TITULO: OXIDO NITRICO Y PROLIFERACION CELULAR EN EL HIGADO
MEMORIA FINAL

ANTECEDENTES

Una de las caracteristicas fundamentales del higado es la capacidad regenerativa que presenta después
de haber sufrido un dafio. Este proceso proporciona un excelente modelo para estudiar la proliferacién
celular in vivo (1,2). La proliferacion celular es consecuencia de la respuesta del hepatocito a factores
de crecimiento como el caso del Hepatocyte growth factor (HFG) (1,2). Pero para que se produzca esta
reaccién es necesario que la célula se encuentre en un estadio en el que sea sensible a estas sefiales
mitégenas (1,2). Se conoce que la induccién tanto de la expresién de la oxido nitrico sintasa inducible
como de la produccién de NO es importante en la respuesta de crecimiento del hepatocito, sin embargo
el mecanismo por el cual ejerce este efecto esta aun por determinar(3). Recientemente se ha descrito
que el NO podria modular los niveles de la S adenosilmetionina (SAM) y de esta forma regular la
respuesta del hepatocito. La metionina adenosiltransferasa (MAT), enzima clave en el ciclo de la
metionina y responsable de la sintesis de SAM es inhibida de forma especifica por el NO (4, 5). Se ha
observado que la respuesta mitdgenica del hepatocito al HGF se encuentra bloqueada cuando se inhibe
la iNOS y este efecto es dependiente de los niveles de SAM intracelulares (6). Unos niveles elevados
de SAM suprimen la induccién por HGF de la ciclina D1, la ciclina D2, el activador del la proteina 1
(AP1) y por consiguiente la proliferacion celular. Por tanto se puede concluir que el NO cambiaria el
estado de los hepatocitos a una forma sensible a HGF a través de una disminucién de los niveles de
SAM (6) y. Sin embargo, se desconoce actualmente, cual es el mecanismo por el cual SAM regula el
crecimiento del hepatocito. El efecto que SAM ejerce sobre la ruta de sefializacidn iniciada por el
tratamiento con el factor de crecimiento del hepatocito (HGF) no altera la fosforilacién de ERK,
sugiriendo que deben de existir otras rutas de sefializacion diferentes de las MAP quinasas implicadas
en el proceso (7).

Por tanto, en este proyecto hemos intentado conocer cual es el mecanismo por el que el SAM
bloquea la proliferacién celular y como modula los niveles de NO en el proceso de sensibilizacién
celular a los factores de crecimiento.

1. MECANISMO DE REGULACION DE SAM EN EL CICLO CELULAR.

La reciente secuenciacién del genoma humano ha permitido identificar nuevas dianas
potenciales de pequefas moléculas que contienen grupos adenosilo como el SAM. Entre ellas se
encuentran las denominadas “CBS-domain containing proteins” (8), proteinas que contienen un motivo
estructural denominado “dominio CBS”, que estd presente, entre otras, en la cistationina beta sintasa

(CBS) (de la que recibi6 el nombre) (http://www.sanger.ac.uk/Users/agb/CBS/CBS.html), en algunos

canales de cloro, en transportadores de Mg, o en la proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK),
cuya subunidad ¥ contiene cuatro de estos motivos en tandem (8) La proteina quinasa dependiente de
AMP (AMPK) descubierta hace ya dos décadas, juega un papel fundamental en la regulacién del
estado energético de la célula (9). Sin embargo se desconocen en gran medida los detalles de la

composicién molecular, regulacién y funcién de esta enzima, que ha permanecido muy conservada



durante la evolucién. AMPK se activa directamente por un aumento en los niveles de AMP y se inhibe
por altas concentraciones de ATP (10).En esta condicién, la AMPK inhibe la rutas biosintéticas
(consumidoras de ATP) mediante la fosforilacion de las enzimas claves de estas vias, (por ejemplo, en
la sintesis de dcidos grasos y colesterol), y activa las rutas catabdlicas que generan ATP (como es el
caso de la oxidacién de los 4acidos grasos) (11,12). Ademds del mantenimiento de la homeostasis
energética de la célula descrito anteriormente, la AMPK esta implicada en procesos como el control de
la trascripcion (13,14), la secrecién de insulina por las células  pancredticas (15), la regulacién de la
NO sintasa endotelial (16), y de la Raf—1 quinasa (17). Estos datos sugieren que esta enzima puede
estar involucrada en la regulacién de numerosos procesos celulares ain no identificados. AMPK es
capaz de activarse sin que exista alteracién en los niveles de adenina, lo que indica la posible existencia
de otras enzimas "upstream" en la cascada de sefiales. La informacién acumulada hasta el momento
sugiere la posibilidad de que AMPK sea un punto de unién entre metabolismo y proliferacion celular.
Basandonos en los datos anteriores hemos medido la actividad de la AMPK en MATO a los 8
meses, donde los ratones presentan un episodio claro de esteateohepatitis no alcoholica y a los 18
meses donde los animales muestran un hepatocarcinoma (18). En los dos casos observamos una
induccion en la actividad de la AMPK con respecto a los ratones control de la misma edad (figura 1).
Estos datos sugieren la posible implicacion de esta enzima en procesos proliferativos, en nuestro
modelo de ratéon KO. Ademas, el HGF, factor que induce miltiples vias de proliferacién y el AICAR
(un inductor de la AMPK) y regulador a su vez del ciclo celular, inducen la fosforilacién y activacién
de la AMPK en el modelo in vitro de hepatocitoé aislados de rata y SAM es capaz de bloquear este

proceso (figura 2).
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La informacién acumulada hasta el momento sugiere la posibilidad de que AMPK
sea un punto de unién entre metabolismo y proliferacién celular. Datos experimentales de protedémica y
genémica obtenidos en nuestro laboratorio con el ratén MATO confirman que la molécula de SAM es
capaz de regular la expresion de un enorme y diverso nimero de genes y proteinas implicados en rutas
metabdlicas (18) . Estos resultados junto con la demostracién de que SAM podria mediar la actividad
de la AMPK tanto in vitro como in vivo, demostraria que niveles no controlados de SAM pueden
provocar dafios y procesos proliferativos en el higado en los que estdn implicadas maltiples rutas
metabdlicas.
Recientemente se ha descrito que la activacién de la AMPK por AICAR produce una
reduccion en los niveles citoplasméticos de la proteina HuR en células de cancer de colon RKO. HuR

pertenece a la familia de proteinas que se unen a zonas ricas en AU normalmente localizadas en el 3’




UTR de ARN de vida corta como son genes del ciclo celular y citoquinas, aumentando la estabilidad
del ARNm (19,20). En nuestro modelo de hepatocitos de rata se comprobd si la AMPK era capaz de
regular el transporte de HuR del nicleo al citosol después del tratamiento con HGF o AICAR, si este
hecho provocaba una induccién de genes implicados en el control del crecimiento celular y si SAM
intervenia en alguno de estos pasos. Como se muestra en la (figura 3) tras la induccién de la actividad
de la AMPK con AICAR o HGF en los hepatocitos, se produce un transporte de HuR del nicleo al
citosol, que es bloqueada en presencia de SAM. Este transito de HuR al citosol va acompafiado de la

expresion de ciclina A que se encuentra inhibida en presencia de SAM (figura 4)

AICAR AICAR AICAR
SA SAM SAM
= HuR
1
HGE HGF HGE
SAM SAM - - _SAM
- HuR
Cytoplasmatic Nuclear Total
Figura 3
AICAR
SAM
e Cyclin A
Figura 4

Todo estos datos sugieren que SAM podria controlar el metabolismo de lipidos y glucosa en el
higado a través de la regulacion de la AMPK y proporcionar un nuevo ejemplo de relacién entre rutas

metabdlicas y vias que controlan el crecimiento celular.

2. MECANISMO DE REGULACION DE LOS NIVELES DE NO POR SAM.

El NO actia modulando multiples rutas biolégicas. Un desequilibrio en los niveles de NO, en
su metabolismo, o en sus funciones ha sido asociado con problemas vasculares, trombosis, y diversas
patologias inflamatorias (21). En el higado, el NO es generado por la oxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS ) y por la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) (22). Este NO esta implicado en gran cantidad
de reacciones fisiolégicas que pueden provocar ciertos desordenes fisioldgicos en este 6rgano. Se han
utilizado diversos modelos en animales con el fin de conocer el papel del NO en los procesos
inflamatorios que ocurren en el higado (23). Mientras que el NO generado por la eNOS es claramente
favorable para el higado, el NO sintetizado a partir de la iNOS puede provocar tanto efectos
beneficiosos como perjudiciales en la homeostasis del higado. Recientemente se ha demostrado por
técnicas inmunohistoquimicas que la eNOs estd distribuida de forma uniforme en los hepatocitos (24).

Entre las proteinas quinasas implicadas en la regulacién de la eNOS se incluye la AMPK

(25). La AMPK induce la activacién de la eNOS en procesos de isquemia pero, han sido descritos



multiples estimulos como pueden ser el VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular) (26), IGF
I (factor de crecimiento semejante a la insulina) (26), estrégenos (27), o sefializacion a través de la ruta
de Akt implicadas en la fosforilacién de la eNOS en Ser 1177. Hemos intentado averiguar en nuestro
modelo de la linea celular MLP 29 (linea hepatocitaria de raton) si el AMPK puede estar fosforilando
la eNOS tanto en la Ser 1177 como en la Thr 495 y en consecuencia generando niveles beneficiosos de
NO a partir de un estimulo como puede ser el HGF. El HGF como se explicé anteriormente promueve
tanto la actividad de la AMPK fosforilando el residuo Thr 172 de la subunidad alpha de la proteina
como de la proteina Akt. Por tanto, en nuestro estudio hemos intentado conocer si existe algin tipo de
comunicacion cruzada entre la ruta de PI3 quinasas (PI3K) y la ruta de la AMPK en la activacién de la
eNOS a través de la utilizacién de inhibidores especificos de la (PI3K). Por ultimo, se ha investigado
la posibilidad que inhibidores especificos de la NOS puedan regular tanto la actividad de la AMPK
como de Akt en presencia de factores mito génicos como el HGF. Por tanto y en esta situacién
explicarfamos la necesidad de unos determinado niveles de NO para un estado receptivo del hepatocito
a sefiales de factores de crecimiento. En el modelo propuesto es fundamental el papel del SAM. Al
bloquear la actividad de la AMPK inhibirfa la fosforilacién de la eNOS e impedirfa la liberacién del
NO responsable en parte del inicio de la respuesta celular a los factores mitogénicas. De esta manera, el
NO generado a través de la activacién de la eNOS producida por la fosforilaciéon de la AMPK revertiria
de nuevo en la parte inicial de la cascada permitiendo la respuesta al HGF.

En primer lugar se determind si la respuesta de la linea celular MLP 29 (hepatocitos de raton)
al HGF, en relacién a la fosforilacién de la AMPK, es la misma que la mostrada en los hepatocitos
primarios de rata. Como se puede observar en la figura 1 el factor de crecimiento actiia activando la

AMPK y el SAM es capaz de bloquear esta respuesta.
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Teniendo en cuenta el papel en la sefalizacién celular que presenta la molécula de NO,
quisimos conocer el efecto que inhibidores de la NOS como el N monometil L arginina metil ester (L
NAME) o donantes de grupos NO como la S nitroso N acetilpenicilamina (SNAP ) ejercen en la
actividad de la AMPK. En consecuencia, se midié la actividad de la AMPK, la fosforilacién en su
residuo de Thr 172, y se calcul6 el ratio en cada caso con la enzima sin fosforilar. Los resultados
mostraban que tanto el SAM como el NAME bloqueaban 1,5 y 2,8 veces respectivamente la
fosforilacion con respecto al control, en presencia de HGF, mientras que el SNAP no alteraba el estadio
de activacién de la AMPK con HGF.

A continuacién, determinamos si a través de la respuesta mitogénica del HGF se provocaba la

fosforilacién de la eNOS tanto en la Ser1177 como en la Thr 495 en las células MLP. Como se puede



observar en la figura 2, el tratamiento de las células con el factor de crecimiento inducia la

fosforilacién de la eNOS en Ser1177 sin producirse cambios en la eNOS 495 (datos no mostrados).
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Se midieron los niveles de nitritos en las células tratadas tanto con HGF como con SAM,
NAME y SNAP. Los niveles aparecian sensiblemente disminuidos en el caso del tratamiento con SAM
y por supuesto con el inhibidor de NOS, L NAME, con respecto al control, 10,2 veces y 2,1 vez
respectivamente.

Como se mencioné anteriormente, se ha descrito que Akt , enzima incluida en la ruta de las
PI3K, puede fosforilar a eNOS en el residuo Ser1177. Con el fin de conocer si existe algtn tipo de
"comunicacién" entre la ruta de la PI3K y la ruta de la AMPK, se utilizaron inhibidores de fosforilacién
y activacién de Akt y se determiné el grado de fosforilacion de Ser1177eNOS. En primer lugar se
confirmé la inhibicién de la fosforilacion de Akt en las condiciones de nuestro ensayo en nuestra linea
celular MLP. Como se muestra en la figura 3, la activacion tras el tratamiento con HGF de Akt se ve

bloqueada con el inhibidor LY294002.
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A continuacién, se comprobd el efecto del inhibidor LY294002 en la fosforilacién de
Ser1177eNOS. Como se muestra en la figura 4, el inhibidor de PI3K no bloquea totalmente la actividad
de la eNOS. Ademds, este inhibidor no ejercia ningtin efecto en la fosforilacién de la AMPK inducida
por HGF y a su vez SAM no era capaz de bloquear la fosforilacién de Akt ejercida por el mismo

mitégeno(datos no mostrados).
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En consecuencia, podemos concluir que en nuestro modelo in vitro de células MLP29, tanto la
AMPK, como Akt parecen participar en la fosforilacién y activacién de eNOS, regulando la sintesis de
NO. Esos niveles de NO, revierten en conseguir un estado sensibilizado de la célula que la haga
receptiva al tratamiento de HGF. Estos datos nos lo confirma el hecho que el tratamiento con un
inhibidor de la eNOS repercute en un bloqueo parcial tanto de la activaciéon de la AMPK como de Akt.
Ademas, tanto el SAM, inhibidor de la AMPK, como el LY 294002, inhibidor de la fosforilacién de
Akt, inhiben parcialmente la fosforilacién de la Ser1177eNOS. Por tanto, el NO producido por la
eNOS después del tratamiento con HGF entraria a formar parte de un loop donde modularia a su vez,

esa respuesta al mitégeno. En la figura 6 se presenta un esquema del mecanismo propuesto.
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