependiente (Figura 12), se obteniene un valor maximo de
inhibicién con concentraciones de 80 mM o mas, lo que esta de acuerdo con datos anteriores
del laboratorio sobre mediciones de actividad enzimatica de ALLA-S (Canepa et al. 1985a).

El efecto inhibitorio ejercido por la glucosa comienza a manifestarse a partir de la
concentracion menor ensayada de 20 mM, presentando una dosis inhibitoria media de 35
mM. Siendo el rango fisiologico, en tejidos normales, alrededor de 10 mM, es altamente
probable que este mecanismo sea de relevancia en la regulacion de ALA-S.

Meyer y col. (1991) han reportado que la glucosa posee un efecto de desestabilizacion del
mRNA de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, aumentando su velocidad de degradacion.
En nuestro sistema determinamos la vida media del mRNA de ALA-S por distintas
estrategias, tanto sobre la actividad como sobre la cantidad de mensajero (Figuras 24-26). La
vida media del mRNA de ALA-S no se modifica en presencia de glucosa, descartdndose,
entonces, que el papel de ésta sea el de disminuir su estabilidad. Sin embargo, los valores
obtenidos en presencia de actinomicina D duplicaron casi a los obtenidos en ausencia del
inhibidor. Esta caracteristica ya se discutid anteriormente respecto a las posibles
caracteristicas de los mensajeros que presentan dicho comportamiento.

De la suma de estas observaciones, dado que la glucosa no modifica la vida media del
mRNA de ALA-S y que produce una marcada disminucion en su concentracion celular,
sugerimos que dicho metabolito causa una inhibicién de la transcripcion de dicho mensajero.

Para confirmar esta hipétesis, estudiamos la actividad promotora del gen de ALA-S en
transfecciones transientes de células HepG2 (Figura 32). La presencia de glucosa produce
una disminucion significativa de la induccion de la expresion de CAT por fenobarbital. Sin



Discusién 185

embargo, esta disminucion de la actividad promotora es menor que la inhibicién casi
completa observada sobre la actividad y cantidad del mRNA de ALA-S (Tabla 4 y Figura 21
respectivamente). Esta diferencia podria deberse a que la zona promotora estudiada no
abarque la region necesaria para ejercer completamente su efecto inhibitorio. Es sabido que
los factores de transcripcion pueden actuar sobre la expresion génica concertadamente de
manera cooperativa (Ptashne and Gann, 1997). En nuestro sistema podrian estar faltando
las secuencias de reconocimiento a alguno de éstos. Otra alternativa factible la
constituye el hecho de que, al transfectar, coexistan en la célula multiples copias del
promotor en estudio y que el/los factores que intervienen en la regulacion por glucosa
resulten insuficientes para producir el maximo efecto. Este factor se tornaria importante
si la represion es ejercida por competencia de factores represores.

Por otro lado, el efecto glucosa requiere para evidenciarse que las células estén inducidas
con fenobarbital, ya que al agregarse sola, no se producen modificaciones en la actividad y
cantidad del mRNA de ALA-S, y tampoco en la actividad promotora del gen. Podemos
concluir entonces, que el efecto producido por la glucosa estaria actuando sobre la biosintesis
del mRNA de ALA-S de manera secundaria a la induccién por fenobarbital.

El mecanismo por el cual la glucosa disminuye la expresion de ALA-S no se conoce
totalmente, sin embargo se puede especular que la glucosa, o algin metabolito derivado,
modifique ia actividad transcripcional de factores que se unirian a secuencias especificas del
promotor de ALA-S disminuyendo su transcripcion como sucede con el gen de la alcohol
deshidrogenasa (Cherry et al., 1989).

Es importante sefialar ademas que el efecto “glucosa” ha sido observado en ausencia de
factores extrahepaticos, demostrando entonces que no se debe a una accién indirecta ejercida
por la relacion hormonal insulina-glucagon, sino a un efecto directo de la glucosa sobre los

hepatocitos.
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Los efectos sobre ALA-S del cAMP y la glucosa no se

manifiestan en hepatocitos con diabetes experimental.

Desde los trabajos de Sterling en 1949, varios autores han puntualizado la relativa
frecuencia de coexistencia entre diabetes mellitus y algun tipo de porfiria hepdtica.
Trabajos previos en el laboratorio han demostrado alteraciones en la regulacion de las
actividades enzimaticas de ALA-S y de la ferroquelatasa en ratas con diabetes
experimental (Canepa et al., 1989, 1992). Se ha planteado la posibilidad que la
asociacion entre diabetes y porfiria hepatica sea el resultado de la presencia, en pacientes
diabéticos, de ciertos factores que, o bien actien directamente sobre el metabolismo del
hemo o faciliten la expresion de defectos genéticos preexistentes. Los estudios
realizados en este trabajo fueron diseiiados con el objeto de explorar la naturaleza de
estos factores si los hubiera.

La diabetes experimental fue provocada por una inyeccion de estreptozotocina
,controlandose la severidad del estado diabético por la determinacién de glucosa en
sangre. Los experimentos realizados en hepatocitos con diabetes experimental revelaron
que las células control sin tratar no poseen diferencias, con respecto a las células
normales, en la actividad y cantidad del mRNA de ALA-S. Sin embargo, el tratamiento
con fenobarbital 0.6 mM produce, en las células diabéticas, un incremento de ambas
determinaciones cercano al doble, con respecto a los hepatocitos normales tratados en
iguales condiciones (Tablas 5 y 6, Figuras 20 y 21). Por otro lado, fue determinada la
constante de degradacion del mRNA de ALA-S proveniente de hepatocitos diabéticos por el
método cinético ya descripto. Se evidencia que el efecto del fenobarbital no produce una
alteracion en la vida media de este mensajero, siendo de 20 minutos respecto de 17 minutos
correspondientes al control (Figura 23 y Tabla 7)

Es importante seiialar que seguin se ha reportado, el estado diabético no afecta la
cantidad de proteinas, ni su sintesis en los hepatocitos, ni la viabilidad de los mismos.
Sin embargo la cantidad del cAMP se incrementa en este caso 5-6 veces (Canepa et al.,

1985a).
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Por un lado hemos demostrado que en hepatocitos normales el cCAMP produce una
potenciacion de la induccién mediada por fenobarbital. Ademas, el nivel de cAMP en
hepatocitos diabéticos es mayor. Reuniendo estas observaciones, postulamos que la causa
por la cual, en el estado diabético, el fenobarbital per se produce un incremento equivalente
al ejercido por fenobarbital y cAMP en las células normales, es debido al nivel incrementado
de cAMP que presentan estas células.

Esta hipétesis se confirma por el hecho que, en hepatocitos diabéticos, el tratamiento con
dibutiril cAMP solo, no ejerce ninguna variacion sobre la actividad y cantidad del mRNA de
ALA-S y, en presencia de fenobarbital, no logra aumentar el nivel de induccién alcanzado
por el barbiturato (Tabla 5 y Figura 20). Experimentos de determinacién de actividad de
mensajero a distintos tiempos de incubacion (Figura 13) y con distintas concentraciones del
nucledtido ciclico (Figura 14) refuerzan el concepto que el fenobarbital solo produce el
maximo efecto observado sobre ALA-S en los hepatocitos provenientes de ratas con
diabetes.

Se ha determinado previamente que el cAMP potencia la sintesis de citocromo P-450 y
se observo que el contenido de estas hemoproteinas es 32% mayor en los hepatocitos
diabéticos (Canepa et al., 1985a). Este incremento, de acuerdo al modelo clasico de
regulacion de la biosintesis del hemo, podria provocar la desrepresion de la ALA-S y, de
esta manera, obtenerse niveles de induccién por fenobarbital mayores a los logrados en
hepatocitos normales. Puede sugerirse que la célula hepatica de animales diabéticos, es
mas susceptible a la accién del fenobarbital debido en parte al alto contenido en cAMP.

Con referencia al “efecto glucosa™ descripto en hepatocitos de ratas normales, nuestros
resultados indican que la glucosa no ejerce efecto inhibitorio alguno sobre la induccién tanto
de la actividad como de la cantidad de AL A-S mediada por fenobarbital en hepatocitos
diabéticos (Tabla 6 y Figura 21).

Estos resultados fueron confirmados en los experimentos realizados de determinacion de
la actividad del mRNA de ALA-S a distintos tiempos (Figura 15) y con distintas
concentraciones de glucosa (Figura 16).

Surge el interrogante si la concentracion elevada de cAMP observada en los hepatocitos
diabéticos seria también un factor desencadenante en la no manifestacion del efecto glucosa.

Por ello se encararon una serie de experimentos que se discuten a continuacién.



El cAMP revierte el efecto inhibitorio ejercido por glucosa

En la bibliografia se encuentran numerosos ejemplos de genes que son regulados de
manera opuesta por el cAMP y la glucosa, tal es el caso de la piruvato quinasa (Yamada et
al., 1997). Este gen posee en su promotor una secuencia GIRE responsable de la
inducibilidad por glucosa, y ademas necesaria para que se evidencie el efecto negativo
del glucagon y cAMP. Asi el GIRE es a la vez un elemento de respuesta positiva para
glucosa y de respuesta negativa para cAMP (CRE negativo). En este caso, el GIRE
puede ser también considerado un silenciador cuya accion negativa es estimulada en
ausencia de glucosa o en presencia de cAMP o glucagon (Diaz Guerra et al., 1993; Cuif
et al., 1993).

En estudios previos, se¢ habia observado en el laboratorio que la adicién conjunta de
dibutiril cAMP produce una reversion del efecto inhibitorio ejercido por la glucosa sobre la
actividad enzimatica de ALA-S (Canepa et al. 1985a).

De esta manera nos propusimos estudiar de qué manera se relacionan glucosa y cAMP. El
agregado exdgeno de dibutiril cAMP a hepatocitos de ratas normales, revierte totalmente la
accion inhibitoria ejercida por la glucosa sobre la actividad del mRNA de ALA-S inducido
por fenobarbital (Figura 17). Mas aun, esta reversion también se observa sobre la cantidad de
dicho mensajero (Figura 21).

Al analizar la relacion de ambos efectos sobre la actividad del promotor de ALA-S en
transfecciones transientes de células HepG2 se demostrd que el agregado exdgeno de 8-
CPT-cAMP revierte el efecto inhibitorio de la glucosa en la etapa transcripcional (Figura 32).

Se realizaron otros experimentos donde se aumenté la concentracion de cAMP
intracelular agregando en la mezcla de incubacién, activadores de la adenilil ciclasa
(glucagon, forskolina y adrenalina), y un inhibidor de la fosfodiesterasa (IBMX). En todos
los casos no solo se bloquea el efecto inhibitorio ejercido por la glucosa sobre la induccién
mediada por fenobarbital sino que, al igual que con el agregado de cAMP exégeno, se
restablece el nivel de potenciacion de dicha induccién para las mediciones de actividad del
mRNA de ALA-S (Figura 17). Para el caso del activador de la adenilil ciclasa, forskolina,
también se analizd su efecto en ensayos de determinacion de actividad promotora en células



HepG2 (Figura 32), demostrandose que el aumento intracelular de cAMP bloquea la
inhibicion ejercida por glucosa a nivel transcripcional. No podemos determinar con estos
resultados, si.el bloqueo que realiza el cAMP sobre la inhibicién de glucosa se debe a que
ambas respuestas comparten en el promotor €l mismo sitio de accion, como se menciono es
el caso de la piruvato quinasa. De acuerdo a este modelo existiria una competencia de unién
de factores al elemento del DNA responsable de ambas acciones. Podria suceder también
que la interrelacién entre ambos efectores se realice a nivel de la cascada de transduccion de
seiiales. Villar-Palasi, (1994) ha demostrado que, en musculo esquelético, la glucosa 6-
fosfato, a bajas concentraciones de cAMP, es capaz de disminuir la fosforilacion de la
glicogeno sintctasa por la PKA.

Ahora bien, el cAMP bloquea el efecto de glucosa en los hepatocitos normales y en
las transfecciones de células HepG2, y por otro lado los hepatocitos de ratas diabéticas
presentan una elevada concentracion de cAMP. Reuniendo estos conceptos sugerimos
que, en los hepatocitos diabéticos, no se evidencia el efecto inhibitorio de la glucosa
debido a la concentracion aumentada de cAMP.

Para investigar esta hipétesis, disefiamos el siguiente experimento: células hepaticas
diabéticas fueron tratadas con drogas que, por estimulacion de la fosfodiesterasa
(imidazol) y por inhibicién de la adenilil ciclasa (aloxano), provocan una disminucion
del nivel de cAMP enddgeno. En esta condicion se estudié el efecto de la glucosa. Si la
causa de la ausencia del efecto glucosa en las células diabéticas fuera el alto contenido
de cAMP, en este caso deberiamos restaurar la actividad inhibitoria de 1a glucosa sobre
ALA-S. Sin embargo con concentraciones de cAMP analogas a las células normales, no
se obtuvo efecto glucosa (Figura 18), descartandose entonces que al menos ésta sea la
tnica causa de dicho evento.

Podemos concluir de esta manera que en las células hepaticas diabéticas estarian
ocurriendo eventos diferentes a los que suceden en células normales, que regulan la
expresion de ALA-S por fenobarbital mas alla del balance entre las concentraciones de

cAMP y glucosa.



Discusion 190

La quinasa de proteinas C participa de la regulacién de la

expresion de ALA-S.

La quinasa de proteinas C pertenece a la familia de las quinasas que fosforilan en
residuos serina y treonina y esta involucrada en la sefializacion intracelular en distintos
tipos celulares (Hug and Sarre, 1993). La activacion de estas enzimas cumple un papel
fundamental en la transduccidn de seiiales mediadas por segundos mensajeros, necesaria
para numerosas funciones celulares. La activacion fisiolégica de la mayor parte de las
isoformas de la PKC se realiza por el diacilglicerol, pero también pueden ser activadas
por ésteres de forbol los cuales comparten una similitud estructural con el activador
natural. Al igual que DAG, los ésteres de forbol aunientan la atinidad de la FKC por el
Ca®", resultando en potentes activadores a concentraciones fisiologicas de Ca’*. Ademas
se metabolizan lentamente y permanecen en los tejidos, provocando una activacion
prolongada de la PKC (Newton, 1997). Distintas lincas de evidencias indican que la
activacion de las PKC desencadena eventos tales como la induccién de la sintesis de
DNA vy la division celular. Ademas pueden alterar la expresion especifica de genes en
células hepaticas de rata, tal es el caso de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, cuya
sintesis es inhibida en células de hepatoma H4IIE tratadas con TPA (Chu and Granner,
1986). Por otro lado, se ha reportado de genes cuya expresion se ha visto incrementada
por accion de los ésteres de forbol, como la B-actina (Messina and Weinstock, 1992).

Ya se ha analizado en la introduccién, la estrecha relacién entre la transduccion de
seflales mediada por PKA y por PKC, por estas razones fue sumamente interesante
estudiar la posible participacion de la PKC en la regulacion de la expresion de ALA-S.
Para ello determinamos los efectos del éster de forbol TPA y de un andlogo de DAG,
conocidos como activadores directos de PKC, sobre la expresion de ALA-S.

En el presente trabajo se muestran resultados que indican que el TPA reduce
rapidamente la cantidad del mRNA de ALA-S, determinada por Northern blot, tanto en
el control como en las células tratadas con fenobarbital 0.6 mM (Figura 36). Esto nos
estaria indicando que la accion del éster de forbol seria independiente de la estimulacion

por fenobarbital. La accion inhibitoria del TPA depende de la concentracion (Figura 37),



Discusion 191

y del tiempo de incubacion (Figura 38) obteniéndose el maximo efecto tratando a las
células con 1 uM TPA o mas durante al menos una hora y media.

Similares efectos fueron observados con el analogo de diacilglicerol 1,2-dioctanoil-sn-
glicerol (DOG) (Figuras 39 y 40), aunque fueron necesarias concentraciones mayores
para obtener el maximo efecto inhibitorio (Figura 39). Esta diferencia de actividad se
debe probablemente a la baja lipofilicidad que presenta este analogo.

En cuanto al analisis de la vida media del mRNA de ALA-S por el método cinético,
hemos mostrado evidencias de que este valor no se ve alterado por el tratamiento con
TPA o con DOG (Tabla 8). De esta manera se sugiere que el efecto inhibitorio ejercido
por estos activadores de la PKC se ejerceria a nivel transcripcional.

Para dilucidar este aspecto, se realizaron experimentos de determinacion de la
actividad piomotora de AL A-S en ensayos de transfeccion transiente de células HepG2.
En estos estudios se ha demostrado que la presencia de TPA y DOG en el medio de
cultivo producen una significativa disminucion de la expresion del gen reportero CAT,
tanto del nivel basal como del nivel inducido por fenobarbital (Figura 41). Esto nos
indicaria que en la zona promotora estudiada, hasta -833 pb, reside/n la/s secuencias
apropiadas para evidenciar la inhibicion de la transcripcion. Esta inhibicién se ejerce
también sobre el control. En cuanto a especular qué tipos de elementos en el DNA sean
los responsables del efecto inhibitorio ejercido por el éster de forbol, es de importancia
aclarar que el tipo celular de hepatoblastoma HepG2 carece del factor de transcripcion
AP-2 (Xie and Jaiswal, 1996). Este factor como se ha descripto en la introduccion
responde a seilales mediadas por PKA y por PKC (Buchner, 1995). Dado que ain
careciendo de AP-2, las células HepG2 mantienen la respuesta a ésteres de forbol, se
podria sugerir que este efecto estaria mediado por un tipo de factor distinto.

La interaccion entre los ésteres de forbol y diacilglicerol con la PKC sugiere
fuertemente que el mecanismo de fosforilacion dependiente de la activacion de la PKC
estaria mediando la inhibicion de la transcripcion de ALA-S. Adernas, la concentracion
de TPA requerida para inhibir la sintesis del mRNA de ALA-S es similar a la necesaria
para inducir la fosforilacion de diversas proteinas celulares (Nishizuka, 1995; Xie and

Rothestein, 1995).
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Tres lineas de evidencias apoyan el concepto de que la activacién de la PKC es la
mediadora de la inhibicion del mRNA de ALA-S ejercida por TPA y DOG en
hepatocitos de ratas.

En primer lugar el efecto del TPA es especifico, dado que el tratamiento de las
células con el derivado 4a-forbol 12,13-diacetato no produce ninguna modificacién
sobre los niveles del mensajero de ALA-S (Figura 36). Este éster de forbol fue utilizado
como un control negativo para poder distinguir entre la actividad especifica del éster de
forbol sobre la activacion de PKC y los posibles efectos inespecificos debidos a su
estructura.

En segundo térmmino, los experimentos realizados utilizando inhibidores de la
actividad de la PKC, estaurosporina y calfostin C (Azzi et al., 1992), demostraron que
estos compuestos producen un completo bloqueo del efecto inhibidorio del TPA sobre el
mRNA de ALA-S. Este efecto se observo tanto sobre la determinacion de la cantidad
del mRNA por slot blot, como sobre la determinacion de la actividad promotora del gen
de ALA-S en ensayos de transfeccién transiente en células HepG2 (Figuras 43 y 44
respectivamente). Sin embargo, el uso de estos inhibidores puede ser problematico. Se
ha cuestionado la especificidad de la estaurosporina sobre la inhibicién de la PKC (Wolf
and Baggiolini, 1988). En cuanto a los efectos de calfostin C, éstos no han sido
estudiados en profundidad pero se lo considera un inhibidor altamente especifico de
PKC (Bruns et al., 1991). Igualmente, los resultados obtenidos refuerzan el concepto
que la inhibicién ejercida por TPA sobre ALA-S seria mediada por la activacién de
PKC. Sin embargo, en vista de los antecedentes de estos inhibidores, no descartamos la
posibilidad de que otras quinasas de proteinas involucradas en la regulaciéon de la
expresion de ALA-S sean inhibidas por estos compuestos.

En tercer lugar, hemos presentado en este trabajo evidencias de que tanto el TPA
como el analogo de diacilglicerol DOG, producen una rapida disminucion de la cantidad
del mRNA de ALA-S. Pero, sin embargo, cuando las células fueron pretratadas con
TPA, desaparecié la capacidad de este éster de forbol de disminuir la expresion del
mRNA de ALA-S. Ademas, en esta condiciéon se restaur6 la inducibilidad por

fenobarbital del mensajero de ALA-S atn con la presencia de TPA (Figura 42).



Es sabido que, en diversos tipos celulares, el tratamiento prolongado con ésteres de
forbol produce una disminucion de la PKC citop'asmatica (llamada down-regulation)
que llevaria al clivaje proteolitico de la enzima y constituiria un proceso necesario para
evitar una activacion continuada (Liu, 1996). De esta manera, la desensibilizacion por el
tratamiento prolongado con TPA, tendria como consecuencia que las células recuperen
la inducibilidad por fenobarbital.

En conclusion, todas estas evidencias sugieren fuertemente que la activacion de la
PKC se encontraria mediando la regulacion de la expresion de ALA-S desencadenada
por la accion de TPA 6 DOG.

Hemos tratado ademas, de analizar la relacion existente entre las vias de transduccion
de sefiales mediadas por PKA y PKC sobre la expresion de ALA-S.

Se han reportado en la bibliografia numerosos casos de genes regulados en conjunto
por la actividad concertada de las PKA y PKC. Tales son los casos de la expresion de la
proteina basica de la mielina (Anderson and Miskimins, 1994); del activador de
plasmindgeno (Costa and Medcalf, 1996); de la activina A (Tanimoto et al., 1994); de la
molécula de adhesion celular MUC18/MCAM, asociada a los melanomas (Rummel et
al., 1996), etc.

Con este objetivo, se estudio la accion conjunta de cAMP y el éster de forbol TPA. La
accion inhibitoria ejercida por la activacion de PKC es dominante sobre el efecto
inductor desencadenado por el segundo mensajero cAMP en combinacion con
fenobarbital (Figura 45). Esto sugiere que el TPA actuaria de manera independiente a la
accion del cAMP.

Es importante sefialar que la estimulacion de la PKC puede ser desencadenada por
distintos caminos de transduccion de sefiales. Por ejemplo, se ha reportado que la
insulina incrementa la concentracion de DAG y la actividad de PKC en musculo
esquelético (Farese et al., 1992). En otro caso, se ha demostrado que el tratamiento de
células H4 con insulina produce una disminucién de la actividad de PKC citosélica,
probablemente por una translocacién de la enzima a la membrana (Messina and
Weinstock, 1992).

En recientes trabajos realizados en el laboratorio se ha demostrado que la insulina

produce una inhibicién de la transcripciéon del mRNA de ALA-S (Scassa et al., 1998).
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Por lo tanto seria posible que la activacién de la PKC tuviera importancia en la accion
de la insulina sobre la expresion génica tal como sucede en los casos de c-fos (Messina

et al., 1992), albumina y tirosina aminotransferasa (Messina and Weinstock, 1994).

Integracion de la regulacién de la expresion de ALA-S.

Analisis de la secuencia del promotor.

En el presente trabajo se han analizado la accion de distintos moduladores de la
expresion del gen de ALA-S. La accion de estos efectores regularian la transcripcion del
ger de manera concertada en algunos casos. Hemos discutido extensamente en la
introducciéon que la actividad de los factores de transcripcion involucrados en la
respuesta a fenobarbital, cAMP, glucosa y ésteres de forbol reconocen secuencias
especificas de DNA donde pueden unirse y activar o inhibir el acercamiento de proteinas
que dirigen la sintesis del RNA.

La secuencia promotora de ALA-S estudiada comprende la region desde -833 a +42
del gen hepatico de rata. Hemos estudiado la presencia de elementos o secuencias
consenso para la unién de dichos factores de transcripciéon tomando como modelo los
reportados en la regulacién de otros genes. Para ello, hemos utilizado como herramienta
la utilizacién de programas de computacion capaces de analizar la secuencia de ALA-S
e informarnos acerca de los posibles elementos contenidos en ella.

En primer lugar, por prediccion del sitio de iniciacion de la transcripcion se ubico la
G nuamero 1, coincidiendo esta ubicacion con la reportada por May y col. (Braidotti et
al.. 1993). La secuencia TATA, tipica de los genes transcriptos por la RNA polimerasa
II, esta ubicada desde la posicion -27 del gen de ALA-S.

El analisis de los elementos de unién de factores se realizo utilizando los programas
“TESS-String Based Search” (Schug and Overton, 1997) y “Matlnspector V2.2”
(Quandt et al., 1995), basados en el TRANSFAC v3.2. En el primer caso, ha dado como
resultado la presencia de una secuencia con identidad total al elemento CRE (TGACG-

CA) en la posicion -261. Esta secuencia de union es compartida por los factores de



respuesta a CAMP ATF, ATF-3 y también por el factor AP-1 de respuesta a ésteres de
forbol, por el c-Jun y por el factor USF (USF2) de la familia de proteinas que responden
a glucosa. Esta region podria ser de fundamental importancia en la regulacion de la
expresion de ALA-S.

A este respecto, se ha encontrado recientemente en células mesengliales que el
tratamiento con glucosa y TPA activa la expresion del gen de la fibronectina mediada
por un elemento CRE. En este caso dichos efectores son capaces de estimular la
fosforilacion de CREB y de ATF-1 por accion de la PKC, independientemente de PKA
(Kreisberg et al., 1996). Se aprecia de esta manera que la interrelacion entre cAMP,
glucosa y TPA sobre la expresion de AL A-S es un interrogante que apenas comenzamos
a desentraiiar.

Se han encontrado ademas otros elementos con identidad total como es el de unién a
GATA-1 y GATA-2 (AGATAA) en la posicion - 653. Este elemento probablemente
tenga incidencia en Ja expresién de la ALA-S constitutiva en las células eritroides, al
igual que regula la expresion de la ALA-S eritrocitaria. En cuanto a similitud con esta
otra isoforma, el gen de ALA-S constitutiva comparte con la eritrocitaria, secuencias
para Sp-1 (GGGGCC), en este caso ubiccadas en la posicion -275. También, el gen de
eritrocitos posee un elemento similar a AP-1, aunque este elemento fue encontrado por
analisis in vitro, desconociéndose su funcionalidad fisiolégica (Lim et al., 1994).

El promotor de AL A-S hepatica también posee elementos altamente conservados para
el receptor a glucocorticoides (GR) (AGAAGA) en la posicion -824, c-Myb (TTCAAC)
en las posiciones -486, -528 y en -639.

Se evidencié la presencia de un elemento de union a AP-2 (TGGGGA) en la posicion
-752, sin embargo esta secuencia probablemente no sea de relevancia en la regulacion
de ALA-S mediada por cAMP o ésteres de forbol, dado que como se ha discutido, las
células HepG2 que carecen de este factor mantienen la regulacion de estos efectores
sobre el promotor de ALA-S en ensayos de transfeccion transiente (Figuras 31, 32 y 41).

Se han encontrado en el promotor de ALA-S otros elememtos de unién a AP-1 con
menor “score” de similitud, pero que aun presentando menor afinidad por el factor,

podrian participar en efectos cooperativos.



En cuanto a elementos de respuesta a fenobarbital, se han descripto en promotores de
los citocromos, secuencias llamadas BARBIE (barbiturate inducible element) (Liang et
al., 1995). En el promotor de ALA-S hay presentcia de varias de ellas, por ejemplo una
ubicada en Ja posicion -715 de la cadena complementaria (CCTCAAAGTTGCTAT)y
otra en la posicion -540 (AAGAAAAGAGAGAGC).

Actualmente en nuestro Jaboratorio, se esta estudiando funcional y estructuralmente el
promotor de ALA-S. Estos ensayos incluyen el analisis por transfeccion transiente en
células HepG2 de vectores que contienen el gen CAT y distintos fragmentos del
promotor de ALA-S, obtenidos por deleciones de la region -833 a +42 pb. También se
analiza cuales podrian ser las posibles proteinas que intervienen en la regulacion de la
expresion génica de ALA-S por ensayos de retardo de la movilidad electroforética en gel
de poliacrilamida no desnaturalizante y por ensayos de DNAsa footprinting, de la zona

promotora de ALA-S.
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Representacion esquematica de los mecanismos que

regulan la expresion de ALA-S
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Figura D.1: Se muestra un esquema de los mecanismos propuestos que regulan la expresion de
ALA-S de higado de rata. En rojo se representa la via de transduccion de la sefial dependiente de
cAMP, en azul la via que involucra la activacion de PKC, en verde la sefial originada por la glucosa
y en purpura por el fenobarbital.
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