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Resumen:

El metabolismo celular aerdbico estd asociado a la generacion de especies pro-
oxidantes que pueden dafiar biomoléculas contribuyendo a la generacién de enfermedades y
al envejecimiento celular. El estrés oxidativo (EOx) es un desequilibrio del balance pro-
oxidante/antioxidante en favor de especies pro-oxidantes. La isquemia de un 6érgano seguido
de reperfusion (IR), se asocia a la induccion de EOx drastico, con generacién masiva de
especies reactivas pro-oxidantes que conllevan a inflamacion y muerte. La administracion de
L-3,3,5- triyodotironina (T3) como también la de hierro (Fe) gatillan preacondicionamiento
hepatico frente a la IR. Ambas estrategias preacondicionantes involucran la estimulacion de
mecanismos hepatoprotectores a través de la induccion de un EOx moderado. En esta tesis
se evaluo el efecto preacondicionante, frente a la IR hepéatica, otorgado por la administracién
conjunta de dosis reducidas no preacondicionantes de Fe y Ts. Esto gatilla la activacion del
factor de transcripcion redox sensible Nrf2 (relacion Nrf2 nuclear/Nrf2 citosélico) y aumento
de la expresion de la enzima antioxidante glutamato-cisteina-ligasa C (GCLc) regulada por
Nrf2.

Ratas Sprague Dawley macho fueron sometidas a un esquema de
preacondicionamiento que contempld la administracion de 2 dosis de Fe (50mg/kg) o
volumen equivalente de solucién salina (dias 0 y 2), seguido de una dosis uUnica de T;
(0,05mg/kg) o volumen equivalente de NaOH 0,1N (dia 5). La IR (1 hr de isquemia y 20 hrs
de reperfusién) o cirugia sham, se realizaron el dia 7. Los grupos experimentales fueron: [a]
salino-NaOH-sham; [b] salino-NaOH-IR; [c] Fe-NaOH-sham; [d] Fe-NaOH-IR; [e] salino-Ts-
sham; [f] salino-T3-IR; [g] Fe-Ts-sham; [h] Fe-Ts-IR.

El tratamiento conjunto (Fe/T;) otorgd hepatoproteccion significativa con
normalizacién de transaminasas AST y ALT séricas e histologias hepaticas. Ademas se
asocié a una reduccion significativa del EOx hepatico drastico, inducido por la IR. En
concomitancia a la hepatoproteccién conferida por el protocolo preacondicionante Fe/T3, la
relacion Nrf2 nuclear/Nrf2 citosolico aumentd significativamente, en relacion a animales
salino/NaOH y controles sham. En relacion a la expresion génica (contenido de mRNA) de la
GCLc en animales preacondicionados con Fe/Ts, la IR gatillé un incremento significativo de
esta enzima antioxidante, sin cambios significativos frente al tratamiento con Fe o T3 por
separado.

Se concluye que la administracion conjunta de Fe y T3 preacondiciona al higado de la rata

frente a la IR. Este efecto estaria asociado a mayor ingreso de Nrf2 al nucleo, seguido de un



aumento en la expresién de la GCLc, enzima antioxidante que otorga hepatoproteccion

frente a la IR.



Abstract:

Cellular aerobic metabolism is associated with generation of pro-oxidant species that
can harm biomolecules contributing to the generation of diseases and cell ageing. Oxidative
stress (OS) is an imbalance between pro-oxidant species versus anti-oxidant species in favor
of the former. Ischemia reperfusion (IR) injury is associated with massive generation of OS,
with considerable production of pro-oxidant species that may produce inflammation and
death. L-3, 3, 5-triiodothyronine (T3) or iron (Fe) administration develops hepatic
preconditioning against IR. Both preconditioning strategies involve stimulation of hepato-
protective mechanisms inducing moderate OS. Therefore, this thesis evaluated the
preconditioning effect of combined and reduced non-preconditioning doses of Ts;and Fe in
relation to the activation of transcription factor redox sensitive Nrf2 (nuclear Nrf2/cytosolic
Nrf2 ratio) and the increase in expression of antioxidant protein glutamate cysteine ligase-C
(GCLc) regulated by Nrf2.

Male Sprague Dawley rats received a preconditioning protocol consisting in the
administration of Fe (50 mg/kg, 2 doses) or the equivalent volume of saline solution (day 0
and 2), followed by a unique dose of T3 (0,05mg/kg) or the equivalent volume of NaOH 0,1N
(day 5). IR (1 hour ischemia and 20 hours of reperfusion) or sham surgery was realized on
day 7. Experimental groups were: [a] saline-NaOH-sham; [b] saline-NaOH-IR; [c] Fe-NaOH-
sham; [d] Fe-NaOH-IR; [e] saline-Ts-sham; [f] saline-Ts-IR; [g] Fe-Ts-sham; [h] Fe-Ts-IR.

Combined treatment (Fe/T3;) resulted in significant hepatoprotection, with
normalization of transaminases (AST and ALT) and hepatic histology. This was associated
with a significant reduction in drastic hepatic OS, which was previously induced by IR.
Concomitantly with the hepatoprotection provoked by the preconditioning protocol Fe/Ts,
nuclear Nrf2/cytosolic Nrf2 ratio significantly increased as compared to saline/NaOH and
sham control animals. IR triggered a significant increase in gene expression (mMRNA content)
of GCLc in Fe/T; preconditioned animals, without significant changes with Fe or T3 treatment
administered independently.

In conclusion, the combined administration of Fe and T; in rats produces hepatic
preconditioning against IR, an effect that is associated with higher translocation of Nrf2 to the

nucleus, with the concomitant increase in GCLc expression.



Introduccion

1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EOx) se define como un desequilibrio en el cual el balance pro-
oxidante/antioxidante se inclina hacia los pro-oxidantes (1). Este es un fendémeno
inherente a la naturaleza aerdbica del metabolismo celular, en el cual la reduccion
del oxigeno (O2) es un factor primordial. Debido a su estructura electronica, las
reacciones quimicas que conllevan a la reduccion del O, corresponderian a etapas
sucesivas de transferencia de un electron. Este proceso reductivo conduce a la
formacion de intermediarios de naturaleza radicalaria y no radicalaria de gran
reactividad quimica, conocidos como especies reactivas derivadas del O, (EROS),
ademas de la formacién de especies reactivas del nitrégeno (ERNS).

(a) Especies reactivas derivadas del oxigeno La produccion de EROS, derivada de la

reduccion univalente del O, (Figura 1), se inicia con la formacion del radical
superoxido (O2) mediante procesos enzimaticos (enzimas NADPH oxidasa y xantino
oxidasa) o no enzimaticos a través de compuestos redox sensibles como la semi-
ubiquinona encontrada en la cadena transportadora de electrones mitocondrial (2).
La enzima superoxido dismutasa (SOD) convierte al O, en perdxido de hidrogeno
(H202). En tejidos bioldgicos, el Oz puede ser convertido de forma no enzimatica, en
las especies no radicalarias peréxido de hidrogeno (H,O,) y oxigeno singlete ('O,).
Ante la presencia de metales de transicion reducidos (iones ferroso [Fe*?] y cuproso
[Cu™]), el H,O, puede ser convertido al altamente reactivo radical hidroxilo (‘OH).
Alternativamente, el H,O, puede ser transformado en agua (H.O) mediante las
enzimas catalasa o glutation peroxidasa (2). En esta ultima reaccion, el glutation
(GSH) es oxidado a disulfuro de glutatiéon (GSSG), el cual puede ser convertido de
forma inversa a GSH mediante la enzima glutation reductasa en un proceso que
consume NADPH (2) (Figura 1).
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Figura 1. Vias de produccién y depuracion de especies reactivas del oxigeno (EROS). GSH: glutation,
GSSG: disulfuro de glutatiéon. Extraido de: Drogue W. Free Radicals in the physiological control of cell
function. Physiol Rev 2002; 82: 47-95.

(b) Especies reactivas derivadas del nitrogeno La produccion de ERNS proviene de

la formacion del radical o6xido nitrico (‘NO). Este se produce en organismos
superiores mediante la oxidacion de uno de los atomos de nitrogeno guanido de L-
arginina, reaccion catalizada por la enzima NO sintasa (NOS). Dependiendo del
microambiente, el ‘'NO puede ser convertido en varias otras ERNS como el catién
nitrosonio (NO+), o los aniones nitroxilo (NO") o peroxinitrito (ONOO") (2). Estos
compuestos son capaces de dafar biomoléculas, contribuyendo en gran medida al
desarrollo de multiples enfermedades y a favorecer el envejecimiento celular (1,2).
En este sentido, el dafio inducido por la deprivacion de O, o isquemia de un 6rgano o
tejido, seguido de la reperfusion con restauracion del suministro de O, se asocia a la
induccion de EOX drastico, con generacion masiva de EROS y ERNS que producen

inflamacion y muerte.

2. Dano por isquemia-reperfusion (IR)

Diversos escenarios determinan que un 6rgano esté sometido a una situacion de IR.

Este fendmeno se manifiesta en el trasplante, el infarto al miocardio, el accidente
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cerebrovascular, traumatismos mayores, la cirugia bajo exclusién vascular y algunos
estados de shock de diverso origen (3,4). En el higado, la IR se produce en algunos
procedimientos quirurgicos, especialmente aquellos relacionados a resecciones
extensas, shock o trasplantes. El dafio por IR representa la mayor causa post
trasplante hepatico de falla del injerto. Esto ocurre independiente de las condiciones
basales del higado, siendo mas relevante en érganos provenientes de donantes con
complicaciones médicas (5). Una vez re-establecido el flujo, el higado es blanco de
un nuevo insulto, agravando aun mas el dafo provocado por la falta de oxigeno y
nutrientes durante la isquemia (6).

El proceso de IR hepatico tiene dos fases. La primera, involucra un compromiso
celular inmediato de un evento isquémico seguido de la reperfusién. En cambio la
segunda fase involucra al sistema inmune, especificamente la activacion de células
de Kupffer, infiltracibn de neutrofilos circulantes y linfocitos en el higado post
isquémico (7). El insulto isquémico inicial en el higado produce necrosis limitada
dentro de minutos de la reperfusion. La muerte celular necrética inicial produce la
liberacion de contenidos celulares y compuestos enddgenos (patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPs)), proteinas de estrés térmico (heat shock proteins), DNA,
RNA) capaces de activar una respuesta innata a partir de células inmunes. Estos
compuestos endogenos liberados se unen a las células inmunes a través de
receptores especializados (receptores tipo toll) que se activan y determinan la
respuesta directa de neutrdfilos y fagocitos generando asi una respuesta
inflamatoria. Ademas, estos eventos se amplifican mediante formacion y liberacion
de citoquinas y componentes del sistema del complemento (C5a). Tanto citoquinas
como los fragmentos activados del complemento son capaces de activar células de
Klpffer y reclutar neutrofilos, células que pueden producir mayor cantidad de ROS,
gatillando la expresiéon de moléculas de adhesion (CD11b/CD18) en neutrdfilos lo
que permite su reclutamiento en la vasculatura hepatica (8). Por lo tanto, la IR
hepatica descontrolada es un proceso que determina falla microcirculatoria,
activacidn plaquetaria, vasoconstriccion persistente, producciéon de moléculas de

adhesion, estrés oxidativo, activacion de células de Kupffer, infiltracion de neutrofilos
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y muerte de hepatocitos (5). Se genera dafio y muerte en el evento inicial, y en
mayor medida por la respuesta gatillada en la reperfusion tardia.

El mecanismo exacto de muerte celular en el dano por IR aun permanece incierto. La
necrosis oncotica es la consecuencia mas comun del dafio metabdlico asociado a la
deplecion de ATP. Minutos posterior a este dafio, se produce un balonamiento ' del
hepatocito, asociado a pequefas protusiones de la membrana citoplasmatica,
llamadas “blebs”. La mantencion de este estado, produce depolarizacion
mitocondrial, rotura lisosomal, pérdida bidireccional de aniones, cambios idnicos
rapidos, formacion acelerada de “blebs” e hinchazdn celular. Si esto perdura algunos
minutos, finalmente genera la rotura de las “blebs”. Este paso, causa el quiebre
irreversible de la barrera de permeabilidad de la membrana plasmatica. Se produce
un colapso de todo el gradiente ionico y eléctrico a través de la membrana
plasmatica, pérdida de enzimas citosdlicas e intermediarios metabdlicos. La rotura de
“blebs” marca el evento final precipitante de la muerte celular oncaética (7).

La apoptosis representa un escenario totalmente diferente. En la necrosis oncaética
se observa muerte de grandes grupos celulares contiguos. En cambio, en la
apoptosis existe muerte individual de células que pueden encontrarse separadas
entre si. Ademas, a diferencia de la necrosis oncotica donde se observa un
balonamiento’ celular previo a la muerte, en la apoptosis se observa un

encogimiento 2

celular., También es posible observar cambios nucleares
caracteristicos en apoptosis: condensacion de cromatina, degradacion de DNA
internucleosomal, lobulacion y fragmentacion nuclear. Muchos estimulos inician la
apoptosis, incluyendo ligandos de repectores de muerte (factor de necrosis tumoral
alfa -TNFa-, ligando FAS), dafio al DNA (radiacion idnica, agentes quimioterapeuticos
para cancer) y falta de factores de crecimiento, entre otras. La IR hepatica produce
activacion de la via c-Jun N-terminal kinasa 2 que activa la via de permeabilizacion
mitocondrial (MPT) generando asi la liberacion de citocromo ¢ (Cyto C) y la
activacion de una cascada de cisteina-aspartato proteasas, llamadas caspasas, que

degradan proteinas celulares para dar asi la morfologia celular tipica (5,7).

1 Del inglés “swelling”
2 Del inglés “shrinking”
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Asi surge la controversia sobre la etiologia del dafio del parénquima hepatico severo
qgue se observa durante la reperfusion hepatica. Independientemente de que necrosis
y apoptosis han sido considerados procesos completamente distintos, el término
“necroapoptosis” (Figura 2) ha sido utilizado para describir un proceso que se inicia
con una sefal de muerte en comun; pero que termina en lisis celular (muerte celular

necroética u oncotica) o en reabsorcion celular programada (apoptosis) (5).

Acidos Biliares
Receptores de Muerte

Isquemia/
Reperfusion Via Intrinseca

-~

\Z\TPasa

Falla de
Membrana

\

Apoptosis Necrosis

gt oL

Figura 2. Necrosis y apoptosis como resultados de la permeabilizacion mitocondrial. Diversos
estimulos convergen en la mitocondria para inducir la permeabilizaciéon de su membrana. Esto puede
incluir la formacién de canales en la membrana externa o la induccion de MPT, seguido de
embalonamiento mitocondrial y posteriormente rotura de la membrana externa. Algunas noxas pueden
causar directamente la aparicion de MPT. Tras la permeabilizacién mitocondrial, se produce la
liberacién del citocromo ¢ con la consecuente activacién secuencial de caspasa 9 y caspasa 3 en una
reaccion que requiere Apafl y dATP (o ATP) llevando asi a apoptosis. Con una disfuncion
mitocondrial severa, los niveles de ATP celular disminuyen en parte debido a la activacién de la
ATPasa desacoplante mitocondrial. Con la deplecion de ATP, la activacién de las caspasas se
bloquea y se produce necrosis. Modificado desde Malhi H, Gores GJ, Lemasters JJ. Apoptosis and
Necrosis in the Liver: A Tale of Two Deaths? Hepatology 2006;43:S31-S44.(7)

La evidencia que involucra a la apoptosis como un evento primordial en el dafo

inducido por IR hepatica se basa principalmente en estudios realizados con la técnica

13



TUNEL (marcado del extremo libre por desoxi-uridina trifosfato —dUTP- mediado por
la desoxi transferasa terminal). Esta técnica no es especifica para apoptosis.
Estudios realizados con inhibidores de caspasas asociados a evaluacion morfolégica
han demostrado que el daio por reperfusion no involucra a la apoptosis como causa
relevante (9). Por lo tanto, actualmente se acepta que la noxa inducida por EROS en

el dafio por IR hepatica se debe principalmente a necrosis.

3. Estrés oxidativo moderado

El ataque oxidativo a biomoléculas puede implicar la pérdida, ganancia o el cambio
cualitativo de una determinada funcion. Es asi como se entiende que a nivel celular
el EOx pueda desencadenar un amplio espectro de respuestas, dependiendo del tipo
celular, el nivel de ROS o RNS alcanzado y la duracion de la exposicion (10).
Diversas condiciones patoldgicas, entre ellas la IR, han sido asociadas a la
generacion excesiva y/o prolongada en el tiempo de EROS y ERNS. Sin embargo, el
aumento controlado y temporal en la produccion de especies pro-oxidantes puede
activar mecanismos redox que conllevan a la mantencion de un estado estable o de
homeostasis (2,10). El desbalance temporal en la produccion y eliminacién de
especies pro-oxidantes en ausencia de dafo celular corresponde al EOx moderado,
cuya temporalidad limitada se asocia al gatillamiento de mecanismos citoprotectores
contra agentes deletéreos. Este fenomeno ocurre a través de regulacion de vias de
sefalizacion celular, que determinan la activacidon de mecanismos de citoproteccion
antioxidantes, previniendo el dafio causado por incrementos drasticos de EROS y
ERNS (2,10). Al respecto, destaca el fenomeno de preacondicionamiento de un
organo o tejido, proceso que se ha estudiado e implementado en diversos modelos.

4. Preacondicionamiento hepatico frente a la IR

El preacondicionamiento es un proceso biolégico enddégeno que se manifiesta al
exponer un organo a una situacion citotoxica que otorga proteccion a dicho érgano
frente a una nueva exposicion citotéxica mas agresiva (11). A nivel hepatico se han

intentado multiples estrategias de preacondicionamiento: la IR breve
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(preacondicionamiento isquémico), la administracion de farmacos y la terapia génica
(12). Todos estos mecanismos representan una forma de hormesis, es decir, la
estimulacién de mecanismos protectores a través de un estrés moderado, que

resulta en efectos biologicamente beneficiosos para los organismos (13).

(a) Preacondicionamiento hepatico inducido por L-3,3’,5-triyodotironina (T3) La

administracion de T; estimula la calorigénesis acelerando el consumo de O
mitocondrial mediante la activacion transcripcional de genes respiratorios. A nivel
hepatico, aumenta la generacion de EROS tanto en los hepatocitos como en las
células de Kupffer. Esto gatilla un EOX moderado que activa a factores de
transcripcion redox-sensibles. Consecuentemente, las células de Kupffer liberan
citoquinas, como TNF-a e interleuquinas (IL-1 e IL-6), que incrementan la expresion
hepatica de proteinas citoprotectoras. Estas poseen naturaleza anti-oxidante, anti-
apoptotica y anti-inflamatoria, restableciendo la homeostasis redox (14). En este
sentido se ha descrito que el EOX moderado, inducido por una dosis unica de T3 (0,1
mg/kg) protege al higado de rata frente a la IR, en una ventana de 48 horas. Se
constituye asi un mecanismo de preacondicionamiento hepatico no-invasivo,
asociado a la activacion de los factores de transcripcion redox-sensibles NF-kB vy
STAT3, y a un aumento de la respuesta hepatica de fase aguda (15). Estos
mecanismos adaptativos inducidos por T3 representan una forma de hormesis, al
restablecer la homeostasis redox, promover la viabilidad celular y permitir una

proteccion significativa frente a la injuria inducida por la IR (10,14).

(b) Preacondicionamiento hepatico inducido por hierro (Fe) EI Fe es un

micronutriente esencial y un bio-catalizador de reacciones de oxido reduccion (16,
17). Se presenta en los estados de oxidaciéon Fe*? y Fe*?, lo que le permite actuar
como catalizador en reacciones redox al donar o aceptar electrones. Cuando su
capacidad de eliminacion o almacenamiento se ve superada, el Fe puede ser
potencialmente téxico, debido a la generacion incontrolada de EROS (16,18). La
toxicidad del Fe esta relacionada con su capacidad de catalizar la generacién de

ROS. Esto se produce a través de reacciones tipo Fenton y Haber-Weiss en las
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cuales se genera radical hidroxilo (HO-), especie altamente reactiva y nociva por su

alta capacidad de interactuar con diversas biomoléculas celulares (19).

Reaccion de Fenton: H,0, + Fe*? — Fe*® + HO® + OH"
Reaccion de Haber-Weiss: Fe'*+ O," — Fe™? + O,

Fe™+ H,0, — Fe™ + HO® + OH

Oy + HOy —» Oz + HO- + OH'

El transporte sanguineo del Fe es mediado por transferrina, proteina sérica que une
con alta afinidad 2 iones Fe*®. Estos son incorporados a las células via receptores
para transferrina, reducidos a Fe*? y liberados al citosol. Una fraccién permanece
unida a moléculas de bajo peso molecular (por ejemplo citrato, ATP, pirofosfatos y
acido ascorbico) constituyendo el llamado “pool de Fe labil”, disponible para entrar en
procesos redox intracelulares (18). El exceso de Fe intracelular es secuestrado por
ferritina, la principal proteina para el almacenamiento de Fe intracelular. Esta cumple
un papel clave en la prevencion de la toxicidad desencadena por el Fe (18). De esta
manera, la reactividad potencialmente peligrosa y el potencial oxidativo del Fe se
encuentran cuidadosamente modulados gracias a su captacidén por ferritina, como
también por la presencia de moléculas antioxidantes (18).

Se ha descrito que un tratamiento sub-crénico con Fe (6 dosis de 50 mg/kg, en dias
alternados), preacondiciona al higado de la rata frente a la IR (20). El
preacondicionamiento inducido por Fe se relaciona con la induccién de EOX
moderado. Esto permite la reversidn de cambios en vias de transduccion de sefiales,
regulados por NF-kB, secundarios a la injuria hepatica inducida por la IR. Del mismo
modo se observa la recuperacion de la respuesta de fase aguda hepatica, disminuida
por la IR, y la supresion del EOX drastico inducido por la IR (20,21).

En conclusion, tanto T3 como Fe preacondicionan al higado frente a la IR,
constituyendo nuevas estrategias con potencial uso en la clinica humana. Sin

embargo, la dosis preacondicionante de T3z (una dosis de 0,1 mg/kg) y/o el periodo
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de tratamiento con Fe (6 dosis de 50mg/kg) podrian generar efectos colaterales no
adecuados para su aplicacién clinica. Por tal motivo resulta interesante evaluar el
efecto preacondicionante de la administracién conjunta de Fe y T3 que considere una
disminucién del periodo de tratamiento con Fe junto a una reduccién de la dosis de
Ts.

5. Factor de transcripcion Nrf2

La capacidad del organismo de generar mecanismos de adaptacion a diversos tipos
de estrés es un requisito indispensable para la supervivencia celular y de los
organismos (22). Esto explica el desarrollo de un complejo sistema de defensa para
proteger al organismo frente a xenobidticos y especies reactivas pro-oxidantes.
Existen enzimas de la familia de los citocromos P450 que metabolizan los
xenobidticos (fase |), mediante reacciones de oxido reduccién generando productos
de mayor hidrosolubilidad, electrofilicos y altamente reactivos. En la fase Il, estos
productos son conjugados con ligandos enddgenos hidrofilicos que reducen su
electrofilicidad, entre los cuales destacan el glutation en su forma reducida (GSH) y el
acido glucurodnico (23). Entre las enzimas que participan indirectamente en la fase I,
se encuentra la glutamato-cisteina-ligasa ¢ (GCLc) enzima que cataliza la primera
reaccion de la sintesis de glutation, etapa limitante de dicho proceso (24).

Algunos genes que codifican para enzimas de la fase Il, poseen secuencias de
consenso en sus promotores, denominadas elementos de respuesta antioxidante
(ARE), con secuencias de DNA que pueden ser activadas por agentes oxidantes
(19,22,23). Al producirse diversos compuestos oxidantes y/o electrdfilos, las
secuencias ARE pueden activarse y desencadenar la transcripcion de proteinas
citoprotectoras. Entre los factores de transcripcidn que reconocen secuencias ARE
destaca el factor relacionado al factor nuclear eritroide-2 (Nrf2), principal factor para
la transcripcion de genes con secuencias ARE (23).

Nrf2 se expresa constitutivamente en la mayoria de las células, por lo que su
actividad debe estar estrictamente regulada. Considerando que la célula debe contar

con un determinado estado redox para mantener la homeostasis, en relacion a la
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transcripcion y activacion de diversas enzimas, Nrf2 no se encuentra libre y activo de
forma persistente sino que unicamente cuando se generan condiciones de EOx (22).

Los Nrfs son proteinas basicas con seis dominios conservados asociados a su
regulacion negativa, denominados Neh y localizados en la region N-terminal.
Pertenecen a una familia de proteinas basicas con un cierre de leucinas (bZip) en la
region C-terminal, siendo la regidén basica responsable de la union al DNA, mientras
que la region acidica seria requerida para la activacion transcripcional (25).

La vida media de Nrf2 es muy corta. Se han encontrado niveles constitutivos de
RNAm para Nrf2, sin embargo es dificil detectar a la proteina madura, lo que sugiere
que existe una rapida degradacion intracelular de ésta. Estudios con inhibidores del
proteosoma indican que la degradacion de Nrf2 ocurre via ubiquitinacion y
degradacion proteosomal (26). La célula sintetiza y degrada Nrf2 de manera
sistematica, por lo que el control primario de su funcién radica principalmente en su
distribucion subcelular, mas que en la sintesis de novo (27). Estudios en levaduras
identificaron a la proteina Keap-1 que suprime la traslocacién nuclear de Nrf2 y por
ende su actividad transcripcional, lo que ha sido confirmado en células de mamiferos
(22). Keap-1 se une a Nrf2 formando un complejo (Keap-1/Nrf2) que se retiene en el
citosol mediante interacciones con el citoesqueleto (22). La degradacion de Nrf2 es
un evento constitutivo y se sugiere que Keap-1 funciona como un adaptador de
sustratos al proteosoma, a través de su homo-dimerizacion que facilita la interaccion
de ciertos dominios, induciendo la ubiquitinacion de residuos de lisina en Nrf2,
promoviendo su degradacion proteosomal (22).

En respuesta a electréfilos y agentes oxidantes (Figura 3), se produce la oxidacion
de grupos SH de cisteinas en Keap-1. Se promueve la disociacion del complejo
Keap-1/Nrf2. Seguido de la traslocacion al nucleo de Nrf2, formacién de
heterodimeros con proteinas Maf y union a secuencias ARE, ubicadas en regiones
promotoras de genes que codifican para proteinas citoprotectoras antioxidantes (25,
28).
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Figura 3. Via de traslocacion nuclear de Nrf2. La induccion de estrés oxidativo produce la oxidacién
de grupos SH de cisteinas de Keap1, generando asi la disociacion del complejo Keap1/Nrf2. Esto
permite la entrada de Nrf2 al nucleo, su unidn a secuencias ARE y la codificacion de proteinas
citoprotectoras como GCLc. Tomada desde Nguyen, T., Nioi P., Pickett C.B. J. Biol. Chem. 2009,
284:13291-13295.

Adicionalmente, modificaciones post transcripcionales, como fosforilacién de serinas
y treoninas por diversas quinasas, entre ellas PI3K, PKC, JNK y ERK, incrementarian
la disociacion de Nrf2 de su inhibidor Keap-1 y su posterior traslocacion al nucleo
(22).

En un modelo de trasplante hepatico ortotopico en ratas que recibieron higados
sometidos a isquemia fria (20 horas a 4°C) se investigo la participacion del complejo
Keap-1/Nrf2 en el dafio por IR hepatica (29). Mediante la utilizacion de higados
donantes con hepatocitos especificos “knockout” para Keap-1, lograron demostrar
una disminucion del dafo por IR post trasplante. Se logré una mejoria en la funcidn
hepatocelular y en la sobrevida de las ratas trasplantadas. La ablacién de Keap-1
permitié reducir el trafico de macréfagos y neutroéfilos, citoquinas pro inflamatorias y
necro-apoptosis hepatocelular. Ademas promovié funciones antiapoptdéticas en
higados trasplantados; todo esto mediante un aumento en los niveles de Nrf2. Por el
contrario, higados donantes con deficiencia de Nrf2 (Nrf2”") presentaron mayor dafio

por IR post trasplante. Esto indica que el complejo Keap-1/Nrf2 es el que previene el
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dafio por IR hepatica en trasplante hepatico ortotépico mediante sefializacion de
Keap-1 que regula negativamente la via Nrf2.

En este sentido, se ha descrito que ratas sometidas a protocolos de
preacondicionamiento hepatico, como los ya descritos para T; y Fe (10,14-16,18),
manifiestan incrementos transientes en la traslocacién al nucleo del Nrf2 hepatico,
efectos que serian mediados por el estrés oxidativo transiente desarrollado por
ambos protocolos preacondicionantes (30,31).

Con estos antecedentes, resulta importante considerar la participacion de la via
regulada por Nrf2 en el preacondicionamiento hepatico, inducido por Ila
administracion conjunta de Fe y Ts, frente a la IR. Para este propdsito, se evaluara el
efecto hepatoprotector de la administracion conjunta de Fe y T3 frente al dafo
inducido por la IR, utilizando un protocolo de tratamiento con un numero reducido de
dosis de Fe, seguido de la administracién de una dosis reducida de Ts.

Estudios previos han indicado que la reduccion de 6 a 2 dosis (50 mg/kg por dosis)
de Fe genera EOX moderado sin efectos hepatoprotectores frente a la IR (32),
efectos que también han sido observados con la administracién de una dosis de T;
de 0,05 mg/kg (12). El preacondicionamiento hepatico, inducido por Fe y T3, sera
relacionado con (a) la normalizacion del EOX hepatico y (b) cambios en la actividad
de Nrf2 y expresion de glutamato-cisteina-ligasa ¢, como mecanismos mediadores
de la hepatoproteccion conferida por Fe y Ts.
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Hipotesis

La administracion conjunta de Fe y T3z preacondiciona al higado de rata frente a la IR,

asociado a la activacion de Nrf2, lo que determina mayor expresion génica de

glutamato-cisteina-ligasa c.

Objetivo General

Evaluar la respuesta hepatoprotectora frente a la IR en ratas pretratadas con Fe y Ts

asociado a cambios en la actividad de Nrf2 y expresion génica de glutamato-cisteina-

ligasa c.

Objetivos Especificos:

1.

Determinar el grado de protecciéon conferido por Fe y Tz frente al dafo
inducido por IR, mediante la medicion de actividades séricas de
transaminasas AST (aspartato transaminasa), ALT (alanina transaminasa) e
histologia hepatica.

Evaluar la normalizacién del EOx hepatico incrementado por la IR, mediante la
relacion entre el contenido total de proteinas oxidadas (grupos carbonilo)/
equivalentes totales de glutation reducido (GSH) como indice de EOx
hepatico.

Evaluar la actividad de la via regulada por Nrf2, mediante (a) cambios en
contenidos citosolico y nuclear de Nrf2 hepatico y de su inhibidor Keap-1
mediante técnica de western blot y (b) la expresidon génica hepatica de
glutamato-cisteina-ligasa ¢ mediante RT-qPCR.
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Materiales y Métodos

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague Dawley (Bioterio Central, ICBM,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile) con pesos entre 150 y 180 g,
mantenidas en ciclos de 12 horas alternados de luz/oscuridad, provistas de agua y
alimento (Champion) ad libitum. Todos los procedimientos con los animales de
experimentacion cumplieron con la guia “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (National Academy of Sciences, NIH Publication 86-23, revised 1985)" y
fueron aprobados por el Comité de Bioética (Facultad de Medicina, Universidad de
Chile, CBA No. 0381, FMUCH).

Suplementacion de Fe, T3 e isquemia — reperfusion

La administracion de Fe y T3 se realiz6 en base a protocolos previos realizados en el
Laboratorio de “Estrés oxidativo y hepatotoxicidad”, del programa de Farmacologia
Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile (20, 30).

Las ratas, agrupadas en 8 grupos experimentales (Figura 4), recibieron 2 dosis de
Fe-dextrano (Fe™) intraperitoneal (ip) (50mg/kg), en dias alternos, y el grupo control
recibio dosis isovolumétricas de suero fisioldgico (vehiculo del Fe-dextrano). El dia 5
(72 horas posterior a la ultima dosis de Fe) los animales recibieron una dosis unica
de T3 (0,05 mg/kg, ip) o cantidades isovolumétricas de NaOH 0,1N (vehiculo de Tj).
El dia 7 (48 hrs post-dosis de T3) los animales fueron anestesiados con 1 ml/kg i.p.
de Zoletil 50 (clorhidrato de tiletamina 25mg/mL + clorhidrato de zolazepam
25mg/mL; Virbac, Carros, France) y luego sometidos a laparotomia media e isquemia
hepatica parcial, mediante la oclusion temporal del flujo sanguineo a los Iébulos
hepaticos medio e izquierdo, con un clip Schwartz (FST, Vancouver, BC, Canada)
durante 1 hora, seguido de 20 horas de reperfusion (15). Animales control fueron
sometidos a anestesia y laparatomia media sin isquemia (cirugia sham), con lo cual

se constituyd los siguientes 8 grupos experimentales (Figura 4): [a] salino-NaOH-
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sham; [b] salino-NaOH-IR; [c] Fe-NaOH-sham; [d] Fe-NaOH-IR; [e] salino-Tz-sham; [f]
salino-Ts-IR; [g] Fe-Ts-sham; [h] Fe-Ts-IR. Al término del periodo de reperfusidon se
obtuvo muestras de sangre, mediante puncion cardiaca donde se evaluo las
transaminasas séricas (ALT y AST) utilizando un kit comercial (Wiener Lab, Rosario,
Argentina). Se obtuvo también muestras hepaticas (I6bulos isquemizados), las cuales
fueron congeladas en nitrogeno liquido y almacenadas a —80°C para posteriores
ensayos de western blot (Nrf2 y Keap-1) y qPCR (glutamato-cisteina-ligasa-c) o
fijadas en formalina a pH 7,0 para su posterior inclusion en parafina y tinciéon con
hematoxilina—eosina (evaluacién morfologica).

En grupos paralelos de animales se realizé una perfusion hepatica in situ mediante
una solucion fria que contenia KCI 150 mM KCI y Tris 5 mM, pH 7,4, con el objetivo
de remover la sangre. Las muestras hepaticas de estos animales (l6bulos
isquemizados) se utilizaron para evaluar contenidos hepaticos de (a) equivalentes

totales de glutation reducido (GSH) y (b) proteinas oxidadas (POx).

Grupo a: [Salino — Salino > NaOH =—> Sham ] T
o}
Grupo b: [Salino —> Salino =™* NaOH —™* IR ] M
A
Grupo c: [Fe s Fe 3 NaOH 5 Sham ]
D
Grupo d: [Fe —> Fe E— NaOH ——> IR ] E
M
Grupo e: [Salino —> Salino — T, ——> Sham J U
E
Grupo f: [Salino —> Salino —— T, w—p  |R ] S
T
Grupo g: [ Fe ——> Fe E— T, ———> Sham ] R
A
Grupo h: [Fe —> Fe —_— T, —> IR ] S
Tiempo: Dia0 Dia 2 Dia 5 Dia 7 Dia 8 |

Figura 4. Esquema representativo de grupos experimentales y sus tratamientos en el tiempo. Fe:
hierro. Salino: suero fisiolégico (vehiculo de Fe). T;: L-3,3’,5-triyodotironina. NaOH: Hidroxido de sodio
(solvente de T3). Sham: laparotomia media sin isquemia. IR: laparotomia media con isquemia hepatica
por una hora y reperfusion por 20 horas.
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Determinaciéon de parametros de dano hepatico (transaminasas e histologias)

Las transaminasas AST y ALT fueron medidas utilizando kits comerciales especificos
(Wiener Lab, Rosario, Argentina) y expresadas en U/L. El fundamento del método se

basa en las siguientes reacciones enzimaticas:

Aspartato amino transferasa: AST
AST
L-aspartato + o oxoglutarato - - - - - - - - - > oxalacetato + L- glutamato

Malato Deshidrogenasa

Oxalacetato + NADH + H - - - - - - - - - - - > L-malato + NAD"

Alanina amino transferasa: ALT
ALT
L-alanina + o oxoglutarato - - - - - ------ > piruvato + L- glutamato

Lactato Deshidrogenasa

Piruvato + NADH + H - - - - - - - - - - - - - > |- lactato + NAD"

Muestras de suero, que con la enzima en estudio (AST o ALT), se adicionaron al
medio de reaccion (sustratos y enzimas del kit) y se cuantificé el consumo de NADH,
a 340 nm y 37°C (disminucion de la absorbancia (A)/min). La actividad de ambas
enzimas se expres6 como U/L de suero.

La evaluacion histolégica de cortes de higado, incluidos en parafina y teiidos con
hematoxilina-eosina (4 a 5 muestras por grupo experimental), fue realizada por un
patologo que evalud, en modalidad doble ciego, la histoarquitectura y la presencia de
inflamacion y necrosis (12).
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Medicion del contenido de equivalentes totales de glutatidon reducido (GSH)

En homogeneizados desproteinizados de higado se determindé GSH mediante la
técnica autocatalitica de Tietze (33), en la cual se determinaron los equivalentes
totales de GSH (GSH+GSSG) hepatico utilizando la enzima glutation reductasa
dependiente de NADPH, la cual genera dos moles de glutatién reducido por cada mol

de glutation oxidado que la enzima reduce.

Glutation Reductasa

GSSG + NADPH —---nmemmemeee >2 GSH + NADP*

La reaccion posterior del GSH con DTNB (acido 5,5ditiobis-2-nitrobenzoico) genera
TNB, compuesto coloreado cuya formacion se registro espectrofotométricamente por

el aumento de Asq1o2/minuto.

2GSH + DTNB > GSSG + TNB

Para esta determinacién, los higados fueron perfundidos in situ, para remover la
sangre, luego de lo cual se homogeneizaron (1:100) en HCIO4 0,5 N. El precipitado
formado se decantd por centrifugacion a 2000g durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante fue neutralizado con K;PO4 1,75 M a pH 13. La
cuantificacion del GSH se efectué en un medio que contiene un amortiguador fosfato
de potasio 0,1 M, EDTA 1 mM pH 7, DTNB 0,08 mM, NADPH 0,24 mM y 0,11 U/mL
de glutation reductasa, preincubado durante 2 min a 30°C. A este medio se
adicionaron 200 pL de sobrenadante neutralizado y luego se registré el aumento de
As12/min, que corresponde a la formacidon de TNB en celdas termorreguladas a 30°C.
Los resultados fueron expresados en pmoles de GSH/g de higado (equivalentes

totales de GSH), utilizando una solucién estandar de GSSG (102 mM).
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Cuantificacion de proteinas oxidadas (POX) mediante ensayo colorimétrico

La carbonilacion de proteinas, producto de su oxidacion (POX), fue medida mediante
la formacién de derivados hidrazénicos, producto de la interaccion de carbonilos con
2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH), los cuales se cuantificaron mediante
espectrofotometria segun la técnica descrita por Reznick y Packer (34). Muestras de
200-300 mg de higados perfundidos in situ, fueron homogeneizadas en 1 a 2 mL de
buffer frio (fosfato, pH 6,7 con EDTA 1mM e inhibidores de proteasas), seguido de
centrifugacion (10.000 g; 15 min, 4°C). Alicuotas de 200 pL de sobrenadante
(muestra y control), previo control de acidos nucleicos contaminantes (cambios de A
entre 280 y 260 nm) fueron tratadas con 800 uL de DNPH (muestra) y 800 uL de HCI
2,5M (control), incubadas (1 hora en oscuridad, temperatura ambiente), y tratadas
con acido tricloroacético (TCA) al 20% p/v. Luego de incubacién (5 min, sobre hielo)
y centrifugacion (10.000 g, 5 min, 4°C), se resuspendié el precipitado (1 mL TCA al
10%), se centrifugd (10.000 g, 5 min, 4°C) y se disolvio el sedimento en
etanol/etilacetato (1:1), centrifugando (10.000 g, 5 min, 4°C) y lavando 2 veces. El
sedimento final se suspendié en 500 uL de hidrocloruro de guanidina (6M). Alicuotas
de 220 uL de muestras y controles fueron ubicadas en pocillos (placa) para medir
cambios en su absorbancia a 370nm utilizando un lector de placa (EPOCH).

Para cuantificar el contenido de proteinas de las muestras, se elabor6é una curva de
calibracion con albtimina bovina, cuya pendiente fue 0,011 uM™. El contenido de POx
(nmoles carbonilos/mg proteinas) se calcul6 utilizando la absorbancia promedio de
las muestras menos la absorbancia promedio de los controles (A corregida o AC), la
pendiente de la curva de calibracion, y el factor de dilucion (500 uL/200 ul).

La formula aplicada fue:

nmoles carbonilos/mg proteinas = [(AC)/0,011 uM™)](500 uL/200 uL)
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Expresion génica de glutamato cisteina ligasa ¢ mediante RTqPCR

Para evaluar la expresion génica de glutamato cisteina ligasa ¢ (GCLc)
mediante PCR cuantitativo a tiempo real (RTgPCR), se aisl6 RNA total desde 30 mg
de higado congelado, utilizando mini kit RNeasy® Lipid Tissue (QUIAGEN Sciences,
Maryland, USA) segun indicaciones del fabricante. Para cuantificar el RNA total se
midié el cociente de A 260nm/280 nm (espectrofotometria). La integridad del RNA
fue determinada por electroforesis en geles de agarosa al 1,2% tefiidos con bromuro
de etidio. EI RNA resultante (libre de DNA) fue transcrito de forma reversa a DNAc
utilizando transcriptasa reversa ThermoScript RT-PCR System (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, California, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. El
gRT PCR se evaluo con un termociclador Stratagene Mx3005P (Agilent
Technologies, California, USA) utilizando el master mix Brilliant Il SYBR Green
QPCR (Agilent Technologies, California, USA) siguiendo los protocolos del
fabricante. Los partidores, optimizados para alcanzar eficiencia de 92 a 100%,
tuvieron las siguientes secuencias (5'2>3’):

ARNm Partidor sentido Partidor antisentido

Rat (-actin agc cat gta cgt agc cat cc ctc tca get gtg gtg gtg aa
Rat RPS23 gta ggg gtt gaa gcc aaa ca cac ctt aaa gcg gac tcc ag
Rat GCLc ggg aag gaa ggc gtg ttt cct gtc gac ttc cat gtt ttc aag gt

Los productos de PCR fueron corridos en geles de agarosa para verificar la longitud
correcta de amplificacién. El analisis de curvas de disociaciéon demostré la formacion
de un producto unico de PCR en cada reaccion. El nivel de expresion de cada
muestra fue normalizado contra Rps23 y [(-actina para cada rata utilizada (control
interno). La expresion relativa fue calculada utilizando el método comparativo Ct (AA
Cr) y los valores fueron normalizados respecto a Rps23 y [(-actina (datos no

mostrados) como un control génico interno.

27



Cambios en contenidos citosolicos y nucleares de Nrf2 y Keap 1

En extractos de proteinas citosdlicas y nucleares, obtenidos mediante un Kkit
comercial, con inhibidores de proteasas (Nuclear Extraction Kit N° 10009277,
Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MIl, EEUU), se evalu6 contenidos de Nrf2 y
Keap-1, citosdlico y nuclear, mediante western blot, utilizando 50 pg y 35 ug, de
extractos de proteinas citosdlicas y nucleares, respectivamente. Dichas muestras
fueron separadas en geles de poliacrilamida al 12% mediante SDS-PAGE (35),
utilizando marcadores de peso molecular en el intervalo de 20 a 118 kDa en todos
los casos. Posteriormente se realizo la transferencia de las proteinas a membranas
de nitrocelulosa, cuya presencia fue evidenciada mediante tincion con rojo Ponceau
antes de la inmunotransferencia. Las membranas fueron bloqueadas (1 hora a
temperatura ambiente) con solucién tampon Tris (TBS) que contenia 5% de albumina
bovina sérica (ABS) (36). La transferencia a las membranas se realiz6 a 75 mA por
toda la noche. Las membranas fueron lavadas con TBS el cual contenia 0,1%
Tween 20 e hibridadas con anticuerpos policlonales de conejo para Nrf2 (Cell
Signalling Technology Inc., MA, EEUU) y para Keap-1 (Cell Signalling Technology
Inc., MA, EEUU). Como control de carga se utilizoé B-actina para proteinas citosolicas
(ICN Biomedicals, INC., Aurora, OH) y lamina A/C para proteinas nucleares (BD
Transduction Laboratories, San José, CA) y anticuerpos monoclonales de conejo
especificos para cada proteina. Luego de un periodo de lavado previamente
estandarizado, los complejos antigeno anticuerpo fueron detectados mediante
peroxidasa anti-lgG de cabra o anti-IgG de conejo. Los complejos fueron detectados
con un kit de deteccidn (Pierce, Rockford, IL)(12). Los contenidos citosélicos y
nucleares de las proteinas estudiadas se presentan como unidades relativas

(proteina nuclear/proteina citosolica) y sus efectos netos (IR — Sham).
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Analisis Estadistico

Para el calculo del tamafno muestral se utilizé valores previos de actividades
de AST y ALT, obtenidos en nuestro laboratorio para el preacondicionamiento
hepatico frente a la IR con dosis y/o periodos de tratamiento reducidos con T3 (12) y
Fe (32). Al comparar los resultados de ambas intervenciones por separado (Fe y Ts)
se observo que a las dosis utilizadas, el efecto protector conferido fue menor con Fe
que con Ts. Por lo tanto, se considerd correcto utilizar estos valores para realizar el
calculo del tamafio muestral ya que asumimos que el tratamiento conjunto (Fe y Ts)
potenciaria el efecto hepatoprotector. Suponiendo un limite a de 0,05, un poder de
80% (1-B) y un valor del efecto f de 0,84 (programa estadistico G*Power 3.1) se
estimo un tamafio muestral total de 24 animales, por lo que se incluyd 3-5 animales
por grupo.

Todos los resultados se expresaron como promedios = error estandar de la
media (SEM) para 3-5 animales por grupo. La significancia estadistica de las
diferencias entre los valores promedios de los diferentes grupos experimentales fue
determinada por ANOVA unifactorial seguido del post-test de Newman-Keuls
(GraphPad Prism version 2.0, GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Un valor
de p<0,05 se considerd estadisticamente significativo.
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Resultados

Proteccion hepatocelular frente a la IR

I. Transaminasas Séricas

Los resultados de la determinacion de las actividades séricas de las transaminasas
ALT y AST se muestran en la Figura 5A. Se observa que en el grupo no
preacondicionado (grupo b) la IR gatilla dano hepatico, como lo indican los
incrementos en AST (3,5 veces) y ALT (3,4 veces), en relacion a sus controles sham
(grupo a). Los valores de ambas transaminasas en los grupos tratados de manera
independiente con Fe (grupo d) o T3 (grupo f) fueron significativamente mayores que
los de sus controles (grupos c y e, respectivamente). En cambio, el pretratamiento
con Fe seguido de la administracién de T3 (grupo h) determiné valores de ALT y AST
similares al grupo control (grupo g). Esto conlleva a disminuciones netas

significativas en este grupo, respecto a controles Fe y T3 (Figura 5B).

A ALT AST

B (a) salino-NaOH-sham
E= (1) salino-NaOHAR
I (c) Fe-NaOH-sham

- ©
2 g . ES (d) Fe-NaOH4R
S 3 : é 1000 (e) salino-T;-sham
E 2 b pdf  bdf E=] (0 salino-T3R
500+ - [ (g) Fe-Ts-sham
. ‘ [ (W FeTyR
o
a 9 h
EFECTOS NETOS ALT EFECTOS NETOS AST
Bl 1) Control (b-a)
15007 234 N 20007 ., = 1) Control (b-a)
12501 T 2) Fe (d-c)
3) T (-
B 9Tt 1500 3)T; ()
1000+ [] 9Fe+T:(ta) [ aFesTs g
7501 -

ALT sérica
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AST sérica

500+
2504
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Figura 5. (A) Cambios en los niveles séricos de transaminasas ALT y AST en ratas (promedio + SEM,
4 a 5 por grupo) sometidas a IR (1 hora de isquemia/20 horas de reperfusién) o sham (laparotomia
media sin isquemia) con o sin preacondicionamiento (Fe, T3, Fe + T3). (B) Efectos netos inducidos por
la IR en condiciones control (1, sin preacondicionamiento), administraciéon de Fe (2), T; (3), o Fe + T3
(4), calculado como se describe en la figura. Significancia estadistica evaluada por Anova unifactorial
y test de Newman-Keuls (P<0,05). Diferencias estadisticamente significativas entre grupos se indican
con letras (transaminasas) y numeros (efectos netos) sobre las barras.
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Il. Evaluacion Histologia Hepatica

La evaluacion histolégica (Figura 6) de las muestras hepaticas de los grupos control-
sham, Fe-sham, Ts-sham y Fe-Ts-sham (figuras 6A, 6C, 6E y 6G, respectivamente)
indica morfologia hepatica normal con histoarquitectura conservada, sin presencia de
necrosis. En cambio, en muestras de animales sometidos a IR (Figuras 6B, 6D y 6F)
destaca la presencia de histoarquitectura distorsionada con necrosis extensa. Junto a
ello, se observan incrementos significativos en el grado de inflamacion (Figura 7A) y
necrosis (Figura 7B). Por el contrario, muestras hepaticas del grupo
preacondicionado con Fe y T3 (Figura 6H) presentan histoarquitectura conservada,
sin presencia de necrosis, junto a un puntaje de inflamacién y necrosis similar al del

grupo control (Figura 7A'y 7B).

H/E

Sali Fett Salino Fe+t
Aumento 400x aino

Sham

Isquemia -
Reperfusiéon

Figura 6. Microscopias representativas de cortes de higado de ratas control y preacondicionadas con
Fe (2 dosis de 50 mg/kg), T3 (1 dosis de 0,05 mg/kg) o Fe + T; sometidas a IR (1 hora de isquemia/
20 reperfusién) o sham (laparotomia media sin isquemia), de un total de 3-6 ratas por grupo. Los
cortes fueron fijados en formaldehido y tefiidos con hematoxilina eosina. Cada letra indica la
microfotografia correspondiente al grupo experimental respectivo (aumento 400x). CB: Conducto biliar.
VC: Vena central.
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Figura 7. Cuantificacion del grado de inflamacién (A) y necrosis (B) observado en histologias
hepaticas (promedio + SEM; 4 a 5 animales por grupo). Los andlisis se hicieron acorde al score de
Korourian & Cols (Toxicol Sci 1999;47:110-117). La puntuacion consider6 0 (grado minimo) y 4 (grado
maximo). Significancia estadistica evaluada por Anova unifactorial y test de Newman-Keuls.
Diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre grupos se indican con letras sobre las
barras.

La figura 8 muestra los valores de las transaminasas que se correlacionan directa y

significativamente con los de inflamacion (Figura 8A) y necrosis (Figura 8B).
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Figura 8. Correlacion entre grado de inflamacién y necrosis versus niveles séricos de transaminasas.

Correlacion de Spearman (r). P<0,05 estadisticamente significativo.

32



Evaluacion del EOx hepatico

I. Evaluacion POX/GSH

A POX GSH

404
B (a) saline-NaOH-sham
B3

(b} salino-NaOMIR

acdnatah

B (<) Fe-NaOH-sham
EEN (d) Fe-NaOH-IR
B (e) salino-Ty-sham
E] N salino-T,4R
(9) Fe-T;-sham
[ (W FeT3dR

umolesGSH/g liver

nmoles carbonilos/mg proteinas

Figura 9. Cambios en el contenido total de proteinas oxidadas (POX) (A) y de equivalentes totales de
glutation reducido (GSH)(B) en ratas (promedio + SEM; 4 a 5 por grupo) sometidas a IR (1 hora de
isquemia/20 horas de reperfusion) o sham (laparotomia media sin isquemia) con o sin
preacondicionamiento (Fe, T3, Fe + T3). Significancia estadistica evaluada por Anova unifactorial y test
de Newman-Keuls (P<0,05). Diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre grupos se
indican con letras sobre las barras.

Las figuras 9 y 10 muestran que en los animales no preacondicionados (grupo b), la
IR gatilla estrés oxidativo drastico, con incrementos en el contenido de POX (230%
de aumento, figura 9A) y disminucion de GSH (40% de reduccion, figura 9B). Esto
determina un incremento significativo en la relacion POX/GSH (380% de aumento,
figura 10), en relacion a los controles sham (grupo a). En los grupos tratados de
manera independiente con Fe (grupo d) o T3 (grupo f), los valores de POX fueron
significativamente mayores que los de sus controles (grupos c y e, respectivamente).
En cambio, en estos mismos grupos (d y f) los valores de GSH fueron
significativamente menores respecto a sus controles (grupos c y e, respectivamente).
El pretratamiento con Fe seguido de la administracion de T3 (grupo h) determiné la
normalizacion del estado redox hepatico, representado por valores de POX, GSH y
relacion POX/GSH (figuras 9A, 9B y 10, respectivamente) similares a los de su grupo

control (grupo g).
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POX/GSH

Il Salino-NaOH-sham
o] 2cdefah B3 salino-NaOH-IR
Bl Fe-NaOH-sham
E=S Fe-NaOH-IR

[ Salino-T3-sham
E3 saline-T3-IR

[ Fe-T3-sham

b.f

(unidades relativas)

b.f

Proteinas carboniladas/GSH

Figura 10. Cambios en la relacion POX/GSH (promedio + SEM; 4-5 ratas por grupo) en animales
sometidos a IR (1 hora de isquemia/20 horas de reperfusion) o sham (laparotomia media sin isquemia)
con o sin preacondicionamiento (Fe, T3, Fe + Tj3). Significancia estadistica evaluada por Anova
unifactorial y test de Newman-Keuls (P<0,05). Diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)
entre grupos se indican con letras sobre las barras.

Evaluacion de la via Nrf2 vy expresion génica de GCLc

|. Western blot para Nrf2/Keap-1

Los cambios en las relaciones entre los contenidos nuclear/citosolico de Nrf2 y de su
inhibidor Keap-1 se observan en la Figura 11. Es importante destacar que en el
grupo preacondicionado con Fe y T3 (grupo h) la IR incremento significativamente el
contenido nuclear de Nrf2. El efecto neto significativo de la IR en este grupo
experimental (Figura 11C) sefala el ingreso de Nrf2 desde el citoplasma al nucleo y
por tanto su activacién. Respecto a cambios en contenidos nuclear/citosélico del
inhibidor Keap-1, no se observan cambios significativos gatillados por la IR.
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Figura 11. Cambios en los contenidos citosdlico y nuclear de Nrf2 y Keap1 en ratas (4 a 5 por grupo)
sometidas a IR (1 hora de isquemia/20 horas de reperfusion) o sham (laparotomia media sin
isquemia) con o sin preacondicionamiento (Fe, T3, Fe + T3). (A) Niveles (promedios + SEM) de Nrf2
nuclear y citosoélico (68 kDa), niveles de Keap1 nuclear y citosolico (70 kDa), B-actina (43 kDa), y
lamina A/C (65 kDa). (B) Relaciones Nrf2 nuclear/citosélico y Keap1 nuclear/citosélico. (C) Efectos
netos de la IR sobre las relaciones Nrf2 nuclear/citosolico y Keap1 nuclear/citosoélico. Significancia
estadistica evaluada por Anova unifactorial y test de Newman-Keuls (P<0,05). Diferencias
estadisticamente significativas entre grupos se indican sobre las barras.
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En concordancia con el aumento de Nrf2 nuclear, gatillado por la IR en el grupo
preacondicionado con Fe y T3, los niveles de mRNA de glutamato cisteina ligasa c
(GCLc) también fueron incrementados significativamente (figura 12A). En el resto de
los grupos no se observo este cambio. Consecuentemente, se obtuvo un efecto neto
positivo y significativo de la IR (figura 12B); lo que sefala que ésta gatilla una mayor

expresion de GCLc al ser expuesta al pretratamiento con Fe y Ts.
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Figura 12. Cambios en la expresion génica de GCLc quantificada mediante técnica de qPCR
(promedio + SEM en ratas (4 a 5 por grupo) sometidas a IR (1 hora de isquemia/20 horas de
reperfusion) o sham (laparotomia media sin isquemia) con o sin preacondicionamiento (Fe, T3, Fe +
T3). (A) Niveles de mRNA de GCLc (valores relativos a RPS23). (B) Efectos netos de la IR sobre
niveles de GCLc. Significancia estadistica evaluada por Anova unifactorial y test de Newman-Keuls
(P<0,05). Diferencias estadisticamente significativas entre grupos se indican sobre las barras.

Estos resultados muestran que la relacion de los contenidos netos nuclear/citosodlico
de Nrf2 se correlaciona directa y significativamente con los niveles netos de mRNA
de GCLc (Figura 13).
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Figura 13. Correlacion entre niveles (valores netos) nucleares/citosolicos de Nrf2 y los niveles (valores
netos) de mRNA de GCLc. Correlacion de Pearson (r). P<0,05 estadisticamente significativo.
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Discusion

Dario por IR

El fendbmeno de IR hepatica es inherente a la practica clinica actual. Se puede
observar en resecciones hepaticas, trasplantes o trauma hepatico e involucra muerte
del hepatocito y del endotelio (12). El protocolo de IR utilizado en este estudio (1
hora de isquemia/20 horas de reperfusion) indujo cambios significativos en los
parametros de dafio demostrado por el alza significativa observada en los niveles de
transaminasas séricas, asociada a la evaluacion histolégica con presencia de
inflamacion y necrosis. Similar a lo observado en otros estudios (12,15,20,32), una
hora de isquemia, seguida de 20 horas de reperfusion es un evento que genera
lesion y destruccion tisular hepatica, con liberacion de transaminasas y alteracion de
la histoarquitectura hepatica. La asociacién significativa observada entre las
transaminasas y el grado de inflamacién y necrosis apoya el hecho que la IR es un
evento dafino y determinante de la viabilidad celular hepatica.

Prevencion de dano por IR mediante EOx moderado

Se han desarrollado diversas estrategias para intentar disminuir el dafio inducido por
la IR, entre ellas el preacondicionamiento isquémico. Si bien este protocolo ha
resultado de utilidad en resecciones y trasplantes hepaticos, esta maniobra es
considerada controversial en la clinica y trasplantes humanos (37-40).

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la administracién de una
dosis de 0,1mg/kg de T3 (15) o 6 dosis en dias alternados de 50mg/kg de Fe (20),
protegen significativamente al higado, frente a un protocolo posterior de IR en el
mismo organo. Ambas estrategias de preacondicionamiento gatillan estrés oxidativo
moderado, condicidon que tiene un papel causal en la proteccidon conferida en ambos
casos (21,41). A nivel hepatico, la induccion de EOx moderado y transiente es
considerado un estimulo hormético que genera preacondicionamiento contra IR en
varios modelos experimentales (14). En este sentido nuestro grupo ha demostrado

que tanto la reduccion de la dosis de T3 (0,05mg/kg) como la disminucién del numero
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de dosis de Fe (2 dosis de 50mg/kg), gatillan estrés oxidativo transiente pero no
conllevan a hepatoproteccion frente a un protocolo posterior de IR (12,32). Esta
diferencia se debe probablemente a que las dosis reducidas de ambas estrategias
preacondicionantes producen estrés oxidativo moderado, sin alcanzar a
desencadenar los mecanismos que conllevan a hepatoproteccion. En el caso de las
dosis reducidas de T3 (0,05 mg/kg), se ha demostrado (12) el aumento de la relacién
POX/GSH consecuente con la produccion de EOx moderado. Sin embargo, no existe
activacion de NF-kB ni aumentos en la expresion proteica y del mRNA de la
Haptoglobina, proteina de fase aguda en el tejido hepatico (12). La dosis reducida de
Fe (2 dosis de 50 mg/kg) produce, por si sola, una disminucion transiente del
contenido de GSH hepatico que se recupera tras 72 horas (32), sin producir
normalizacion de la transaminasa AST tras un ciclo de IR (1 hora isquemia, 20 horas
de reperfusion) ni de la histologia hepatica.

La disminucién del GSH observada en los grupos sometidos a IR se debe a su
oxidacion secundaria a la produccion de EROS y ERNS. Una vez producido el
GSSG, éste puede ser eliminado por via biliar siempre y cuando no sea recuperado
por la glutatién reductasa mediante consumo de NADPH. Esta pérdida de GSH, se
traduce en una disminucion del glutation total (GSH+GSSG), la cual se cuantifica
mediante la técnica descrita por Tietze (33).

Hepatoproteccion conferida por protocolo combinado Fe y T3

Considerando que las dosis exclusivas de Fe y de T; utilizadas en nuestros estudios
podrian generar efectos colaterales no adecuados para su aplicacion clinica, en esta
tesis se evalud el efecto preacondicionante otorgado por un protocolo combinado de
Fe y Ts. El estudio evidencid una proteccion significativa frente al protocolo
combinado de Fe y Ts. Esto lo sefialan la normalizacion de transaminasas séricas e
histoarquitectura hepatica, la ausencia de inflamacién o necrosis, junto con la

reduccion del estrés oxidativo hepatico drastico, gatillado por la IR.
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Actividad de la via citoprotectora Nrf2 — GCLc

Para estudiar los mecanismos de proteccion involucrados en el
preacondicionamiento hepatico inducido por el protocolo Fe y T3 combinado, se
evaluo la actividad de la via citoprotectora regulada por Nrf2, junto con la expresion
de GCLc. Estudios previos de nuestro laboratorio han indicado que protocolos de
preacondicionamiento hepatico gatillados tanto por Ts; (10) como por Fe (31)
incrementan el ingreso al nucleo de Nrf2, efecto que representa la activacion de este
factor de transcripcion. Para que esto ocurra, es necesario que Nrf2 se libere,
mediante oxidacidn de grupos SH de cisteinas por las EROS generadas, de su
inhibidor Keap-1 (22). En condiciones normales, Keap-1 se encuentra como
homodimero y se une a Nrf2 en relacién 2:1, permitiendo su ubiquitinizacién y
degradacion por via del proteosoma (22).

En esta tesis, no se observaron cambios significativos en Keap-1 en relacion a la IR
entre los diversos grupos (efectos netos). Tal como se observé en los estudios de
western blot, Keap-1 puede migrar en los geles formando dos bandas, lo cual podria
deberse a la oxidacion de sus residuos de cisteinas por el con formacién de enlaces
disulfuro y cambios conformacionales de la proteina (25-27).

Los estudios realizados en esta tesis muestran que el preacondicionamiento hepatico
inducido por Fe y T3 frente a la IR, se acompana de un aumento en la relacion Nrf2
nuclear/Nrf2 citosélico indicativa de su activacion (30). En concordancia, el
preacondicionamiento con Fe y T3 incrementa la expresién de glutamato cisteina
ligasa-c (GCLc) dependiente de Nrf2, enzima antioxidante que ejerce significativa
hepatoproteccion, al aumentar la sintesis y recuperacion del GSH celular (42).
Considerando que tanto Fe como T3, en las dosis utilizadas en este estudio, gatillan
estrés oxidativo hepatico transiente, la administracién conjunta de ambos podria
ejercer potenciacion que condicionaria la hepatoproteccion observada en el
tratamiento conjunto. Este efecto seria mediado por la condicidon pro-oxidante
inducida, la cual tendria un papel central en la activacién de la traslocacion al nucleo
de Nrf-2, permitiendo asi la expresion de proteinas con potencial antioxidante como

GCLc, enzima limitante en la sintesis de GSH.
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El aumento de esta enzima, permitiria incrementar el contenido de GSH disponible
como defensa antioxidante hepatica. De forma similar, otras enzimas
hepatoprotectoras que son reguladas por Nrf2, tales como hemo oxigenasa-1,
superoxido dismutasa 1, peroxirredoxina y tiorredoxina reductasa (8), podrian
contribuir a la normalizacion de la respuesta inflamatoria observada en este estudio,
incrementando la citoproteccion y la resistencia hepatica frente a la IR. Por lo tanto,
la activacion de Nrf2 podria ser un factor gatillante para la induccién de diversos
mecanismos antioxidantes y hepatoprotectores que merecen ser evaluados en

estudios futuros.

Potencial uso clinico

Es importante sefalar que la utilizacion clinica de Fe en dosis repetidas de 100-125
mg/kg (im o ev), 1-3 veces por semana, durante 4 a 12 semanas, tiene una buena
tolerancia en humanos con anemia (43,44). Por lo tanto, las dosis de Fe utilizadas en
este protocolo podrian constituir una estrategia de preacondicionamiento segura y
adecuada con relevancia clinica.

Con relacion al uso clinico de T3 hay evidencias contradictorias al respecto. Si bien
se ha sugerido que esta hormona podria modificar la funcién cardiaca post-
isquémica (45); su uso en clinica humana no tiene un apoyo adecuado (46) debido a
sus posibles efectos adversos sobre el metabolismo y actividad cardiacos.

Los resultados de este estudio indican que el uso de Fe y T3 en dosis reducidas,
respecto a protocolos hepatoprotectores previamente descritos (15,20), previenen el
dafio inducido por la IR. Esto constituye una estrategia de preacondicionamiento no
invasiva, con potencial uso clinico, ya que efectos adversos de T3 a nivel cardiaco, o
la posible citotoxicidad inducida por Fe, pueden ser atenuados al combinar los

efectos hepatoprotectores de ambos.
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Conclusion

La hepatoproteccion observada al combinar Fe y T3 puede deberse a la potenciacion
del estrés oxidativo moderado, inducido por ambas estrategias de forma
independiente. Esto permitiria alcanzar un nivel adecuado para la activacién de Nrf2
y aumentar la expresion de GCLc. Estudios futuros son necesarios para la

profundizacién de otros mecanismos involucrados y su potencial aplicacion clinica.
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Figura 14. Figura que resume posible mecanismo de hepatoproteccion producido por la combinacion
de Fe y T;. La administracién de dosis reducidas de Fe (2 dosis de 50mg/Kg ip) asociado a una dosis
reducida de T3, producen estrés oxidativo moderado. Esto produce la activacion de Nrf2 asociado al
aumento de proteinas antioxidantes (GCLc) permitiendo la hepatoproteccion.
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