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Abreviatures

ABREVIATURES

ACDasa ceramidasa acida

ADN acid desoxiribonucleic

ADP adenosina difosfat

AIF apoptosis induction factor, factor inductor d’apoptosi
ANT transportador de nucleotids d’adenosina

AP-1 activated protein 1, proteina activadora 1

Apaf-1 factor activador d’apoptosi

ARN acid ribonucleic

ARNi acid ribonucleic d’interferéncia

ARNm acid ribonucleic missatger

ASK apoptosis signaling kinase, cinasa senyalitzadora d’apoptosi
ASMasa acid sphingomyelinase, esfingomielinasa acida
AT aminotransferases

ALT alanina aminotransferases

AST aspartat aminotransferases

ATP adenosina trifosfat

BH dominis homolegs de Bcl-2

BSA albumina sérica bovina

BSO buthionine sulfoximine, butionina sulfoximina

CBS cistationina B sintasa

CDasa ceramidasa

CsA ciclosporina A

CS ceramida sintasa

CINC cytokine-induced neutrophil chemoatractant, quimioatraients de neutrofils
induit per citocines

DAG diacilglicerol
DCF 2°7"-Diclorofluoresceina
DGK diacilglicerol cinasa

DISC death-inducing signalling complex, complex senyalitzador de inducci6 de
mort

DTT ditiotreitol
EC endotelial cells, cél-lules endotelials

eNOS endothelial nitric oxide synthase, isoforma endotelial de la oxid nitric
sintasa



Abreviatures

ET-1 endotelina-1

FADD Fas associades death domain, domini de mort associat a Fas
FADH, dinucleotid de flavina-adenina reduit

f.a.f fatty acid free, lliure d’acids grassos

FasL lligand del receptor Fas

Fas receptor Fas (CD95/Apo-1)

GCE y-glutamilcistein etil éster

GCL lligasa glutamat-cisteina

GCS glucosil ceramida sintasa

y-GCS y-glutamil cisteina sintasa

GD3 gangliosido GD3

GlcCer glucosilceramida

GSLs glicoesfingolipids

GM3 gangliosid GM3

GS glutatio sintasa

GSH glutatié reduit

GSH-Px glutatié peroxidasa

GSK-B glicogen sintasa cinasa 3

GSSG glutatié oxidat

GST glutatié S-transferasa

GR glutatié reductasa

HDL heavy density lipoprotein, lipoproteina d’alta densitat
HMGCoA reductasa hidroximetilglutaril CoA-reductasa

HPLC high performance liquid chromatography, cromatografia liquida d’alta
resolucio

HPTLC high performance thin layer chromatography, cromatografia de capa
fina d’alta resolucio

IAA acid iodoaceétic

IAP proteina inhibidora d’apoptosi

ICAM molecula d’adhesié intercel-lular

IFN-y interfer6-y

IkB proteina inhibidora de NF-kB

IKK cinasa de IkB

IL interleucina

iNOS inducible nitric oxide synthase, isoforma induible de la oxid nitric sintasa
I/R isquemia/reperfusio
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JNK c-jun N-terminal kinase, cinasa N-terminal c-jun

KC kupffer cells, cel-lules de kupffer

LDL /ow density lipoprotein lipoproteina de baixa densitat

MAT metionina adenosil tranferasa

MAP mitogen-activated proteins, proteines activades per mitogen

MCP monocyte chemoattractant proteins, proteines quimioatraients de
monocits

mGSH glutati6 reduit mitocondrial

MHC major histocompatibility complex, complex major de histocompatibilitat
MIP macrophage inflammatory protein, proteines inflamatories de macrofags
MKK cinasa de les MAP cinasa

MME membrana mitocondrial externa

MMI membrana mitocondrial interna

MnSOD Manganés superoxid dismutasa

MnTBAP Manganese tetrakis (4-Benzoic acid) porphyrine Chloride, mimétic de
la manganés superoxid dismutasa.

MP membrana plasmatica

MPO mieloperoxidasa

MPT permeabilitat mitocondrial transitoria

NAC N-acetil cisteina

NAD dinucledtid de nictoniamida adenina oxidat

NADH dinucledtid de nicotinamida adenina reduit

NADPH dinucleotid fosfat de nicotinamida adenina

NBD N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-amino

NEMO NF-kB essential modulator, modulador essencial d’NF-kB
NF-kB factor nuclear kB

NO nitric oxide, dxid nitric

NSMasa neutral Sphingomyelinase, esfingomielinasa neutra
O’ radical superoxid

OH' radical hidroxil

PAF platelet-activating factor, factor activador de les plaquetes
PBS tampé fosfat sali

PCR reacci6 en cadena de la polimerasa

PGs prostaglandines

Pi ani¢ fosfat

PI3 fosfatidilinositol-3-fosfat



Abreviatures

PMN cel-lules polimorfonuclears
PTX pentoxifilina

RAIDD receptor associated interleukine death domain, domini de mort associat
al receptor d’interleucines

RE reticle endoplasmatic

RIP receptor interacting protein 1, proteina 1 interaccionadora amb el receptor
RNS reactive nitrogen species, espécies reactives de nitrogen

ROS reactive oxygen species, especies reactives d’oxigen

RT-PCR transcripcio reversa de la reaccio en cadena de la polimerasa
SDS-PAGE electroforesi en gels de poliacrilamida-dodecilsulfat de sodi
S1P esfingosina 1-fosfat

S1PR receptor d’esfingosina 1-fosfat

SAM S-adenosil metionina

SH grup sulfhidril

SK esfingosina cinasa

SM esfingomielina

SMasa esfingomielinasa

SMS esfingomielina sintasa

SPT serin palmitoil transferasa

TBA tiobarbituric

TBS tampé sali amb Tris

TLC thin layer chromatography, cromatografia de capa fina

TLRA4 receptor toll like 4

TNF tumor necrosis factor, factor de necrosi tumoral

TNFR tumor necrosis factor receptor, receptor del factor de necrosi tumoral

TRADD TNF receptor associated death domain, domini de mort associat al
receptor de TNF

TRAF TNF receptor associated factor, factor associat al receptor de TNF

TRAIL TNF-related apoptosis inducing ligand, lligand inductor d’apoptosi
associat al TNF

TRAIL-R TNF-related apoptosis inducing lingand receptor, receptor del lligand
inductor d’apoptosi associat al TNF

TUNEL marcatge d’uridines terminals per la uridina deoxinucleotidil transferasa
UV ultravioleta

VDAC voltage dependent anion carrier, canal anionic dependent de voltatge
VLDL very low density lipoprotein, lipoproteina de molt baixa densitat
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Introduccié

1. EL FETGE. ESTRUCTURA | FUNCIONALITAT BASICA

El fetge és un drgan de vital importancia per a la supervivencia de I'organisme.
Es molt versatil i realitza multiples i molt variades funcions. Es troba implicat en
el metabolisme de carbohidrats, proteines i lipids, i també realitza funcions

detoxificants (de toxines i farmacs) i immunologiques, entre d’altres.

El fetge es troba situat a la cavitat abdominal i es desenvolupa com una
evaginacié de l'intesti prim [1]. Al igual que succeeix amb altres organs, és
format per diferents tipus de cél-lules que interaccionen entre si i amb la matriu
extracel-lular. Es aquesta interaccid la que permet mantenir I'estructura
hepatica normal i el funcionament harmonic de les cél-lules. Els principals tipus

cel-lulars residents al fetge so6n 4 [figura 1]:
- hepatocits
- cel-lules de Kupffer
- cel'lules estelades
- cel'lules endotelials

Les cellules majoritaries del fetge son els hepatocits. Aquestes estan
disposades en fileres radials orientades cap a uns espais plens de sang
anomenats sinusoides. Segons la seva localitzacié dins del lobulet hepatic
manifesten diferents propietats estructurals, histoquimiques i bioquimiques. La
sang esta separada de la superficie dels hepatocits per una capa de cel-lules
endotelials aplanades separades entre elles per uns petits orificis. Aquestes
presenten receptors per a l'endocitosi de substancies com LDL i també
produeixen mediadors vasoactius (endotelina-1) i citocines. Entre aquests dos
tipus cel-lulars es troba situat 'anomenat espai de Disse. Gracies als petits
orificis de la capa endotelial és possible I'intercanvi de molécules entre I'espai

de Disse i el torrent circulatori [2].
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Hepatocits

A i SR ", T

D * P

FIGURA 1. Esquema representatiu dels diferents tipus celdulars presents al fetge. Les
cellules de Kupffer es troben a l'interior del sinusoide hepatic, mentre que les cél fules estelades

es troben a I'espai de Disse. Procedent de SL Friedman [3].

A banda de les ja esmentades, al fetge també trobem les cél-lules de Kupffer i

les cél-lules estelades o cel-lules d’lto. Les cel-lules de Kupffer, derivades dels

monocits, son els macrofags residents i es troben situades a la paret

sinusoidal. Es creu que son cél-lules migratories perqué no estableixen unions

intercel-lulars amb les cel-lules veines. Finalment les ceél-lules estelades,
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situades a I'espai de Disse, sén les que emmagatzemen vitamina A i segreguen

diferents factors de creixement [2, 4].

Els hepatocits es troben organitzats constituint unes estructures anomenades
lobulets tal i com s’observa a la figura 2. El lobulet hepatic classic té forma
hexagonal, es troba organitzat en torn a una vena central i a cada cantonada
d’aquest hexagon podem veure una branca de la vena porta, una de l'artéria

hepatica i una del conducte hepatic biliar juntament amb el conducte limfatic.

Perd també existeix una altra manera de definir el lobulet si considerem el
conducte biliar com el lloc on es buida la secreci6 i al voltant es situa el
parenquima hepatic. Aixi es descriu 'anomenat lobulet hepatic portal, I'is del
qual resulta més util en certes situacions patologiques [1]

Hepatocits

VRl 1V 91l
o\

Conducte
Biliar

LK
N

Sinusoids
hepatics

Vena porta
hepatica

hepatica central

FIGURA 2. Estructura del lobulet hepatic.

Una caracteristica molt singular del fetge és que té una doble vascularitzacio, ja

qgue rep sang oxigenada de les artéries hepatiques (dreta i esquerra) i sang rica
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en nutrients a través de la vena porta. La sang surt del fetge per les venes
hepatiques, situades a la part posterior de I'érgan, que buiden el seu contingut

a la vena cava inferior [5].

El fetge esta involucrat en 'hnomeodstasi de la glucosa. Els hepatocits son les
cel-lules que, per unitat de pes, acumulen més glicogen. A partir d’aquest, o per
la sintesi de novo (gluconeogénesi), el fetge pot alliberar glucosa per la sang.
Té també funcions molt destacades en el metabolisme lipidic. Es responsable
de la formaci6é de cossos cetonics i d’algunes lipoproteines com VLDL i HDL.
Sintetitza albumina i altres proteines, moltes d’elles essencials per a la
coagulaci6 de la sang (protrombina i fibrinogen); elabora la bilis i
emmagatzema vitamines (A, del complex vitaminic B i D) i a més s’encarrega
de la detoxificacié de farmacs i de compostos toxics de I'organisme [6]. També
realitza funcions secretores ja que actua com a glandula exocrina (segregant
bilis cap al duode) i com a glandula endocrina (segregant hormones i proteines)
[4].
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2. ISQUEMIA/REPERFUSIO

El dany produit per isquémia/reperfusié (I/R) pot ser un problema clinic per a
diferents organs com el cervell, cor, ronyo6 o fetge, i és un fenomen on el dany
cel-lular en un organ hipoxic és accentuant per la subsegient arribada d’oxigen.
En el fetge, aquesta forma de dany va ser reconeguda com un desordre
patologic clinic important per Toledo-Pereya et al. al 1975 durant estudis
experimentals de trasplantament de fetge [7]. En aquest treball, es va observar
que a vegades el fetge trasplantat desenvolupava congestio, trombosi
progressiva i/o0 necrosi resultant en una fallida de I'érgan. No va ser fins al 1980
que el terme dany per reperfusié no va ser generalment utilitzat en la literatura

dels trasplantaments hepatics.

El dany hepatic per I/R pot ser categoritzat en I/R calenta i dany per reperfusié
en fred. Un dany produit per I/R calenta pot donar-se durant trasplantaments,
xocs circulatoris i reseccions de fetge per tumors. El dany produit per una
reperfusié en fred, té lloc durant la preservaci6 d’organs abans de ser
trasplantats. Hi ha moltes similituds entre la patologia i el mecanisme patogenic
del dany produit per I/R en calent i en fred.

2.1. ANATOMIA | RELLEVANCIA CLIiNICA

Com hem dit anteriorment, el subministrament aferent de sang al fetge ve per
dos vies:

- lartéria hepatica, que porta sang oxigenada i representa

aproximadament el 25% del flux hepatic i el 50% de 'oxigen total.

- la vena porta hepatica, que drena la circulacié esplancnica i representa

aproximadament un 75% del flux sanguini hepatic.

Tot i la seva proteccio per un subministrament dual de sang i la seva capacitat
pel metabolisme anaerobic del glicogen emmagatzemat en el fetge, el dany
hipoxic pot tenir lloc en aquest organ.

-13 -



Introduccié

En estats de flux sanguini baix, el dany per hipdxia pot tenir lloc primer en la
regié pericentral dels Iobuls hepatics [8]. Si la hipoxia és més severa, es pot
desencadenar una hepatitis isquémica, caracteritzada per un increment

dramatic dels nivells d’aminotransferases (AT) en sérum.

El dany produit per I/R causa fins a un 10% de les fallides d’organ, i arriba a
tenir incidencies més elevades en reseccions agudes. A més, el dany per I/R
contribueix a disminuir la quantitat de fetges disponibles per a ser trasplantats a
causa de I'elevada susceptibilitat dels fetges marginals a la isquémia. En efecte
doncs, minimitzar els efectes adversos del dany per I/R podrien significar un

augment dels éxits en els trasplantaments hepatics.

2.2. PROGRESSIO DEL DANY HEPATIC PRODUIT PER I/IR

La isquémia ja causa certa mort cel-lular per se, pero el principal dany hepatic
es manifesta durant el procés de reperfusio.

El procés del dany produit per I/R combina molts factor interrelacionats que

produeixen una cascada de respostes [figura 3] que culminen en una fallida

hepatica.

Hi ha una clara activacio de:
-cel-lules de Kupffer (KC)
-cel-lules polimorfonuclears (PMN)
-cel-lules endotelials (EC)

Les cel-lules de Kupffer, macrofags residents del fetge, es troben en I'espai
sinusoidal hepatic, que sembla ser relativament resistent a la isquémia i és
activat durant la reperfusié. Un cop activat, produeix tota una série de factors
proinflamatoris, incloent citoquines com PGs, PAF, IL-1, TNF-a, IL-6, IFN-y i
especies reactives d’oxigen (ROS), que sén critiques en la patogénesi del
dany per I/R [9], ja que actuen directament com a citocines en les cel-lules
endotelials (EC) i hepatocits, induint canvis en els seus receptors de

membrana.
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Les consequéncies finals d’aquest procés interrelacionat sén alteracions
tissulars causant disfuncions hepatocel-lulars. Els canvis histopatologics que
tenen lloc en el fetge isquémic durant la reperfusié inclouen una vacuolitzacio,
disrupcié de I'endoteli i infiltracié de neutrofils, a més d’alteracions en la

microcirculacié hepatica.
De manera més minuciosa, podriem distingir dues fases durant el procés d’l/R:
fase inicial

La fase inicial (< 2h després reperfusid) esta caracteritzada per un estrés
oxidatiu, on la producci6é i alliberaci6 d’espécies reactives d’oxigen (ROS)

sembla ser directament la causant del dany hepatocel-lular.

La primera consequéncia del dany produit per I/R per tant, és una anodxia que
provoca una disminucié dels nivells energétics de I'hepatocit i afecta al
funcionament enzimatic. Hi ha una disminucié d’adenosina trifosfat (ATP),
s’acumula sodi intercel-lularment i es produeix un edema cel-lular [10]. La major

part de la mort cel-lular durant la primera fase de reperfusié és necrotica.

L’activacié del complement també és critica en les fases inicials del dany per
I/R ja que una disminuci6é del complement redueix I'estrés oxidatiu induit per les
KC [11, 12].

fase avancada

La fase avancada del dany produit per I/R (entre 6 i 24h de reperfusié) és un
desordre inflamatori mediat per un reclutament de neutrofils. Hi ha evidéncies
de que les cél-lules de Kupffer i els limfocits T s’activen durant la reperfusio i
desencadenen la resposta inflamatoria mediada per neutrofils. Els neutrofils
activats també alliberen elastasa, catepsina G, heparanasa, col-lagenasa i
enzims hidrolitics que son directament hepatotoxics. Es produiran tota una
seérie de citocines inflamatories com TNF, interleuquines, prostaglandines,
interferé, etc, que generaran més radicals i s’amplificara la resposta
inflamatoria activant més cél-lules de Kupffer i neutrdfils. Aquests neutrofils,
actuen també com a citocines directes sobre les cel-lules endotelials i els
hepatocits, i indueixen tota una série de canvis en les membranes cel-lulars, les

quals expressen molécules d’adhesié cel-lular i antigens MHC, facilitant les
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interaccions de I'endoteli amb els neutrofils, de manera que aquests neutrofils
s’aniran acumulant i migraran cap al teixit danyat per un procés de rolling.

FLUX SANGUINI REDUIT ROS
HIPOXIA
CELLULESDE | « » | LIMFOCTIS T
KUPFFER
Citocines:
PGs, PAF,
IL-1, TNF,
IL-6, IFNy
NEUTROFILS Actvacio
Proliferacio
Molécules d’adhesio
Transmigracio
\
| CELLULESENDOTEJIALS —-—-—- 54— - —— == {- — > apopTOSI |

[ HEPATOCITS I I I qANY TISSULAR]

FIGURA 3. Cascada cel {ular en el dany induit per I/R. Es generen radicals lliures que inicien
la cascada inflamatoria que dona lloc al subsegiient dany hepatic, caracteritzat per una activacio
i infiltracio de neutrdfils en el fetge durant la reperfusié. L'activacié de les cél{ules de Kupffer i
dels limfocits T promou l'acumulacié de neutrofils, a més de l'increment en l'expressio de
molécules d’adhesié com ICAM-1 en les cél{ules endotelials. Les cel lules de Kupffer activades i
els limfocits T segreguen tota una serie de citocines que amplificaran la resposta inflamatoria i
provocaran la destruccio de I'érgan. Procedent de Fondevila et al. [13].
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2.3. MECANISMES CEL-LULARS DEL DANY HEPATIC PRODUIT PER I/IR

2.3.1. Paradoxa del pH

Durant la isquémia, el pH intracel-lular baixa com a resultat d’'una glicolisi
anaerobica i la hidrdlisi de I'adenosina trifosfat (ATP) [14]. Aquesta acidosi
metabolica protegeix front la mort cel-lular necrotica als hepatocits. Pero la
recuperacié d’'un pH normal durant la reperfusié de les cél-lules isquémiques,
accelera la mort cel-lular. Aquest fenomen és anomenat “paradoxa del pH”. Un
increment del pH sembla que provoca dany cel-lular en la paradoxa del pH [15-
17]. D’aquesta manera una inhibicié6 de lincrement del pH després de la
reperfusié prevé la necrosi hepatocel-lular en el dany per I/R.

2.3.2. MPT

Hi ha estudis que impliquen la permeabilitzacié transitoria de la mitocondria
com a procés clau en el dany cel-lular letal associat amb anoxia, reperfusio i
estrés oxidatiu en hepatocits i miocits. Després d’una permeabilitzacié de MPT,
la mitocondria esdevé lliurement permeable a soluts amb pes molecular <
1500Da [18]. ROS, elevades concentracions de Ca* i oxidants quimics
indueixen MPT; Mg*?, pH baix i ciclosporina A disminueixen el dany cel-lular
causat per anoxia i estrés oxidatiu [19].

2.3.3. Estrés oxidatiu i ROS

L’estrés oxidatiu resulta d’'un imbalan¢ entre prooxidants i antioxidants. Les
celllules poden adaptar-se a increments d’estrés oxidatiu, perdo si aquest
esdevé agressiu, es produeix un desacoblament de les funcions cel-lulars i

provoquen un dany irreversible o mort cel-lular.

Els radicals son probablement uns dels primers i més importants components
del dany tissular després de la reperfusi6 en els organs isquémics. Les
principals especies oxidants inclouen:

-el radical superoxid
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-hidroxil
-peroxid d’hidrogen

Les principals fonts de produccié de ROS en fetges isquemics sén les xantina
oxidases, céel-lules de Kupffer i els polimorfonuclears adherents o neutrofils [20].
El dany produit per radicals incideix sobre proteines, enzims, acids nucleics,
citoesquelet, membranes cel-lulars, peroxids lipidics, resultant en una disrupcio
en la funcié mitocondrial i peroxidacié lipidica [21]. ElI dany produit en les
cel-lules endotelials pels radicals provoca una perdua de la integritat

microvascular i disminueix el flux sanguini.

La mitocondria esta reconeguda com la major font intracel-lular de ROS, i s’ha
vist que intermediaris com el TNF-a i altres citocines proinflamatories com la IL-
1 o linterfer6-y poden generar ROS a través de la mitocondria com a
conseqléncia d’'un desacoblament en la cadena respiratoria [22].

Alguns esfingolipids, com la ceramida, també s’ha vist que poden incidir
directament sobre la mitocondria i induir la generacié de ROS. Hi ha estudis
que han descrit que la ceramida pot provocar una inhibicié directa del complex
Il de la cadena respiratoria mitocondrial [23] al igual que provocar una
disrupcié de les funcions mitocondrials [24]. S’han detectat ceramides i
glicolipids en mitocondries purificades [25] i s’ha vist que s’acumulen després
d’un tractament amb TNF [26].

Compostos endogens antioxidants com la superoxid dismutasa, la catalasa,
glutatié, a-tocoferols i B-carotens poden limitar els efectes dels ROS, pero
aquests sistemes poden ser rapidament aclaparats per elevades quantitats de
ROS [27].

2.3.4. Cel-lules de Kupffer

Les cél-lules de Kupffer (KC) sén els macrofags residents del fetge i
representen la poblacié fixa més gran de macrofags en el cos i un 40-65% de
les cel-lules no parenquimals del fetge [28]. Un cop s6n activades, aquestes
secreten mediadors proinflamatoris importants com les citocines, espécies

reactives d’oxigen i oxid nitric [29]. Degut als diferents tipus de cel-lules que hi
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ha al fetge i a la proximitat que hi ha entre elles permetent interaccions cel-lula-
cel-lula, les cél-lules de Kupffer estan intimament involucrades en el fetge en la
resposta a l'estrés. Recentment, s’ha demostrat que durant la I/R hepatica,
s’alliberen lligands enddgens dels hepatocits danyats o necrosats que soén
reconeguts per les cél-lules de Kupffer a través del toll-like-receptor 4 (TLR4),
inicialitzant en aquestes cél-lules la cascada de senyalitzacié del TLR4 resultant
en una inflamacié i dany de I'drgan [30, 31]. També s’ha descrit que la hipoxia
per se pot ser activadora de les cél-lules de Kupffer encara que aquest punt és
objecte de debat. S’ha vist que el bloqueig de l'activitat de les cél-lules de
Kupffer amb clorur de gadolini redueix el dany hepatocel-lular en models
animals [32, 33]. Per exemple, hi ha estudis on s’observa que els ratolins
tractats amb clorur de gadolini, que inactiva les cél-lules de Kupffer, bloqueja la
fagocitosi i la subseglent sortida dels mediadors inflamatoris, estant aixi
protegits front el dany causat per I/R [31, 34].

2.3.5. Limfocits T

S’ha postulat que una isquémia perllongada esdevé més immunogenica, per
tant més susceptible a la resposta immune de les cel-lules T [35]. De fet hi ha
evidencies que recolzen la importancia de les cel-lules T mediant ambdos

danys per I/R a curt i a llarg termini.

El rol dels limfocits en la I/R hepatica és multifactorial. La demostracié de que
una immunosupressio sistemica (CsA, FK506) atenua el dany hepatocel-lular
després d'una I/R implica la participaci6 dels limfocits T en el dany

patofisiologic [36].

L’adhesi6 dels limfocits en els sinusoids hepatics té lloc de manera primerenca
durant la reperfusié i desacobla la funcionalitat hepatica després de temps
d’isquemia perllongats [37]. Hi ha també dades que mostren que els limfocits T
CD4(+) circulants poden actuar com a mediadors cel-lulars en el reclutament de
cel-lules polimorfonuclears després d'una I/R hepatica [38]. A més, I'efecte
protector de la citocina antiimflamatoria IL-10 en models de dany per I/R
relacionen no només la inhibicié d’alliberacié de citocines per les cél-lules de

Kupffer siné també la inhibicié dels limfocits T residents [39].
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2.3.6. Citocines i quimioquines

TNF

El TNF (factor de necrosi tumoral) és una citocina pliotropica induida per
nombrosos tipus cellulars en resposta a diferents estimuls inflamatoris i
immunomoduladors. Els efectes biologics del TNF s’estenen des de la induccio
de mort cel-lular fins a promoure la regeneracié cel-lular. EI TNF pot mediar

directament la toxicitat a la mitocondria, i induir apoptosi o0 necrosi [40-42].

La generacié de ROS formats predominantment per la mitocondria és un altre
factor que podria contribuir als efectes citotoxics del TNF.

El TNF s’allibera durant la reperfusio i es generen citocines inflamatories com
IL-1 en resposta al TNF. EI TNF també indueix KC i es produeix més TNF [43,
44]. IL-1 també regula la produccié de radicals pels neutrofils. A més,
anticossos anti-TNF redueixen el dany hepatic en models d’l/R hepatica en
rata. De la mateixa manera, la pentoxifilina, que suprimeix la produccié de

TNF per les KC, també pot disminuir el dany per I/R en models murins [45].

INTERLEUCINES

-Interleucina-6 (IL-6) és una interleucina que pot actuar tant com a
proinflamatoria com antiinflamatoria. Es secretada pels limfocits T i els

macrofags per estimular la resposta al trauma, dany cel-lular i inflamacid.

-Interleucina-10 (IL-10) és una citocina important tant en la supressié de
repostes immunoproliferatives com en respostes inflamatories. S’ha vist que el
subministrament d’IL-10 exdgena regula a la baixa les funcions efectores dels
macrofags incloent la producci6 de certes citocines inflamatories com el TNF-a
[46].

-Interleucina-1B (IL-1B) és una interleucina basicament secretada per

macrofags amb un efecte proinflamatori important.

En isquemia/reperfusié in vivo s’allibera Interleucina-6 (IL-6), perd aquest

alliberament és retardat en comparacié amb l'alliberament de TNF-a i IL-1p3, els

-20 -



Introduccié

nivells seérics dels quals son incrementats durant els primers minuts de la

reperfusié [43, 44] .

L’alliberacié d’IL-13 promou la produccié de ROS, de manera que un
antagonista del receptor d’'IL-1B disminueix els nivells de TNF-a i també de
dany hepatic per I/R en rates [43].

També s’ha descrit una altra citocina proinflamatoria, interleucina-12 (IL-12),
que s’expressa abans que el TNF-a i que la IL-1B, i podria ser critica en la
iniciacié de la resposta hepatica inflamatoria [47], encara que aquest punt és
objecte de controvérsia a dia d’avui.

QUIMIOQUINES

Les quimioquines sén proteines de baix pes molecular que actuen com a
quimioatraients de leucocits potents. El TNF-a s’allibera després de la isquémia
i indueix Il'alliberacié de quimioquines. Entre elles destaquen la interleucina
inflamatoria IL-8, factors d’agregacié plaquetars, quimioatraients de neutrofils
induits per citocines (CINC), proteines inflamatories de macrofags (MIP)-1,2,
quimioatraients de monocits (MCP)-1,2,3 [18].

Aquestes quimioquines, sobretot els quimioatraients de neutrdfils induits per
citoquines (CINC) sén factors crucials que enllacen les primeres fases de
I'activacio de les ceél-lules de Kupffer amb la fase més avancada del dany
produit per I/R mediat per neutrofils.

2.3.7. Microcirculacio

La microcirculacié hepatica també es veu afectada en processos d’isquémia
reperfusié. Com més llargs son els episodis d’isquémia, més fortes sén les
pertorbacions en la microcirculacié hepatica durant la reperfusio [48, 49]. La
causa d’una mala microcirculaci6 és un desordre en la produccid6 de

vasoconstrictors i vasodilatadors.

S’ha demostrat que la inhibici6 de la sintesis d’oxid nitric (vasodilatador)

provoca un increment en el dany per I/R [50, 51].
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Al fetge trobem la sintasa d’oxid nitric induible (iNOS) i la sintasa endotelial
d’oxid nitric (eNOS).

La sintasa d’oxid nitric induible pot ser expressada normalment en resposta a
mediadors inflamatoris. Aixo activa NF-kB, que juga un rol molt important en la
regulacio de I'expressio del gen d’iNOS [52]. INOS és independent dels nivells
de calci per a la seva activitat i produeix oxid nitric a nivells més elevats que
I'eNOS.

La sintasa d’oxid nitric endotelial s’expressa constitutivament a les cél-lules
endotelials dels sinusoides i és dependent dels nivells intracel-lulars de calci
per a la seva activitat. En molts teixits, eNOS és important regulant el flux
sanguini, produint oxid nitric en resposta als vasodilatadors endotelials i als

estimuls fisics com I'estrés.

Durant la isquémia hepatica, els nivells intracel-lulars de NADPH i d’oxigen
disminueixen i l'activitat de la sintasa d’oxid nitric és essencial perque els
nivells d’oxid nitric també disminueixen. Durant la reperfusid, entren quantitats
elevades de calci a les cél-lules endotelials dels sinusoides i s’activa eNOS,
produint una generacié massiva d’oxid nitric [53]. Al mateix temps, els radicals
activen NF-kB i hi ha un increment en I'expressidé de la sintasa d’oxid nitric
induible [54].

Per altra banda, I'endotelina-1 (ET-1) és un potent vasoconstrictor que s’allibera
durant la reperfusié i s’ha vist que un pretractament amb un anticos, anti-ET-1,
antagonista del receptor d’'ET incrementa el flux de sang a nivell microvascular

durant la reperfusio, atenuant aixi el dany tissular [55].

2.4. SENYALITZACIO INTRACEL-LULAR DURANT I/R

El dany hepatic generat per I/R genera dos tipus de mort cel-lular, apoptosi i
necrosi en hepatocits i en cél-lules no parenquimals [56, 57]. Moltes molécules
de senyalitzacié intracel-lular sén activades per I/R incloent el factor nuclear kB
(NF-kB) i la cinasa N-terminal c-Jun (JNK) [58].
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2.4.1. NF-kB

NF-kB és un factor transcripcional redox sensible identificat, inicialment, com
una proteina d’origen limfoide, que reconeix la regid consensus

GGGACTTTCC present en el promotor del gen de la cadena lleugera k [59].

La regulacié d’'NF-kB és posttranscripcional, ja que es troba en el citoplasma de
forma inactiva associat a una proteina inhibidora de la familia IkB [60, 61]. Front
a diferents estimuls, es produeix l'alliberacié de la proteina inhibidora, que

permet a NF-kB migrar al nucli cel-lular i regular 'expressié genica.

NF-kB forma part d'una familia de factors transcripcionals dimérics que
posseeixen dominis d’homologia Rel, i a través dells s’uneixen a I'ADN,

interaccionen unes subunitats amb altres i amb les proteines inhibidores IkB.

La familia Rel de proteines comprén dos grups que es classifiguen en base a
la seva estructura, funcié i forma de sintesis [62]:

* Grup | : del que formen part les proteines p50 i p52. Sintetitzades a partir de
les seves proteines precursores p105 i p100, respectivament. Les proteines
madures es caracteritzen per la presencia d’un domini d’homologia Rel
d’aproximadament 300 aminoacids i que inclou la regié d’uni6é a ’'ADN.

» Grup II: inclou les proteines Rel A (p65), c-Rel, Rel B i la proteina dorsal de
Drosophila, que a més de posseir el domini Rel, t¢ dominis amb capacitat
activadora de la transcripci6. La familia Rel/NF-kB pot formar homo o
heterodimers. El dimer p65/p50 és el més comu i p65 és la subunitat amb
major capacitat transactivadora. La dimeritzacié és important funcionalment, ja

qgue és necessaria per la posterior unié a ’ADN del factor nuclear activat.

S’han proposat dos models divergents per I'activacié d’NF-kB [figura 4]:

El primer, consisteix en la via d’activacié classica, on s’activa el complex IkB
cinasa, que esta compost per tres subunitats IKK1 (o IKK-a), IKK2 (o IKK-B) i
NEMO (NF-kB essential modulator) [63]. L’activacié d’aquest complex de
cinases resulta en la fosforilacié6 d’ IkB-a en els residus serina 32 i 36 per la
subunitat IKK2. Un cop IkB-a és fosforilada, aquesta sera ubiquitinitzada
selectivament en residus lisina, i posteriorment, degradada pel proteasoma 26S
[63]. La dissociacié d’'IkB-a permet que quedi lliure la regié de I'extrem carboxi-
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terminal que inclou la senyal de localitzacié nuclear d’NF-kB, amb lo que
rapidament es translocara al nucli on regula la transcripcié dels seus gens

diana.

Per altra banda, al 1994 dos treballs mostraven la fosforilacié en tirosina d’ IkB-
a front a dos estimuls independents: durant el procés d’activacié de neutrofils
[64] i en resposta a la hipoxia [65], pero el significat d’aquestes modificacions
no estava clar. Finalment, al 1996, Imbert V et al. van mostrar que la fosforilacié
en el residu tirosina 42 d’ IkB-a no resulta en la seva degradacio, pero si en la
seva alliberacié del complex NF-kB/IkB-a, permetent I'activaciéo d’NF-«kB [66].

Aquest segon mecanisme de fosforilacié en tirosina d’'lkB-a ha estat menys
estudiat, perd sembla que requereix I'activacié de les cinases de la familia
Sre, com p56Lck, ZAP-79, i c-Src [67-70]. S’ha descrit que c-Src és una tirosin
cinasa regulada per redox i activa NF-kB per fosforilacié d’lkB-a en residus
tirosina 42 [66, 70-72].
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FIGURA 4. Vies d’activacio d’NF-kB en hepatocits després d’una isquémia/reperfusio.

Procedent de Jaeschke et al. [73].

In vivo, sembla que tenen lloc els dos mecanismes durant el dany produit per

I/R, reflectint la complexitat del procés, que inclou estrés oxidatiu, produccio de

citocines proinflamatories i hipoxia. Estudis recents han demostrat que NF-kB

esta activat durant la I/R en el fetge [74-76], pero la rellevancia funcional de

I'activacié d’'NF-kB i el rol de les IKKs en el dany per I/R no esta del tot clar. Per

exemple, Luedde et al [77] demostren que una deficiencia d'IKK2 prevé

NF-kB en fetge.

6d

I'activaci

Pero també s’ha vist que la generacié intracel-lular de ROS després de la I/R

activa Src, resultant en una fosforilacié d’lkB en els residus tirosina, de manera

que es dissocia I'heterodimer p50-p65 de la seva subunitat inhibidora IkB i es
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segueix d’'una translocacié nuclear [66, 78, 79]. Engelhardt et al realitzaren un
estudi amb ratolins knock-out de la regi6 tirosina d’IkB-a on s’observa una
disminucié en l'activaci6 d’NF-kB després de la isquémia/reperfusid respecte
els ratolins salvatges, demostrant aixi la rellevancia de la fosforilacid en
tirosines d’IkB a través de c-Src [78]. A més, el mecanisme d’activacié d’'NF-kB
mediat per Src per una fosforilacié en tirosines d’IkB s’ha descrit durant la
hipoxia en varis tipus cellulars, incloent els hepatocits [71, 74, 80]. També cal
tenir en compte estudis recents que han demostrat que nivells baixos de GSH
(principal antioxidant cel-lular) disminueixen la capacitat transactivadora d’NF-
KB en hepatocits, involucrant el mecanisme dependent o independent d’IKK en
funcié del grau de disminucié dels nivells de GSH. Aixo vol dir que amb
disminucions moderades de GSH, NF-kB és capac d’emigrar al nucli, perd no
pot transcriure els seus gens diana, si en canvi sén disminucions més
acusades es bloqueja també [lactivacidé d’IKK impedint aixi [I'activacid i
translocacié al nucli d’'NF-«kB [81].

L’activacio d’NF-kB juga un paper controvertit en el dany induit per I/R ja que
indueix tant gens protectors com proinflamatoris [82, 83]. Per exemple, s’ha vist
que l'activaci6 hepatica d’NF-kB disminueix el dany per I/R i millora els
trasplantaments ortotdpics de fetge, mentre que també s’ha mostrat que una
inactivaci6 d'NF-kB protegeix el fetge front I/R [77, 84-86]. Aquestes
discordances s’han justificat en base als diferents graus d’activaci6 d’NF-«kB
residual segons els mecanismes utilitzats per a bloquejar la seva activacié. Aixi,
mentre que un bloqueig total d’NF-kB pot ser deteriorant ja que no permet
I'activacié dels gens de supervivéncia, una inhibici6 moderada d’'NF-kB pot
suprimir l'activacié dels mediadors proinflamatoris, i en canvi permetre la

induccio6 dels gens protectors.

Aquesta dicotomia d’'NF-kB en promoure o prevenir el dany produit per I/R

podria reflectir la seva funcid_especifica_segons el tipus cel-lular com a

activador transcripcional, és a dir I'expressié de gens NF-kB depenents segons
el tipus cel-lular, com ceél-lules parenquimals i cél-lules de Kupffer. Aixo, és un
aspecte important de l'activaci6 d’NF-kB durant el dany produit per la I/R
hepatica que resta per aclarir. L’activacio d'NF-kB en les cél-lules de Kupffer
sembla ser presumiblement la responsable de la onada de generacié de
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citocines proinflamatories a linici de la reperfusio. La funci6 d’NF-kB en els
hepatocits durant el dany postisquémic tampoc esta ben definida, perd varis
estudis documenten del rol critic d’'NF-kB en prevenir I'apoptosi en resposta al

factor de necrosis tumoral a (TNF-a) [87, 88].

2.4.2. JNK

La cinasa N-terminal c-dun (JNK) forma part de la familia de les MAP cinases, i
és un enzim que és fosforilat i s’activa en situacions d’estrés [89]. Es estimulat
per citocines inflamatories com TNF-a [90] i IL-1 [91], radiacions i estrés
oxidatiu [92, 93]. El TNF-a activa fortament JNK, que fosforila les seves dianes
c-Jun, ATF-2, i JunD. Aquests factors de transcripcié formen part dels membres
de la familia AP-1 (proteina activadora - 1) i indueixen la transcripcié dels gens
depenents d’AP-1, molts d’ells estan involucrats en la regulacié d’inflamacié,

proliferacié i mort cel-lular.

Estudis recents han proposat que JNK també pot interaccionar directament amb

la mitocondria provocant la sortida de citocrom c i donant lloc a I'apoptosi [94-97].

S’ha vist que JNK és activat durant la isquémia/reperfusié hepatica degut a
I'estrés cel-lular, i és fortament induit per TNF-a [98] i per les especies reactives
d’oxigen (ROS) mediant dany hepatic en aquest procés [91, 99].

El TNF-a soluble (sTNF) s’uneix al TNF-R1 mentres que el TNF-a de membrana
(mTNF) s’uneix al TNF-R2. Ambdods receptors de TNF recluten proteines
adaptadores TRADD, TRAF2 i RIP per activar la via d’'IKK i JNK. Una activacio
perllongada de JNK requereix de la generacié d’espécies reactives d’oxigen
(ROS), ja que la produccié de ROS contribueix a l'activaci6 de JNK oxidant i
inactivant varis membres de les MAP cinasa fosfatases (MKP). L’activacié
perllongada de JNK declina el balang cap a la mort cel-lular induint la fosforilacié
de la E3 lligasa ltch i la subseglent ubiquitinitzacié i degradacié de l'inhibidor de
caspasa-8 c-Flip, regulat per NF-kB. L’activacid6 d'NF-kB evita ['activacio
prolongada de JNK i la mort cel-lular induint la transcripcié d’antioxidants com la
manganés superoxid dismutasa (MnSOD). Una curta activacié de JNK també pot
induir proliferacié per I'activacié de c-Jun [83] [figura 5].
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FIGURA 5. Rol d'IKK, JNK i ROS en la induccié de la mort celular i proliferacio induida per
TNF-a. Procedent de Schwabe RF et al. [83].

2.4.3. AKT

La via de AKT/fosfatidilinositol 3 (PI3) cinasa és una via important de
supervivencia involucrada en la proteccié front a diferents estimuls. L’activacié
d’aquesta via promou la viabilitat cel-lular en part per la modulacié de varis

factors implicats en I'apoptosi [100, 101].

Estudis recents han vist que la via d’Akt juga un rol impotant en la proteccio
front el dany induit per I/R. Per exemple, s’ha vist que AKT suprimeix I'activacié
de molts moduladors d’apoptosis com sén Bad, GSK-B (glicogen sintasa cinasa
B) i caspasa-3 [102, 103].
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3. ELS ESFINGOLIPIDS

3.1. ESTRUCTURA MOLECULAR

Els esfingolipids s6n importants components de les membranes lipidiques que
contenen una base esfingoide de cadena llarga, com l'esfingosina [figura 6], un
enllag amida, un acid gras de cadena llarga i un cap amb un grup polar. [104,
105]. Depenent de la identitat d’aquest grup polar es diferencien diversos
subtipus, com la ceramida (grup hidroxil) [figura 6], [I'esfingomielina
(fosforilcolina) [figura 7] o els glicoesfingolipids (carbohidrats) entre els que
destaquen els gangliosids. Aquests ultims son lipids complexos, components
estructurals de les membranes cel-lulars que participen en el manteniment de la

seva integritat i fluidesa.

oo
CHa—{CH2}12—C=(|:—(I3—t|3“CHEDH
H OH NH:
Esfingosina
HoH
GHa—(CH2)12—C=(|2—(;}—?—CH20H
H OH I:IH
0=G
Ceramida <FH2}"
CHg

FIGURA 6. Esfingosina i ceramida.
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FIGURA 7. Esfingomielina.

3.2. METABOLISME ESFINGOLIPIDIC

Els esfingolipids inicien la seva sintesi en el reticle endoplasmatic a partir del
seu precursor la ceramida rere l'acci6 coordinada de la serin-palmitoil
transferasa (SPT) i la ceramida sintasa (CS). La sintesis de ceramida comenca
amb la condensacié de L-serina i palmitoil-CoA per formar 3-cetoesfinganina,
pas limitant en la sintesi de ceramida, per I'accié de la SPT. 3-cetoesfinganina
és reduida a la base esfingoide esfinganina per I'enzim 3-cetoesfinganina
reductasa, que després sera acetilada per la ceramida sintasa (CS) per generar
dihidroceramida. Aquest compost, bioldgicament inactiu, és oxidat a ceramida
al introduir-se un doble enlla¢ entre els carbonis 4 i 5 en posicié trans per

I'accié de la dihidroceramida desaturasa.

La via de sintesi de_novo de la ceramida requereix per tant, I'accidé coordinada

de la SPT ila CS per generar ceramida [figura 8].

A més de la sintesi de novo, la ceramida pot ser generada per I'activacié de

fosfolipasses especifiqgues com sén les esfingomielinases (SMases), capaces

d’hidrolitzar I'enllag fosfodiéster de I'esfingomielina. Han estat caracteritzades
varies esfingomielinases, dues de les quals sén de rellevant importancia en
senyalitzacid: 'esfingomielinasa neutra, que es troba en membranes amb un
pH optim de 7.4 i 'esfingomielinasa acida, dependent de Zn*? i generalment

localititzada en compartiments endo/lisosomals [106, 107].
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Aquestes esfingomielinases poden activar-se rapidament a través de
mecanismes mediats per receptors cel-lulars i per 'accié de diverses drogues.

Un cop generada, la ceramida pot acumular-se causant els diferents efectes
citotoxics que se li atribueixen i/o ser convertida a diferents metabolits depenent
de l'estimul i del tipus cel-lular.

Aixi, la ceramida pot ser deacetilada per I'accié de les ceramidases (CDases)

acides i neutres generant esfingosina, que pot ser fosforilada per I'accié de
l'esfingosina cinasa (SK) formant esfingosina-1-fosfat (S1P), esfingolipid

potent amb propietats antiapoptotiques [104, 108-111].

Analogament, la ceramida pot ser emmagatzemada en forma d’esfingomielina
(SM) per transferencia de fosforilcolina a la ceramida via esfingomielina
sintasa (SMS).

Alternativament, a partir de la ceramida es poden derivar els
glicoesfingolipids mitjangant I'accié de gdlicosiltransferases especialitzades

que transfereixen un residu de glucosa a la ceramida per produir
glucosilceramida (GlcCer) a la superficie citosolica de I'aparell de golgi, o bé
per laddici6 de galactosa i formar aixi galactosilceramida al reticle
endoplasmatic. La majoria dels glicoesfingolipids deriven de la glucosilacié més
gue de la galactosilacié de la ceramida.

La GlcCer, generada per I'enzim limitant glucosilceramida sintasa (GCS), és
després transferida al lumen del Golgi, on servira de base per a la formacié de
glicoesfingolipids complexes com els gangliosids, entre els quals destaca el
gangliosid GD3 per la seva accidé proapoptotica, mitjancant I'addicié sequencial
de galactosa, acid sialic i N-acetilgalactosamina [112]. El ganglidosid GD3 pot
interaccionar amb la cadena respiratdria mitocondrial i generar ROS [113]. En
paral-lel GD3 és capac¢ d’interrompre la senyalitzacié d’'NF-kB, disminuint els
nivells nuclears de p65 [114], induits per diferents estimuls. Aquesta acci6 de
GD3 s’ha observat en diferents situacions patologiques, alhora que s’ha

proposat com a agent potenciador de I'acci6 dels quimioterapeutics [115].

A la figura 8 podem veure representat esquematicament el metabolisme que
dels esfingolipids que hem descrit fins ara.
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A més de les vies classiques de generacié de ceramida, hi ha observacions
que han previst evidencies d’una nova via on la ceramida pot ser generada a

partir dels glicoesfingolipids a la membrana plasmatica [116].

FIGURA 8. Esquema del metabolisme esfingolipidic. Procedent de Ogretmen and Hannun
[110].
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3.3. FUNCIONS BIOLOGIQUES

El concepte inicial dels esfingolipids com a simples constituents de les
membranes biologiques, ha estat qliestionat en els ultims anys per nombroses
dades que demostren la participacio dels esfingolipids en el control de diferents
mecanismes cel-lulars incloent proliferacio, diferenciacié cel-lular, mort cel-lular

apoptotica, contraccioé cel-lular, retraccié i migracié [104, 110, 117, 118].

3.3.1. Regulacié de la mort cel-lular per esfingolipids

Els esfingolipids, com hem dit, sbn segons missatgers en diferents processos
tals com proliferacié cel-lular, diferenciacié i mort cel-lular. En particular, la
implicacio de la ceramida en la resposta a I'estrés i en la mort cel-lular és de
gran interés a nivell cel-lular i molecular. De fet, la ceramida, ha estat
ampliament descrita com a inductora /o0 mediadora clau d’apoptosi front a
estimuls causants d’estres oxidatiu i en especial pel tractament amb

quimioterapia o radiacio ionitzant [104, 119, 120].

Diferents evidéncies sostenen un paper critic de la ceramida en la inducci6é

d’apoptosi:

- Els nivells de ceramida incrementen abans de la mort cel-lular [104, 110, 121],
implicant que aquesta generacidé és una causa més que una conseqléncia de

la mort cel-lular.

- increments de ceramida per tractaments amb SMases o agents farmacologics
que interfereixen amb enzims del seu metabolisme mimetitzen aquests efectes

d’estrés i induccio d’apoptosi [122].

- models genics com cél-lules de pacients amb Niemann-Pick (deficients en
activitat ASMasa) o els ratolins knockout de '’ASMasa i de la glucosilceramida
sintasa presenten les anomalies previsibles en la resposta a I'estrés [120, 122,
123].

S’han descrit els esfingolipids com a promotors de vies de mort cel-lular
depenents de la participacié del RE i/o la mitocondria. Per exemple, s’ha
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demostrat que C2-ceramida, analeg permeable de la ceramida, indueix estres
en el RE i subseguent mort cel-lular [124].

A més, la mort cel-lular apoptodtica induida per cannabinoids en cél-lules
tumorals esta mediada per un increment primerenc en els nivells de ceramida
per la induccié de la SPT, enzim responsable de la sintesis de novo de la
ceramida a partir de la serina i la palmitoil-CoA, i I'increment dels nivells de
ceramida al RE activa la mort cel-lular induida pel RE.

També s’ha demostrat una gran evidéncia del rol de la mitocondria en la mort
cellular induida per ceramida. S’ha vist que la ceramida interacciona amb el
complex Il de la mitocondria, resultant en un increment de generacié de
radicals (ROS), facilitant I'alliberacié de citocrom c¢ al citosol i I'activacié de
caspases [26, 125, 126].

Estimuls apoptotics, com lligands de mort cel-lular (ex. Fas i TNF), agents
quimioterapeutics o radiacions ionitzants, activen esfingomielinases
especifiques encara que el lloc precis intracel-lular de generacié de ceramida
per SMases no esta ben establert.

El rol de I'esfingomielinasa acida en la mort hepatocel-lular induida per TNF ha
estat observada mostrant la resisténcia dels ratolins knockouts en ASMasa al
dany hepatic induit per TNF endogen o exogen in vivo [123, 127].

A part de I'evident rol de la ceramida en la regulacié de la mort cel-lular induida
per estrés, la ceramida és precursora per la sintesis de glicoesfingolipids
complexos (GSLs), com els gangliosids. En particular, el gangliosid GD3 ha
promogut atencié considerable degut al seu rol emergent com a efector de mort
cellular. Tal com amb ceramida, incrementen els nivells cel-lulars de GD3 en
resposta a Fas o TNF [113, 128], la inhibici6 de la GDS3 sintasa, enzim
responsable de la sintesis de GD3 a partir del seu precursor GM3, prevé la
inducci6 de mort cel-lular produida per Fas, TNF o B-amiloids [128-130].

3.3.2. Regqulacié de vies de supervivéncia

L’activaci6 d’'SMases o de la sintesi de novo de ceramida no sempre

condueixen a mort cel-lular.
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Aix0 és degut a la coexisténcia d’ esfingolipids com la ceramida o el gangliosid
GD3 que promouen la mort cel-lular, i d’altres com I'esfinqgosina-1-fosfat (S1P)

que tenen propietats antiapoptotiques i activen vies de supervivéncia i
proliferacié. Aixi, l'equilibri entre aquests esfingolipids determinaria la
supervivencia o mort de les cél-lules [108, 131]. Per exemple, s’ha observat que
la sobreexpressié de la ceramidasa a fibroblasts L929 protegeix de I'accid
citotoxica del TNF mitjangant I'elevacié de ceramida i afavorint la conversio

d’esfingomielina a esfingosina-1-fosfat amb funcié antiapoptotica [132] .

Degut a la participacié dels esfingolipids en les vies de mort cel-lular, els nivells
intracel-lulars d’esfingolipids estan altament regulats. Varies vies cataboliques
son induides pels mateixos estimuls per eliminar lipids proapoptotics per
preservar la integritat cel-lular. Per exemple, ceramidases i/o esfingosines
cinasa, que transformen la ceramida a S1P, sén activades per nombrosos
estimuls externs incloent citocines inflamatories, radiacié o agents
quimioterapeutics. L’S1P intracel-lular mobilitza calci d’acumuls interns
independentment d’inositol trifosfat, a més d’activar vies de senyalitzacié que
generen proliferacié cel-lular i supervivéncia. S’ha vist que la inducci6é
d’apoptosi mediada per ceramida per la droga anticancerigena doxorubicia pot
ser bloquejada per 'S1P.

L’existéncia d’aquestes vies de senyalitzacié oposades controlades pel balanc
dinamic entre la concentracié d’'S1P i ceramida sén factors importants en la

determinacié de la supervivencia o mort cel-lular.

A més del paper intracel-lular de I'S1P com a supressor de mort cel-lular
regulada per ceramida, i promotor del creixement cel-lular, també s’ha vist que
la unié de S1P als receptors S1PR regula funcions cel-lulars com angiogénesi i

maduracio vascular [133].
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FIGURA 9. Representacié esquematica de les principals vies involucrades en el
metabolisme de la ceramida. Increments de ceramida estan associats a la rapida activacio de
I'esfingomielinasa (neutra, NSMasa i acida, ASMasa). La ceramida pot ser catabolitzada per
l'accié de la ceramidasa (neutra, NCDasa i acida, ACDasa) per formar esfingosina, que és
fosforilada per formar el lipid antiapoptotic esfingosina-1-fosfat (S1P). També pot ser glicosilada
per la glucosil ceramida sintasa (GCS), primer pas de la sintesis de gangliosids. | també pot ser
metabolitzada per I'esfingomielina sintasa (SMS) per incrementar els nivells d’esfingomielina
(lipid integrador de membranes).
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3.4. ELS ESFINGOLIPIDS EN LA ISQUEMIA/REPERFUSIO

L’apotosi, o mort cellular programada, é€s reconeguda com a clau en el dany
produit per isquemia/reperfusio, essent el factor de necrosi tumoral (TNF) un
element critic en aquest procés [45]. El TNF juga un paper central en moltes
formes de dany hepatic, entre elles la causada per I/R, i la informacié en la
senyalitzacié de la mort cellular (hepatocel-lular) per TNF podria tenir una
important rellevancia per al tractament de malalties hepatiques. En aquest
context, la ceramida ha emergit com un lipid intermediari que juga un rol
important en la resposta a I'estrés i mort cel-lular induida per TNF [104]. Tot i
que els nivells de ceramida poden incrementar per la via de sintesis de novo, la
hidrolisi de la esfingomielina mitjangant Iactivaci6 d’esfingomielinases
(SMases), tant l'acida com la neutra, constitueix una via efectora rapida i
habitual per a la generacié de ceramida després de la unié del TNF al seu
receptor de membrana [134]. En particular, resultats previs han demostrat que
I'esfingomielinasa acida esta implicada en I'apoptosi hepatocel-lular i el dany
hepatic induit pel TNF [123, 127].

Els radicals lliures generats durant la reperfusio i la influéncia del TNF en el
dany hepatic per isquémia/reperfusié apunten als esfingolipids com a possibles
mediadors. A més, s’han observat increments en els nivells hepatics de
ceramida en processos d’isquémia freda i reperfusio en calent [58], tot i que les

seves consequeéncies i regulacié no han estat préeviament caracteritzades.

De forma similar, malgrat haver-se descrit la regulacié d’esfingomielinases en
un model d’I/R en rata, on I'esfingomielinasa neutra era estimulada durant la
reperfusi6 del fetge isquémic, al mateix temps que [activitat de
I'esfingomielinasa acida es veia disminuida [135], el seu impacte en la regulacioé
de la ceramida i la seva contribucié en el dany hepatic per I/R no ha estat

avaluat.
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4. EL GLUTATIO

El glutatié (GSH) [figura 10] és el tiol de baix pes molecular més abundant a la
cel-lula, en concentracions de I'ordre milimolar, amb gran eficacia estructural i
participa activament en nombrosos processos de desintoxicacié. Es tracta d’'un
tripéptid, y-glutamilcisteinilglicina, constituit pels aminoacids glutamat i glicina,
responsables del seu desti metabolic, i la cisteina on el seu grup sulfhidril (-
SH), gracies al seu potencial reductor, és el responsable de les seves funcions
metaboliques. EI GSH és determinant per I'estat redox de la cel-lula i ajuda a
mantenir les proteines en estat reduit [136].

GLUTATIO (GSH)
0 0 % 0
H
/ N
OH N OH
H
NH2 0
Glut Cys Gly

FIGURA 10. Estructura quimica del glutatié (GSH).

4.1. SINTESI DE GLUTATIO

El GSH és sintetitza a totes les cel-lules de mamifers, perd els principals organs

encarregats de 'homeostasi del GSH sén el fetge, pulmé i rony6.

La seva biosintesi, com veiem a la figura 11, és el resultat de I'acoblament
sequencial de dues reaccions enzimatiques depenents d’ATP, catalitzades
pels enzims: y-glutamilcisteina sintasa (y-GCS) i la GSH sintasa (GS) [137].
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El primer pas en la sintesi del GSH és catalitzat per I'enzim y-glutamilcisteina

sintasa i és l'etapa limitant de la sintesi del GSH. Es produeix la uni6é del
glutamat i la cisteina a través del grup y-carboxil del glutamat i el grup a-
carboxil de la cisteina, que impedeix la seva degradacié intracel-lular. L’Unica
peptidasa capac d’hidrolitzar el GSH és la y-glutamiltranspeptidasa, enzim
encarregat del seu transport i present a la superficie externa de certs tipus

cel-lulars.

L’activitat de la y-GCS presenta retroinhibicié per producte, impedint aixi una
sobreproduccié d’aquest compost, a més pot ser inhibida especificament i de
forma irreversible per la butionina L-sulfoximina (BSO) [138].

S’ha observat que el ratoli deficient en la y-GCS no és viable, demostrant que
la sintesi de GSH és indispensable durant les etapes inicials del

desenvolupament en mamifers.

Finalment, la sintesi es completa amb la uni6 de glicina al dipéptid y-
glutamilcisteina a través de I'enzim GSH sintasa que no és retroinhibit pel

glutati6. La glicina, com a aminoacid terminal, és basic en Il'especificitat
estructural dels enzims depenents de GSH i confereix proteccié front a la
degradacio intracel-lular produida per la y-glutamiciclotranferasa [139-141].

ADP + Pi

y-GCS
L-glutamat + cisteina \ / »  y-Glutamil-L-Cisteina

ATP ADP +Pi

GS
y-Glutamil-L-Cisteina + L-Glicina \ / P Glutatio (GSH)

FIGURA 11. Sintesi del Glutatio.

El GSH es distribueix als organuls intracel-lulars, tals com el reticle
endoplasmatic, el nucli i la mitocondria. En aquesta ultima localitzacio
subcel-lular es troba entre un 10-15% de tot el glutati6 de la céllula,

majoritariament en forma reduida, en proporcié 100:1 per GSH:GSSG. Aquest

-39 .-



Introduccié

equilibri es manté gracies a I'enzim glutatié reductasa, que requereix NADPH
per catalitzar el pas de GSSG a GSH. Per tant, podem dir que els nivells de
GSH/GSSG estan intimament lligats als nivells de NADPH, els quals estan
lligats a I'estat energetic de la cél-lula, i el poder reductor de la cél-lula
determinara en gran mesura aquest balangc GSH/GSSG.

4.2. VIA DE LA TRANSULFURACIO

L’habilitat de les cél-lules del fetge per convertir la metionina a cisteina, procés
gue es coneix com la transulfuracié [figura 12], és important ja que el fetge és

el major organ d’emmagatzament de GSH i reservori de cisteina. El nivell
intracel-lular de cisteina és critic per a la velocitat en la biosintesis del GSH. La
via de la transulfuracié és activa especialment en els hepatocits, essent absent
en altres cél-lules no parenquimals [139].

El primer pas de la transulfuracié requereix ATP i implica I'activacio de la
metionina a S-adenosilmetionina (SAM). El pas seglient és una desmetilacio i
es produeix homocisteina, que s’uneix a la serina per formar cistationina
gracies a l'enzim cistationina sintasa. En aquesta via, la homocisteina i la
metionina sén rapiament interconvertibles (reaccié reversible), pero el pas a
cistationina és irreversible. La cistationina, per mitja de I'enzim cistationasa,

passara a cisteina, i aquesta podra ser utilitzada per la sintesi del GSH.

Casos de hipoxia i nivells baixos d’ATP afecten a la via de la transulfuracié, i a
la sintesis de GSH.
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MAT
ATP  PPi+Pi

Proteines <«——> Metionina LZ} SAM

Cicle del') Cicle de la
Folat Metionina

Dieta

Homocisteina «——  SAH

Fetge Transulfuracié| CBS

S Cistationasa .
Cistationina ——» Cisteina ———» Glutatio

FIGURA 12. Esquema general del cicle de la metionina. En el fetge 'homocisteina pot entrar a
la via de la transulfuracié per produir cisteina, que s'utilitza per la sintesis de glutatio. MAT:
metionina adenosil transferasa. CBS: cistationina -sintasa.

4.3. FUNCIONS DEL GLUTATIO

La concentracié intracel-lular de GSH és un indicador molt sensible de la
funcionalitat i viabilitat cel-lular. De fet, el desenvolupament de diferents

patologies s’ha vist acompanyat d’'una disminucié dels nivells de glutatié [142].
Les principals funcions sén:
- Emmagatzament de cisteina

La cisteina en plasma és rapidament autooxidada a cistina, fenomen que
implica una marcada toxicitat. La disminuci6 d’aquest efecte nociu
s’aconsegueix controlant els nivells de cisteina lliure o mitjangant
'emmagatzament d’aquesta en forma de GSH, on el grup —SH és menys labil
que el de la cisteina lliure [143]. De manera que quan el GSH és hidrolitzat

extracel'lularment es recupera la cisteina.
- Desintoxicacio

La desintoxicacié de xenobiotics o dels seus metabolits és una de les principals
funcions del GSH. Aquests compostos electrofils es conjuguen amb el GSH,
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tant de manera espontania com catalitzada per I'enzim glutatié S-transferasa
(GST) , donant lloc a mercapturats que seran posteriorment eliminats.

- Reduccio de peroxids d’hidrogen (H.0.) i peroxids organics, i
detoxificacié d’espeécies reactives d’oxigen (ROS)

Si el peroxid d’hidrogen no és reduit a aigua, en presencia de certs metalls de
transicié (Fe*, Cu®), pot donar lloc a través de la reaccié de Haber-Weiss, a la
formacié del radical hidroxil (OH") altament reactiu i responsable de la formacio
de peroxids lipidics. La GSH peroxidasa depenent de seleni catalitza la
reducci6 del peroxid d’hidrogen a aigua utilitzant el GSH com a cofactor, donant
lloc a la formacié de I'especie oxidada del glutatié (GSSG). En presencia de
NADPH, el GSSG es reduit de nou a GSH per la GSH reductasa, establint-se

d’aquesta manera el denominat cicle redox del GSH [figura 13].

GSH-Px

2GSH GSSG

NADP* <<R - NADPH

GR

FIGURA 13. Eliminacié del peroxid d’hidrogen de les cél1ules i la seva transformacio a
aigua per I'enzim glutatié peroxidasa (GSH-Px). En aquesta reaccio el glutatié reduit
(GSH) es convertit a la seva forma oxidada (GSSG), perd després, si 'estat energétic de la
cél fula ho permet, és revertit novament a GSH per I'accio de la glutatio reductasa (GR).

- Integritat de grups tiols i reduccié de ponts disulfur generats per estres
oxidatiu

Els grups tiols de les seves cisteines poden oxidar-se modificant els ponts
disulfur i lestructura de les proteines. De forma que és important el
manteniment dels nivells de tiols essencials en proteines, prevenint la seva

oxidacié o reduint unions disulfur induides per I'estres oxidatiu.

- Conjugaci6 de compostos endogens, com els intermediaris del

metabolisme de les prostaglandines, leucotriens i varies hormones.

_4) -



Introduccid

- Modulacié de processos relacionats amb microtubuls

- Reduccio dels ribonucleotids a desoxirribonucleotids

4.4. GLUTATIO MITOCONDRIAL

El GSH és sintetitzat en el citosol cel-lular i la seva disponibilitat en els diferents
compartiments cel-lulars esta determinada per interaccions complexes entre la
seva utilitzacid, transport, sintesi i la taxa de reduccié del GSSG a GSH [144].
El glutati6 mitocondrial (IMGSH) es troba en una concentracié similar a la del
citosol, de 9-12 mM [145]

4.4.1. Funcions del glutatio mitocondrial

- Reduccié de I’ H,O; generat en la respiracié mitocondrial

Com a conseqiiéncia del metabolisme aerdbic cel-lular es generen radicals
superoxid (02') i Hb O, com a subproductes de la respiracid mitocondrial,
especies reactives que poden conduir a l'oxidacié de lipids de membrana i
d’altres macromolécules interferint en processos metabdlics. Donat que la
mitocondria no té catalasa, la detoxificacié d° H,O, depén exclusivament del
glutati6 mitocondrial i de I'activitat de I'enzim GSH peroxidasa [146]. Aquest
enzim és de gran rellevancia a nivell mitocondrial i per poder realitzar la
reduccio de les espécies oxidades utilitza el glutatié reduit (GSH), els nivells
dels quals estan altament regulats; doncs si disminueix la seva concentracié es

pot arribar a produir una disfuncié mitocondrial i mort cel-lular [147].
- Manteniment de la viabilitat cel-lular

El glutatié mitocondrial (mMGSH) té un paper fonamental en la viabilitat cel-lular
[148]. Per exemple, s’ha observat que la disminuci6é selectiva dels nivells de
MmGSH precedeix a la mort apoptotica en timocits [149] i sensibilitza als
hepatocits front a I'estrés oxidatiu i TNF-a [150, 151]. A més, juga un paper clau

en el manteniment de la funcionalitat mitocondrial a través de la regulaci6 de la
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permeabilitat de la membrana mitocondrial interna, mantenint els grups
sulfhidrils en estat reduit [152].

4.5. EL GLUTATIO EN LA ISQUEMIA/REPERFUSIO

Tot i que encara hi ha incerteses considerables en els esdeveniments
bioquimics que porten al dany causat per isquemia/reperfusié, esta ben
establert que I'estat metabolic energétic és un dels desordres funcionals més
importants en termes de predicci6 de la viabilitat de I'drgan isquémic. Durant les
ultimes décades, hi ha hagut esforcos experimentals considerables que s’han
focalitzat en el rol de les espécies reactives doxigen derivades de la
isquemia/reperfusié hepatica. S’ha associat la reperfusiéo del fetge isquémic
amb modificacions oxidatives i desacoblament funcional de la mitocondria [153,
154]. La mitocondria produeix de manera exclusiva adenosina trifosfat (ATP),
que és indispensable pel manteniment de la integritat cel-lular. Les espécies
reactives d’oxigen (ROS) que es generen durant la isquémia/reperfusié
desestabilitzen el sistema de produccié energética de la cel-lula.

El glutatié és probablement I'antioxidant endogen més potent de la cél-lula ja
que neutralitza molts tipus de radicals, ja sigui directament o conjuntament amb
la glutatié peroxidasa [139, 155]. El glutati6é esta present a concentracions molt
elevades en el fetge i a més el fetge exporta quantitats considerables de
glutatié a la sang [156]. Per aixo, el sistema redox del glutatié juga un rol
central com a mecanisme de defensa contra els radicals generats durant la

isquemia/reperfusioé hepatica.

A més, el glutatié juga un rol molt important en protegir la mitocondria contra el
dany induit per isquémia/reperfusid [157], ja que la mitocondria al no tenir
catalasa depen exclusivament del glutatié mitocondrial i de I'activitat de I'enzim
GSH peroxidasa per tal de detoxificar els radicals que es generen durant

aquest procés [146].

Esta establert que 'administracié d’antioxidants, com el glutatié, o precursors
del glutatié com la S-adenosil-L-metionina (SAM), la N-acetil cisteina (NAC) o la
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y-glutamilcistein etil éster (GCE) afavoreixen al manteniment de la viabilitat
cel-lular en isquémia/reperfusié [157-160]. En canvi, no esta tant clar si aquesta
funcioé protectora la realitzen per una eliminacié dels radicals produits durant la

I/R o per la seva actuaci6 sobre altres rutes de senyalitzacié.
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5. FORMES DE MORT CEL-LULAR

Existeixen dos formes de mort cel-lular: necrosi i apoptosi. Les caracteristiques
morfologiques i bioquimiques d’ambdds tipus de mort cel-lular permeten establir
clares diferéncies entre elles. Tant la necrosi com I'apoptosi poden produir-se

simultaniament en el mateix teixit, inclis en la mateixa cél-lula [161].

5.1. NECROSI

La necrosi és el resultat d’'un trastorn metabolic accidentat amb una reduccié
dels nivells energétics, péerdua d’ATP i activacié d’enzims degradadors. Aixo
produeix una lisi cel-lular amb una alliberacié de components cel-lulars al medi
extracel-lular, activant processos d’inflamacié. La necrosi oncotica és
tipicament la conseqliéncia d’'una pertorbacié metabolica com en el cas de la
isquemia/reperfusié o d’'una elevada hepatotoxicitat induida per drogues, també
es pot desencadenar per altres canvis ambientals com temperatures extremes

o traumatismes mecanics entre d’altres estimuls.

5.2. APOPTOSI

L’apoptosi, és un procés fisioldgic que afecta només a determinades cél-lules.
Es depenent d’ATP i és una mort cellular programada que segueix una
sequencia d’esdeveniments controlats i ben organitzats per la cellula. La
membrana cel-lular no es destrueix, lo que evita lalliberacié a l'espai
extracel-lular del seu contingut, resultant un procés “silencioés” sense inflamacié.
En el citoplasma es produeix una granulacié fina, amb conservacié d’alguns
organuls, en especial les mitocondries, 'ADN es condensa i hi ha fragmentacio
nuclear. A més, la membrana cel-lular es va recollint encapsulant els elements
deteriorats del citoplasma i nucli, formant els anomenats cossos apoptotics que
solen ser fagocitats per les cél-lules veines.
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La mort cel-lular programada o apoptosi pot produir-se per dos vies: la via
extrinseca també coneguda com la via dels receptors de mort, i la via intrinseca

o mitocondrial [162]

5.2.1. via extrinseca

La via extrinseca, s’activa amb senyals proapoptotiques des de I'exterior de la
cél-lula i comporta la lligacié i/o oligomeritzacié dels receptors de la superficie

cel-lular per desencadenar la via apoptotica.

Els receptors de mort cel-lular pertanyen a la superfamilia de receptors del
factor de necrosi tumoral i sén proteines transmembrana que tenen tres

dominis:

-domini extracel-lular que interacciona amb el lligand
-domini transmembrana

-domini intracel-lular de mort

Els receptors de mort cel-lular més importants en fetge sén:
-Fas (CD95/Apo-1)

-TNFR-1 (tumor necrosis factor receptor 1)

-TRAIL-R1 (tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand receptor 1)
-TRAIL-R2

-TRAIL-R3

-TRAIL-R4

La unié dels corresponents lligands a cada receptor (FasL, TNF-a i TRAIL)
causa la oligomeritzacié i activacié dels receptors, que promouran vies de

senyalitzacié intracel-lulars.

Els dominis intracel-lulars dels receptors activats s’associen amb varies
proteines adaptadores i es desencadenara la cascada apoptotica [163]. FasL i
TRAIL recluten la proteina adaptadora FADD (Fas associated death domain) i
promouen la unié de la procaspasa-8 formant aixi 'anomenat DISC (death-
inducing signalling complex). L’activacié proteolitica de la procaspasa-8 dona
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lloc a la caspasa efectora catalitica caspasa-8 [164]. Si hi ha suficient generacié
de caspasa-8 al seu receptor, la caspasa-8 pot activar directament la
procaspasa-3 i desencadenar el procés apoptotic.

El TNF promou el reclutament de les proteines adaptadores TRADD (TNF
receptor associated death domain), RIP-1 (receptor interacting protein 1) i
TRAF-2 (TNF receptor associated factor) al receptor de membrana TNF-R1.

TNFR1 és algo diferent dels receptors de Fas i TRAIL, ja que primer activa NF-
kB i JNK (cinasa N-terminal c-Jun) i després s’activa la cascada apoptotica
[163].

5.2.2. via intrinseca

La via intrinseca o mitocondrial, es desencadena degut a varies alteracions
com so6n el dany a 'ADN, canvis en el calci intracel-lular, estrés en el reticle
endoplasmatic i falta de factors de creixement. Es basa en la permeabilitzacio6
mitocondrial i l'alliberacié de nombroses proteines de I'espai intermembrana;
entre elles, el citocrom c [figura 14]. Un cop alliberat de la mitocondira, el
citocrom c, foma un complex amb el factor activador d’apoptosis-1 (APAF-1),
ATP i la procaspasa-9. Aquest complex s’anomena apoptosoma, que
proteoliticament activa la caspasa 9. Un cop que aquesta és activada, actua
sobre les caspases efectores com la caspasa-3, que déna lloc a I'apoptosi
[164]. Aquestes dues vies, intrinseca i extrinseca, no sén mutuament excloents,
sind que a vegades es necessita la via mitocondrial per amplificar la senyal
apoptotica debil produida per la unié dels lligands als seus receptors de mort. A
més un cop s’activa la caspasa-8, aquesta provoca el trencament de Bid,
membre de la familia de proteines Bcl-2, a un fragment actiu tBid, que es
transloca a la mitocondria. La translocacio de tBid a la mitocondria provoca la
obertura del porus mitocondrial i 'activacioé de caspasa-9 [165].
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FIGURA 14. Esquema de les vies intrinseca i extrinseca de mort celdular apoptotica.
Procedent de Newmeyer and Ferguson-Miller [166].

5.3. PERMEABILITAT MITOCONDRIAL

Els mecanismes que indueixen la permeabilitzacié6 mitocondrial de proteines
apoptogéniques de [I'espai intermembrana al citosol sén controvertits.
Actualment, existeixen dues teories: la ruptura no especifica de la membrana
mitocondrial externa produida per un inflament de la matriu mitocondrial, i la

formacié de canals autonoms per membres de la familia de proteines Bcl-2.

5.3.1. Permeabilitat mitocondrial transitoria

En hepatocits, TNF-a i Fas provoquen la formacié del porus mitocondrial
transitori (MPT). MPT té lloc al produir-se una obertura del porus mitocondrial
que és altament conductiu a soluts de pes molecular d’aproximadament 1500
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Da [167]. A conseqliéncia d’aix0, la mitocondria es despolaritza, i s’infla. Aixo
provoca el trencament de la membrana mitocondrial externa i la sortida de

proteines de I'espai intermembrana.

El porus mitocondrial transitori esta format per un canal d’anions depenent de
voltatge (VDAC) a la membrana externa i el translocador de nucleotids
d’adenina (ANT) i la ciclophilina D [168-170].

5.3.2. Permeabilitat per proteines de la familia Bcl-2

Un altre mecanisme pel qual es produeix una sortida de citocrom ¢ és el mediat
per proteines de la familia Bcl-2. Aquestes proteines contenen almenys una de
les quatre regions conservades anomenades dominis homolegs de Bcl-2 (BH1-

BH4). Es subagrupen en tres families:

-els membres antiapoptotics (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-xW, Mcl-1 i A1/bfl-1) que

presenten quatre dominis.
-els membres proapoptotics (Bax, Bak, Bok/Mtd) que no tenen el domini BH-4

-els membres proapoptotics (Bim, Bid, Bad, BMF, Bik/Nbk, Noxa, Puma/Bbc3 i
Hrk/DP5) que només presenten el domini BH3.

La majoria d’ells presenten un domini C-terminal que els hi permet associar-se
a membranes. L’heterodimertizacié de les proteines de la familia Bcl-2 sembla

ser crucial en la regulacié de la permeabilitzacié mitocondrial.

Diferents membres de la familia Bcl-2 (inclosos Bcl-xl, Bcl-2, Bax i Bid truncat)
formen canals funcionals d’ions, essent depenents de voltatge i de pH, a més
de poc selectius. Les proteines proapoptotiques Bax o Bak pateixen canvis
conformacionals, de manera que el seu extrem N-terminal queda exposat. Bax,
que normalment es troba en el citosol o débilment unit a la mitocondira, es
transloca a aquest organol, s’oligomeritza i s'inserta a la membrana
mitocondrial externa (MME) causant la permeabilitzacié. Aquests processos
poden ser activats per tBid, la forma truncada i activa de Bid, i inhibits per Bcl-2

i Bel-xl.
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En alguns models tBid, interacciona amb Bax o Bak i forma canals a la
membrana mitocondrial externa que provoquen la sortida de citocrom c i
Smac/DIABLO. De totes maneres, la naturalesa d’aquests canals no és ben
coneguda [171-173].

Bcl-2 i altres proteines de la familia Bcl-2 bloquegen la sortida de citocrom c. El
mecanisme pel qual Bcl-2 exerceix una funcié antiapoptotica podria involucrar

un bloqueig del MPT i/o antagonistes de Bax/Bak.

5.4. LA MORT CEL.LULAR EN LA ISQUEMIA/REPERFUSIO

Durant la reperfusié s’activen varies proteines proapoptotiques, incloent les
proteases caspasa-8 i caspasa-3, i hi ha sortida del citocrom ¢ de la mitocondria
al citoplasma. Aquesta cascada finalment culmina amb una destruccié del DNA
nuclear i mort cel-lular. Pero, hi ha hagut moltes controversies en si la mort
cel-lular que s’observa en el parénquima hepatic durant la reperfusié és necrotica
o apoptotica [174, 175]. Alguns investigadors estableixen que la major part del
dany parenquimal és provocat per una necrosi massiva [174]. En canvi, altres
mostren com una inhibicié especifica de I'apoptosi prevé el dany parenquimal i
millora la supervivéncia de I'animal després de periodes llargs d’isquéemia [176,
177].

Siguin els que siguin els esdeveniments que culminen amb una sortida de
citocrom ¢ de la mitocondria al citoplasma, causen una disfuncié global de la
mitocondria amb una despolaritzacié de la membrana mitocondrial i desacoblen
la fosforilaci6 oxidativa de la cadena respiratoria. Per aixd, els mateixos
mecanismes que promouen la sortida de citocrom c i I'apoptosi poden causar
una baixada dels nivells d’ATP i generar una subseglent mort cel-lular
necrotica. Tot i que I'apoptosi i la necrosi es consideren fenomens diferents i
indepenents, els dos models de mort cel-lular coexisteixen en les patologies
hepatiqgues [178, 179]. Aquesta teoria anomenada necrapoptosi va ser

desenvolupada per Lemasters al 1999 [179].
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En la isquemia, la glicolisi anaerdbica i la hidrolisi de 'ATP disminueixen
rapidament el pH del teixit. Aixd protegeix a les cel-lules d’una necrosi massiva
tot i la davallada dels nivells d’ATP, pero quan el pH fisiologic retorna als seus
nivells normals durant la reperfusié, es permeabilitza la membrana mitocondrial

interna, hi ha una despolaritzacié mitocondrial i una elevada mort cel-lular.

La necrosi i I'apoptosi, comparteixen mecanismes. La permeabilitat mitocondrial
transitoria (MPT) és el mecanisme comu responsable dels dos tipus de mort
cellular i el balang entre la disminuci6 dels nivells d’ATP després de I'MPT i la
generacié d’ATP per la glicolisi determina si la mort cel-lular és necrotica o

apoptotica després de la isquemia/reperfussio.

Per tant, induint 'TMPT en la isquemia/reperfusié poden produir-se ambdos tipus
de mort cel-lular apoptotica o necrotica, i segons les circumstancies particulars
del cas predominara un tipus de mort cel-lular o un l'altre, de manera que pot
ser que la mort cel-lular sigui apoptotica en un principi, pero si el dany és més
acusat i disminueixen els nivells d’ATP fins a tal punt que ja no es pot suportar
la senyalitzacié apoptotica (depenent d’ATP), tindra lloc la necrosi oncotica. Per
tant, els nivells d’ATP son els determinants entre la necrosi i 'apoptosi.

Quan la mort cel-lular necroética es prevé amb fructosa, pot donar-se de nou

I'activacio de caspasa-3 i generar una mort cel-lular apoptotica.
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FIGURA 15. Necrosi i apoptosi com a vies alternes de la permeabilitat mitocondiral.

Procedent de Malhi et al. [180].
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6. ESTRATEGIES DE PROTECCIO FRONT I/IR

En els dltims anys, han incrementat els esforcos per prevenir o mitigar el dany

produit per la isquémia/reperfusié hepatica. Les estratégies s’han focalitzat en:
-millorar els procediments de preservacio dels organs.

-millorar la tolerancia al dany per isquémia/reperfusié induint
precondicionament isquemic, on les cél-lules s’exposen a varis senyals d’estres

i generen I'activacié de mecanismes de defensa contra el subseglent dany.

-interferir en processos que estan associats amb el desenvolupament

irreversible del dany cel-lular.

Entre aquestes estratégies, la induccié del precondicionament isquemic, que es
basa en aplicar temps curts d’isquémia (10 minuts) seguit de reperfusions de
10 minuts abans de generar una isquémia més agresiva, o I'administracio
directa de mediadors com Il'adenosina, ATP, NO i cardiotrofina, capacos de
generar les respostes al precondicionament, han estat efectius en moltes
condicions experimentals [181-184].

A més, varis estudis clinics han demostrat els beneficis del precondicionament
isquemic en processos de reseccio i transplantament de fetge [185].

Per altra banda, la modulacié farmacologica dels processos responsables del
dany causat durant la reperfusi6 han estat també portats a terme utilitzant
agents que redueixen i/0 antagonitzen [l'estrés oxidatiu, la permeabilitat
mitocondrial transitoria, les senyals proapoptotiques, els medadiors inflamatoris
i les destorbances microcirculatories [134, 135, 142, 143].

Per exemple, hi ha varis estudis on s’observa que I'adminsitracié d’antioxidants
com el GSH o precursors del GSH com podrien ser I'S-adenosil-metionina
(SAM), N-acetil cisteina o altres, també és una bona manera de mantenir el
fetge protegit ja que disminueixen els radicals, ja sigui directament o
conjuntament amb la GSH peroxidasa [144-146] .

Estudis previs on s’han utilitzat ratolins deficients en el gen del TNF o en el
receptor 1 de TNF (TNFR1) han identificat el TNF com a mediador critic en I/R
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hepatica en calent [45, 186, 187]. A més, s’han vist increments hepatics en els
nivells de ceramida en isquémies en fred i reperfusions en calent [58] tot i que

les conseqléncies i la seva regulacié no han estat del tot estudiades.

També s’ha descrit la regulacié d’esfingomielinases en models d’l/R en rata, on
s’ha vist una estimulacié d’esfingomielinasa neutra durant la reperfusio en el
fetge isquemic, oposadament a la regulacié de I'esfingomielinasa acida que
disminuia [135]. Perd el seu impacte en la regulaci6 de la ceramida i la

contribuci6 en el dany per I/R no estava delimitat.
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Objectius

OBJECTIUS

Donat que s’ha observat que la generacid6 de ceramida, en especial la

generada per les esfingomielinases, contribueix al dany hepatic induit per

diferents estimuls proapoptotics, entre ells el TNF [126, 130], els objectius del

primer estudi son:

Examinar la contribucié del metabolisme esfingolipidic en el dany hepatic

per isquemia/reperfusio.

Valorar I'is d’estratégies de modulacié dels nivells de ceramida com a

terapies potencials per a la proteccio front al dany hepatic induit per I/R.

Analitzar la participacié de la ceramida en la senyalitzaci6 de mort
hepatocel-lular causada per I/R.

Donat que s’ha observat que les espécies reactives d’'oxigen (ROS) poden

interferir en I'activacié d’'NF-kB, i que els ROS juntament amb el TNF s’han

descrit com a participants claus en el desenvolupament del dany causat per la

I/R hepatica, els objectius del segon estudi son:

Analitzar els parametres relacionats amb l'estrées oxidatiu i la seva

evolucio durant la isquémia.

Examinar [l'activaci6 d’'NF-kB i I'expressié dels gens protectors i
inflamatoris kB-depenents en relacié a la durada del temps d’isquémia

en diferents tipus cel-lulars hepatics.

Estudiar l'aplicabilitat d’estratégies que permetin diferenciar I'activacid
d’'NF-kB en diferents tipus cel-lulars hepatics i I'actuacié sobre grups
especifics (protectors vs. inflamatoris) de gens depenents d’NF-kB en
I/R.
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1. ISQUEMIA PARCIAL HEPATICA

Per a l'avaluacié morfologica i bioquimica del dany hepatic, es va utilitzar un
model d’isquémia parcial en calent en ratolins mascles C57/BL6 (8-12
setmanes) durant 90 minuts. Es va induir I'anestésia mitjangant la inhalacié
d’isofluora al 2.5% i es va seguir amb el manteniment a I'1.5% d’isofluora. Els
animals van ser oberts realitzant un tall longitudinal per la linia mitja ventral. Es
van separar les visceres per a visualitzar la vena porta del fetge, i es va pingar
una de les bifurcacions que presenta, produint d’aquesta manera una isquémia
parcial del 70% del fetge. Es mantingueren, per tant, durant 90 minuts amb un
“clip-BIEMER” (pinga) que aplica una forca de 0.29-0.39N. En el segon estudi
es van aplicar diferents temps d’isquemia (0-120 minuts).

Un cop passa el temps d’isquemia, es treu la pinga i es deixa que despertin.
En el moment en que es treu la pinga comenca el temps de reperfusié.

Els animals van ser sacrificats a diferents temps per a veure els efectes

produits i analitzar tots els parametres.

Lobul mitja  Lobul esquerre

Lobuls drets Lobuls caudats

FIGURA 16. Lobuls hepatics del
ratoli. Deixarem sense flux
sanguini (amb isquémia) els 1obuls
mitja i drets.
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2. ADMINISTRACIO DE FAMACS

En el primer estudi, 30 minuts abans de realitzar la isquémia als ratolins, es van

administrar intraperitonealment els seglents farmacs:
- Imipramina (Sigma-Aldrich): 25 mg/ kg
- NOE (Sigma-Aldrich): 100 mg / kg
- SP600125 (Calbiochem): 20 mg / kg

En el segon estudi, 1 hora abans de realitzar la isquemia als ratolins, es van

administrar intraperitonealment els seglents farmacs:
- SAM (Sigma-Aldrich): 5 mg / ratoli
- BSO (Sigma-Aldrich): 4 mmol / kg
-  MnTBAP (Calbiochem): 50 mg / kg

En alguns casos es va administrar clorur de gadolini 24 hores abans de

provocar la isquémia per a eliminar les cel-lules de Kupffer [34, 188].

3. MESURA DELS NIVELLS DE TNF EN PLASMA

S’obté la sang per puncié cardiaca i es centrifuga a 12000 rpm durant 10

minuts. 50 ul de les aliquotes de plasma es congelen per a I'assaig de TNF.

Els nivells de TNF es varen determinar mitjancant un kit comercial d’assaig
immunoabsorbent lligat a enzims (ELISA) (Quantikine M Murine Tumor

Necrosis Factor-alpha Assay; R&D System)

4. DETERMINACIO DE TRANSAMINASES

Els nivells sérics d’aspartat i alanina aminotransferasa (AST, ALT) serveixen

com a marcadors indicatius de dany hepatic. Es determinen utilitzant un
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analitzador bioquimic del Centre de Diagnostic Meédic (Hospital Clinic,

Barcelona).

5. CULTIUS CEL-LULARS

5.1. LINIES CEL-LULARS

La linia cel-lular de cél-lules d’hepatoma murines H1c1c7 es van obtenir de la
Coleccio Europea de Cultius de Cel-lules Animals (ECACC) i es van fer créixer
a 37°C amb un 5% CO; amb medi Dulecco modificat de Eagle (DMEM) sota
una atmosfera de normoxia. El medi de cultiu es va complementar amb un 10%
de sérum fetal bovi (FBS) inactivat per calor i antibidtics, penicil-lina (100 U /

ml) i estreptomicina (100 pg / ml).

5.2. AILLAMENT D’HEPATOCITS | CEL-LULES DE KUPFFER

El protocol d’aillament d’hepatdcits i de cél-lules no parenquimals (Kupffer) és
comu, excepte en I'altim pas, on la centrifugacié a baixes revolucions permet
separar els hepatocits de les cel-lules no parenquimatiques. Els hepatocits,
degut al seu major tamany, els trobarem en el sediment i les cél-lules no

parenquimals en el sobrenedant.

Aquesta técnica esta basada en I'eliminacié del Ca®" per perfusié d’'un agent
quelant i posterior perfusi®6 amb col-lagenasa. S'obté un alt rendiment en els
hepatocits aillats, amb una viabilitat del 80%, d’aparenca esférica i lliures de les

cél-lules no parenquimals.

Solucions i tampons

El tamp6 Hanks i la solucid C es gasegen amb 95 % Oz i 5 % CO; i es

mantenen a 37°C.

Tampo Hanks

80 g NaCl

4 g KCl
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2 g MgS04.7 H,0O
0.6 g NaHPO4.2H,0
0.6 g KH2PO4

pH: 7.4

(volum final: 1litre)

Solucioé Hanks |

200 ml de Hanks
1g BSA
0.6 mM EGTA

Solucié Hanks Il

100 ml de Hanks
25 mg col-lagenasa IV
4 mM CaCl,.2H,0

Solucié C (Solucié Krebs-Henseleit)

6.9 g NaCl

0.36 g KCI

0.13 g KH2PO4

0.295 g MgS04.7H,0
0.374 g CaCl,.H20

2 g NaHCOs;

pH: 7.4

(volum final: 1litre)

Procediment quirurgic

Els ratolins C57/BL6 (25 g) s’ anestesien amb pentobarbital sodic al 5 % (0.1 ml
per cada 100 g de pes corporal) i la cavitat peritoneal s’obre amb una incisié a

la meitat del ventre. Es col-loca una lligadura (sense lligar) al voltant de la vena
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cava inferior molt a prop del fetge i s’introdueix la canula o catéeter a la vena

porta. S’assegura la canula amb una lligadura.

La perfusié s’inicia amb 10 ml / min in situ amb la solucié Hanks | al mateix
temps que es talla la vena cava inferior, per sota d’'on s’ha posat la lligadura.
Per tal d’evitar la introduccié de bombolles al fetge, es deixa gotejar la canula

abans d’introduir-la al fetge.

Després de 2 minuts de perfusi6 amb la solucié de rentat Hanks I, es talla la
vena cava superior i es lliga la vena cava inferior, i es recircula la solucié Hanks
II durant aproximadament 3 minuts fins que el fetge sembli inflat i pal-lid.
Seguidament, passem el fetge a una placa de petri amb la soluci6 C i amb

ajuda d’unes pinces i una pipeta pasteur es van extraient els hepatocits.

Les cel-lules es filtren a través d’'una gasa i es centrifuguen a 50 g durant

4minuts.
Recollir:

-el sediment si volem els hepatocits. (es renta amb solucié C i es centrifuga de

nou a 50 g durant 4 minuts).
-el sobrenedant si volem les cél-lules no parenquimals

La viabilitat cel-lular es determina per exclusi6 amb Tripan Blue al 0.2 % en

PBS en una camera de Neubauer.

5.3. CULTIU PRIMARI D’HEPATOCITS DE RATOLI

0.5x10° cél-lules per pou es sembren en plaques de 6 pous que contenen una
base de col-lagen (extret a partir de cua de rata). EI medi utilitzat és DMEM:
F12 (1:1) complementat amb un 10 % de serum fetal bovi inactivat, 100 U / ml

de penicil-lina, i 100 pg / ml d’estreptomicina.

Després de 3 hores de cultiu, es renten les cél-lules amb medi sense sérum
fetal per tal d’eliminar les cél-lules no viables, que no han quedat adherides i es

procedeix als tractaments adequats.
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5.4. AILLAMENT | CULTIU DE CEL-LULES DE KUPFFER

Iniciem l'aillament de les ceél-lules de Kupffer a partir de la fraccié de cél-lules

no parenquimals aillades segons el protocol explicat anteriorment (apartat 5.2).

Reactius i Materials:

Percoll (Amersham).

Procediment

Partim de la fraccié de cél-lules no parenquimals obtingudes segons el

protocol de I'apartat 5.2 provinents de 3 ratolins.

Després de la centrifugacié a baixes revolucions (4 minuts a 50g), ens
quedem amb el sobrenedant que és on es troben les cel-lules no

parenquimals (en el sediment trobem els hepatocits).

Centrifuguem a 700 g durant 10 minuts a 4°C.

Decantem i diluim el sediment (cel. no parenquimals) en 10 ml de PBS.
Centrifuguem a 50 g 4 minuts.

Recollim el sobrenedant i centrifuguem a 700 g 5 minuts.

Resuspenem el pellet en 3.3 ml de PBS.

Preparem un percoll: 50 % / 25 % en un tub de 15 ml.

Preparacié del percoll:
1. 5 ml de percoll al 50 % (fons del tub):

- 2.5 percoll + 2.5 ml de PBS 1 %
2. 6.6 ml de percoll al 25 %

- 1.65 ml percoll + 4.95 mI PBS 1 %

3. 3.3 ml del sediment diluit en PBS.

Centrifugar a 800 g durant 25 minuts a temperatura ambient (utilitzar una

centrifuga basculant).
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- Recollir la interfase de percoll 25 % - 50 % (rica en cél-lules de Kupffer i

endotelials) i transferir-la a un tub de 15 ml.
- Afegir 15 ml de PBS i barrejar suaument.
- Centrifugar a 800 g durant 10 minuts a 4°C.

- Resuspendre les cél-lules en medi DMEM amb un 10 % de sérum fetal

bovi, 100 U / ml de penicil-lina, i 100 pg / ml d’estreptomicina.

- Plaquejar les cel-lules en una placa de 6 pous i incubar a 37°C al 5 % de
CO2i95%d0, .

- Després de 45 minuts de cultiu, es renten les cél-lules amb medi DMEM
(complementat amb un 10 % de sérum fetal bovi) per tal d’eliminar les
cél-lules endotelials que encara no han quedat adherides. De manera,

que les cél-lules que ens queden a la placa son cel-lules de Kupffer.

- Després de 2 hores de cultiu, es procedeix als tractaments adequats.

5.5. TRACTAMENTS CEL-LULARS

Els hepatocits primaris i les cél-lules de Kupffer varen ser exposades a
condicions de hipoxia (0.5% Oz i 5% COz), TNF (Peprotech EC) o LPS (Sigma-

Aldrich) a diferents periodes.

6. TRANSFECCIO IN VITRO | TRACTAMENT IN VIVO
D’ARNi

El silenciament de proteines per ARN d’interferéncia consisteix en la utilitzacio
d’ARN de pocs parells de bases (small intefering RNA o ARNi) que hibrida
especificament amb 'ARN missatger (ARNm) diana, i el producte de doble
cadena resultant és degradat per ARNases cel-lulars. El resultat és una

disminucié en els nivells d’expressio de la proteina desitjada.

La transfeccié in vitro d’ARNi a ceél-lules d’hepatoma murines H1c1c7 es va

realitzar amb la solucié catidonica siPORTamina™ (Ambion) .
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Es van fer tres construccions de diferents seqiéncies de I'ARNm de
I'esfingomielinasa acida (ASMasa) i es va verificar la capacitat de silenciament
de l'esfingomielinasa acida analitzant els nivells d’activitat enzimatica i els

nivells dARNm de ’'ASMasa per PCR a temps real.

A més, també es va dissenyar un control negatiu d’ARNi, que no tenia
homologia amb cap altre gen, utilitzant seqiéncies aleatories de 'ARNi 1 de
'ASMasa, I'ARNi amb [l'eficacia més elevada per a silenciar TARNm de
'’ASMasa.

Les tres sequiéncies d’ARNi per a ’ASMasa humana (Gene Bank TM z14252),

es van identificar en tres posicions relatives del codé d'inici:

271-291 (AAAGTCTTATTCACTGCTCTC) ASMasa ARNi-1.
517-537 (AACATAGCACCACTAGATGTG) ASMasa ARNi-2.

1491-1511  (AATAGATGGAAACTACCCCGG) ASMasa ARNi-3.

Per als experiments in vivo, els ARNi sintetitzats quimicament (Curevac) van
ser administrats als ratolins per un metode de transfeccié hidrodinamica,
injectant intravenosament per cua 1 nmol de 'ARNi control o de 'ARNi de
’ASMasa en un 1 ml de PBS 24 i 78 hores abans de la cirurgia. Aquest
métode, que va ser provat efectivament per a silenciar les proteines in vivo,

distribueix 'ARNi a la majoria de les cél-lules parenquimals del ratoli (60-70 %).

Per tal de descartar la resposta a l'interferé dels animals tractats amb '’ARNi, es
varen mesurar els nivells serics d’IL-12 després de la injecci6 de I'ARNi
utilitzant un kit comercial d’ELISA (PeproTech EC).

Es va injectar també Poly I:C (Amersham, 2.5 mg / kg) com a control positiu per

la induccio d’'IL-12.
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7. OBTENCIO D’HOMOGENAT DE_ FETGE TOTAL,
CITOSOLIC | MITOCONDRIAL

Es van utilitzar trossos de fetge d’aproximadament 200 mg.

Tampoé d’homogeneitzacio (“homobuffer”)

220 mM manitol

70 mM sacarosa

0.1 mM EDTA

3 mM Tris

0.1% BSA (f.a.f)

1:1000 ortovanadat sodic

1 pastilla complete (Roche) per 20 ml d’homobuffer

Procediment

Per mg de fetge, utilitzem 10 pl d’homobuffer.
- Homogeneitzar 4 vegades amunt i avall a 1200 rpm.

- Centrifugar a 700 g durant 15 minuts de manera que precipiten els nuclis

i teixits trencats. Aquesta sera la fraccio total.

- Per obtenir la fracci6 citosolica i precipitar mitocondris, es centrifuga de
nou perd a 10000 g durant 15 minuts. El sobrenedant sera la fraccio

citosolica.

- Per a la obtencidé dels mitocondris es renta el precipitat amb 1 ml
d’homobuffer i es torna a centrifugar a 10000 g durant 15 minuts.
Seguidament es resuspén el precipitat amb 200 yl d’homobuffer. Sempre
a 4°C.
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8. OBTENCIO D’EXTRACTES NUCLEARS

Els extractes nuclears es determinaren pel metode de Mathias P [189].

Solucions i Tampons

Tampé A

10 mM HEPES 2.38¢g
10 mM KCI 0.74 g
0.1 mM EDTA 37 mg
0.1 mM EGTA 38 mg
H,O 1000 ml
pH: 7.9

Tampo6 C

20 mM HEPES 4774

0.4 mM NaCl 234¢

1 mM EDTA 372 mg
1 mM EGTA 380 mg
H>O 1000 ml
pH: 7.9

-ditiotreitol (DTT) 1 M: 15.4 mg / 100 pl H,O (preparar al moment)
-Nonidet NP-40 10 % en tampd A

Tampé A/ 1mM DTT / NONIDET 10%

10 pl stock DTT
mitja pastilla complete (Roche)
400 yl NONIDET 10%

10 ml tampd6 A
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Tampé C/1mM DTT

10 pyL stock DTT
1 pastilla complete (Roche)
10 ml tampé6 C

Procediment

Resuspendre aproximadament 200 mg de fetge en 2 ml de tampo6 A i

homogeneitzar a 1200 rpm.
- Deixar uns minuts en gel i recuperar 1ml.
- Deixar-ho 15 minuts en gel.
- Centrifugar a 700 g 5 minuts a 4°C.
- Resuspendre el precipitat amb 500 ul de tampo A.
- Deixar-ho 15 minuts en gel.
- Centrifugar a 14000 rpm durant 30 segons.
- Resuspendre el precipitat amb 100 pl de tampé C.
- Deixar-ho 15 minuts en gel i anar vortejant.
- Centrifugar a 14000 rpm 5 minuts a 4°C.
- Recuperar el sobrenedant que conté les proteines nuclears.
- Guardar-ho lo més rapid possible a —80°C.

- Utilitzar una aliquota de 50 pyl per a mesurar les proteines nuclears.

9. VALORACIO DE PROTEINES

Per a la valoraci6 de proteines de les mostres s’ha utilitzat el métode
colorimétric de Bradford. El reactiu de Bradford reacciona amb els residus
aromatics de les proteines per formar un complex colorejat i en la quantificacio

del qual es basa el metode. Es determina I'absorbancia a 595 nm de diferents
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mostres i es calcula la concentracio respecte a un estandard de concentracio

coneguda.

Solucions i Reactius

-BSA1mg/ml

- Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, 500-0006): diluir el comercial a 1:4 i

filtrar amb paper de filtre

Procediment

1. estandards

- 500 I BSA 1 mg/ ml + 500 ml H,O = 0.5 ug/ ul
- 400 pl BSA 1 mg/ ml + 600 ml H,O = 0.4 ug/ ul
- 300 yl BSA 1 mg/ ml + 700 ml H,O = 0.3 ug/ ul
-200 I BSA1mg/ ml+ 800 mH,O =0.2ug/ul
- 100 uI BSA 1 mg/ ml + 900 ml H,O = 0.7 ug/ ul
-OuIBSAT1mg/ml  +500 mlHO =0 ug/ ul

2. A 20 pl de estandard, afegir 1 ml Bio-Rad. Fer un blanc amb 20 ul
d’Hz0.

3. Posar de 5 a 25 pl de cada mostra i afegir 1 ml de Bio-Rad.
4. Incubar a temperatura ambient de 20 a 60 minuts.
5. Llegir a 595 nm, llegint previament el blanc.

6. Obtenim la recta patr6 amb els estandards i d’ella extrapolem la

concentraci6é de les mostres.

10. DETERMINACIO DE PROTEINES

10.1. ELECTROFORESI EN GEL D’SDS-POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

La utilitzacié d’aquest métode ens permet separar proteines en base a la seva

mobilitat electroforética. L’'SDS (dodecil sulfat de sodi), un detergent anionic,
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envolta les proteines conferint una carrega negativa proporcional a la seva
mida. La longitud de la molecula, que és proporcional a la massa, determina la
separaci6 de les proteines durant I'electroforesi en els gels de poliacrilamida,
les quals migren en el gel a una velocitat inversament proporcional al logaritme
del seu pes molecular. Dins d’'un camp eléctric, les proteines migren cap al pol
positiu (anode) a través d'una matriu porosa constituida basicament de

polimers d’acrilamida.

Solucions i tampons

Solucié 1

0.75 M Tris-HCI pH: 8.8
0.2 % SDS

Solucié 2

30 % acrilamida

0.8 % Bis-acrilamida

Tampo d’electroforesi

28.82 g Glicina

6.6 g Tris

2 g SDS

Aigua mQ finsa 2L

Procediment

1. Gel resolutiu.

El gel resolutiu es compon de: solucido 1, solucié 2, aigua, temed i
persulfat amonic (PSA) 13 %.

Es el primer que es prepara, el TEMED i el PSA s’afegeixen en aquest

ordre i al final ja que sén els que inicien la polimeritzacio.

La quantitat de cada un dels components dependra de la mida de les
proteines que vulguem utilitzar. Un percentatge baix d’acrilamida

afavorira la separacié de proteines d’alt pes molecular, mentre que un
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percentatge alt afavorira la separaci® de proteines de baix pes

molecular.
2. Gel empaquetador o “stacking”.

Amb els mateixos components del gel resolutiu, s’afegeix a sobre i
serveix per a empaquetar les proteines. El percentatge d’acrilamida
d’aquest gel és sempre baix per permetre el pas de les proteines de

totes les mides.

3. Les proteines es dilueixen amb el tampd de mostra (loadding buffer,
SIGMA) i un agent reductor com el DTT o 2-B-mecaptoetanol en una
proporcié 3:1 respectivament i es bullen 2 minuts, provocant la seva

desnaturalitzacio.

4. Es carreguen les mostres i es connecta l'aparell a la font de voltatge

inicialment a 80 V en el gel empaquetadoria 125V en el gel resolutiu.

10.2.WESTERN-BLOT

Aquesta tecnica consisteix en la deteccié indirecta de proteines sobre una
membrana de nitrocel-lulosa obtinguda per transferéncia d'un gel de
poliacrilamida i utilitzant anticossos contra les proteines. El complex antien-
anticos format pot ser detectat gracies a un segon anticds unit a I'enzim
peroxidasa que reacciona amb el seu substrat produint una reaccid

quimioluminiscent.

Solucions i tampons

Tampo de transferéncia

25 mM Tris-HCL
128 mM Gilicina
0.1 % SDS

20 % metanol

pH: 8.3
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Tampoé TBS
20 mM Tris-HCL

150 mM NaCl
pH: 7.4

Tampo6 TBST

Tampé TBS + 0.05 % de Tween 20

Solucio de bloqueiqg

8 % de llet en pols desnatada amb TBST
| en altres casos, 8% BSA (f.a.f)

Solucié d’ECL

Reactiu d’ECL (Amersham)

Procediment

Un cop les proteines s’han separat en el gel de poliacrilamida:

Es transfereixen a una membrana de nitrocel-lulosa (Hibond ECL,

Amersham).

Es munta el sistema de transferéncia (Bio-Rad) i es transfereix a 4 °C i
100 V durant 1 hora.

Es bloqueja d’1-3 hores amb llet en pols o BSA.

S’incuba l'anticos primari 2 hores a temperatura ambient o tota la nit a
4°C.

Es fan tres rentats de deu minuts amb TBST.
S’incuba l'anticds secundari durant 45 minuts a temperatura ambient.
Es fan tres rentats de deu minuts amb TBST.

Revelat amb quimioluminiscéncia amb anticossos secundaris
peroxidasa: s’'incuba la membrana durant 1 minut amb el reactiu ECL i
es posa en contacte amb un film d’auto radiografia el temps necessari.

Un cop exposat, el film es revela.

=77 -



Materials i Métodes

Anticossos utilitzats

La sortida mitocondrial de proteines va ser monotoritzada per western blot de la

fracci6 citosolica utilitzant els seglents anticossos:

- Anti-citocrom ¢ monoclonal de ratoli (clon 7H8.2C12, 1:2000,

Pharmigen)
- Anti-Smac/DIABLO policlonal de conill (1:1000, Calbiochem)

La fosforilaci6 de JNK i d’AKT es va analitzar en extractes totals utilitzant els

seguents anticossos:

Anti-Phospho JUN-kinase policlonal de conill (1:1000, Cell signaling)

Anti-JUN-kinase monoclonal de conill (1:2500, Cell Signaling)

Anti-Phospho AKT policlonal de conill (1:250, Santa Cruz)

Anti-AKT policlonal de conill (1:250, Santa Cruz)

La fosforilacié de c-Src va ser analitzar en homogenats totals de fetge utilitzant

els seglents anticosos:
- Anti-Phospho-Src (tyr416) policlonal de conill (1:1000, Cell Signalling)
- Anti-Src monoclonal de ratoli (1:1000, Santa Cruz)

Les fraccions mitocondrials, obtingudes com s’ha indicat previament, es varen

utilitzar per a analitzar els nivells de Bim i fosfo-Bim:
- Anti-Phospho-Bim policlonal de conill (1:1000, Santa Cruz)
- Anti-Bim policlonal de conill (1:2000, Santa Cruz)
- Anti-citocrom c oxidasa policlonal de cabra (1:250, Santa Cruz)

L’activacié de NF-kB es va analitzar en extractes nuclears utilitzant el segient

anticos:

- anti-p65 policlonal de cabra (1:250, Santa Cruz)

10.3. IMMUNOPRECIPITACIO

Per a avaluar la fosforilacidé en tirosina d’lkB-a després de la I/R, es va

immunoprecipitar 1 mg del lisat de fetge utilitzant 2 pyg de l'anticds policlonal
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anti-lkB-a (Santa Cruz) i es va determinar la fosforilaci6 amb [I'anticos

monoclonal de ratoli anti-fosotirosina (1:1000, Santa Cruz).

Per a dur a terme la immunoprecipitacio, s’utilitzen boles de proteina G-agarosa

(Santa Cruz Biothecnology).
Tampé RIPA
50 mM Tris — HCI; pH: 7.8
150 mM NaCl
0.25 % Na-deoxycholate
1 % igepal
1 mM NazVO,
1 mM EDTA

Procediment

Incubar 1 mg de proteina de 'homogenat de fetge amb 2 ml de tampo

Ripa i 2 ug de I'anticos IkB-a durant 1h a 4°C.

- Afegir a les mostres 50 ul de boles de proteina G-agarosa i deixar-ho

agitant a la noria tota la nit a 4°C.
- Centrifugar a 14000 rpm durant 5 segons.
- Rentar el precipitat tres cops amb tampd RIPA.
- Realitzar 'immunoblot com es descriu a I'apartat anterior.

- Bloquejar la membrana amb 5% BSA durant 1 hora a temperatura

ambient.

- Incubar amb I'anticds monoclonal de ratoli anti-fosfotirosina.

10.4. ELIMINACIO D’ANTICOSSOS DE LA MEMBRANA “STRIPPING”

L’anticos secundari i primari poden ser eliminats de la membrana per a un

segon marcatge de la mateixa membrana.
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Reactiu

- solucié d’ “Stripping” (Restore™ Western Blot Stripping Buffer, Thermo

scientific)

Procediment

- Submergir la membrana en la solucié d’ “Stripping” i deixar-la agitant

durant 10 minuts.

- Rentar la membrana un parell de cops 5 minuts cada cop, amb TBST

1X, agitant-la suaument.

- Bloquejar la membrana i continuar amb el protocol de deteccio.

11. DETERMINACIO DE CASPASA 3

Els extractes citosolics s'incuben amb el substrat especific de la caspasa-3, Av-
DEVD-AMC (Calbiochem), i el producte que es forma (7-amino-4-trifluorometil

coumarin) emet fluorescencia [190].

Tampo d’incubacid

10 % sacarosa
0.1 % CHAPS
100 mM NaCl
10 mM DTT
pH: 7.5

Procediment

- S’incuben 500 ug de proteina de 'homogenat citosolic amb 500 pl de
buffer d’incubacié i 40 nmols del substrat de la caspasa-3 (ac-DEVD-
AMC).

- La barreja es deixa durant 15-30 minuts a 37 °C i es monotoritza la
fluorescéncia de manera continua, mesurant I'emissi® a 460 nm amb

excitacid a 380 nm en el fluorimetre.
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12. DETERMINACIO DE L’ACTIVITAT
ESFINGOMIELINASA

L’activitat esfingomielinasa es determina utilitzant esfingomielina N-(7-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) amino (SM-NBD) segons el métode descrit per
Quintern LE i Dandhoff K [191].

12.1. ESFINGOMIELINASA NEUTRA

Per mesurar 'activitat de I'esfingomielinasa neutra (NSMasa), 125 ug de proteina

de 'homogenat total s’incuben a 37°C durant 2 hores en el segiient tampo:
20 mM Hepes
0.1 % Trité X-100
1 mM MgCl,
10 uM SMN-NBD
pH: 7.4
(volum final 250 pl)

La reaccid és lineal en aquest marge de concentraci6 i la quantitat

d’esfingomielina-NBD hidrolitzada no excedeix el 10%.
La reacci6 que té lloc és:
NBD-esfingomielina + ATP = fosfocolina + NBD-ceramida

El producte, NBD-ceramida, s’extreu amb 750 pl de cloroform: metanol (2:1, v/v).
Increments en NBD-ceramida es determinen per cromatografia de capa fina
(TLC) utilitzant una soluci6 amb cloroform, metanol i dioxid d’amoni 20%
(70:30:5, viv).
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12.2. ESFINGOMIELINASA ACIDA

Per la determinacié de l'activitat esfingomielinasa acida (ASMasa), partim de 75
ug de proteina de ’hnomogenat total i incubem 2 hores a 37°C en una soluci6 que

conté:
250 mM acetat sodic
0.1% Tritd6 X-100
10 yM SMN-NBD
pH 5.0
(volum final 250 pl)

A continuacio, la quantitat d’NBD-ceramida produida es quantifica de la mateixa

manera descrita per la NSMasa.

13. DETERMINACIO DE L’ACTIVITAT CERAMIDASA

L’activitat ceramidasa es va realitzar utilitzant ceramida C12-NBD [192] .

13.1. CERAMIDASA NEUTRA

Per la determinacié de l'activitat ceramidasa neutra (NCDasa), 100 ug de
proteina de I'extracte total s’incuben a 37 °C durant una hora amb el seguent

tampdé:
5 mM MgCl,
10 mM Tris
0.2% Trit6 X-100
10 uM Ceramida C12-NBD
pH: 7.4
(volum final 300 pl)

La reaccio6 que té lloc és:
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NBD-ceramida + ATP = esfingosina + NBD-acid dodecanoic

El producte, acid gras (NBD-dodecanoic) que equival a la quantitat d’esfingosina
generada en la reaccio, s’extreu amb 900 ul de cloroform: metanol (2:1, v/v).
Increments en NBD-ceramida, es determinen per cromatografia de capa fina
(TLC) utilitzant una solucié de cloroform, metanol i hidroxid d’amoni 20%
(70:30:5, viv).

13.2. CERAMIDASA ACIDA

Per la determinacié de l'activitat ceramidasa acida (ACDasa), 100ug de
proteina de l'extracte total s’incuben a 37°C durant una hora amb el seguent

tampé:
500mM NacCl
0.2% Trit6 X-100
10 yM Ceramida C4,-NBD
pH: 4.5
(volum final 300 pl)

A continuacid, la quantitat d’'NBD-dodecanoic produit es quantifica de la mateixa

manera descrita per la NSMasa.

14. DETERMINACIO DE _L’ACTIVITAT _GLUCOSIL
CERAMIDA SINTASA

Per la determinaci6 de l'activitat gucosil-ceramida sintasa (GCS) [193] , 200 ug
de proteina de l'extracte total s’incuben a 37 °C durant una hora amb el

seguent tampo:
5 mM MgCl,
5 mM MnCl;

2.5 mM NADH
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2 mM EDTA
1 mM UDP-glucosa
0.3 % BSA fatty acid free
15 uM NBD-ceramida
pH:7.5
(volum final 250 pl)
La reacci6 que té lloc és:
NBD-ceramida + ATP = NBD-glucosilceramida

La NBD-glucosilceramida generada, s’extreu amb 750 pl de cloroform: metanol
(2:1, viv). Increments en NBD-glucosilceramida, es determinen per cromatografia
de capa fina (TLC) utilitzant una soluci6 de cloroform, metanol i hidroxid d’amoni
20% (70:30:5, v/v).

15. DETERMINACIO DE LA CERAMIDA ENDOGENA

Els nivells de ceramida en fetge es varen determinar mitjangant la reaccio6 de la
diacilglicerol cinasa (DGK) [26].

Aquest enzim fosforila especificament al lipid diacilglicerol (DAG), pero també
té com a substrat a la ceramida (encara que amb millor afinitat). La reacci6

catalitzada per la DGK és la seglent:
Ceramida + ATP => Ceramida-1-fosfat + ADP

Per a poder determinar la fosforilacié de la ceramida, primer hem d’eliminar el
DAG contingut en I'extracte lipidic; de manera que realitzarem una extraccio
dels lipids totals seguit d’una hidrdlisi alcalina amb hidroxid potassic en metanol
(0.1 M KOH/ MeOH) amb la que eliminarem el DAG present i finalment
passarem a la reaccio in vitro amb I'enzim DGK (utilitzant ATP marcat en
posicid gamma) i a la deteccié de ceramida mitjancant cromatografia de capa

fina i autoradiografia.
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Extraccio lipidica

250 g de proteina els portarem a 500 yl amb homobuffer i farem I'extraccio de
la fase organica amb 1500 pl de cloroform:metanol (2:1, v/v). Secarem la fase

organica a I'speed-vac i seguidament farem una hidrolisi alcalina.

Hidrolisi alcalina

S’incuba el producte durant 1 hora a 37 °C amb amb 250 ul de metanol/KOH
0.1M, 250 pl PBS, 500 pl cloroform.

Després d’'una hora d’incubacio, es vorteja la mostra i es centrifuga durant 5
minuts a 5000 rpm. Després de centrifugar, s’observaran dues fases; es
transfereix la fase inferior (organica) a un nou tub (de borosilicat) i es deixa
secar sota N, (10-12 min). S’obtindra una fina pel-licula en el fons del tub que
conté els lipids; en aquest punt els lipids es poden guardar a -20°C durant varis

dies.

Assaiq de la diacilglicerol cinasa (DGK)

- En un tub de borosilicat barregem el seglient (per a cada una de les mostres

lipidiques):
6 ul de cardiolipina (25 mg/ml)
20 ul de DETAPAC (acid dietilaminopentaceétic) 1 mM
6.2 ul de octil-B-D-glucopirandsid 825 mM
50 ul de solucio de reaccio: 100 mM NaCl
100 mM imidazol
2 mM EDTA
25 MM MgCl, pH 6.5
8 pl imidazol/DETAPAC (10 mM/1mM)
2 uyl ATP 110 mM
8.3 pul H0
3.5 yl DGK (1 mg/ml)

14l y*%-P-ATP (3000 Ci/mmol)
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Afegir 100 uyl d’aquesta barreja a cada tub que contingui I'extracte lipidic

sec sota Ny

Incubar 30 min a 25°C.

Per a la reaccié amb 1 ml de Kill, 270 pl de BSS i 30 yl EDTA 100 mM.
Vortejar.

Centrifugar 5 min.

Resolucio de Ceramida-1-fosfat

Transferir 500/550 pl de la fase organica (inferior).

- Assecar sota nitrogen i dissoldre el residu lipidic en 50 yl de CHCl; :
MeOH (1:1).

- Carregar 40 pl en una placa per a cromatografia de capa fina a una

distancia minima d’1 cm del final de la placa.
La fase mobil es compon de CHCIl3: MeOH : Acid acétic (65:15:5, V/v/v).

- Es deixara correr la capa fina fins que el front estigui a 1-2 cm de la part

superior de la placa.

- Es deixa assecar i s’exposara a una pel-licula fotografica de 3 a 24

hores.

La reacci6 de la DGK és lineal des de 20 a 1000 pmols de ceramida. Per a una
quantificaci6 de la quantitat de ceramida es necessitara introduir
simultaniament varis estandards de ceramida al mateix temps (en els passos

d’hidrolisi alcalina, assaig DGK i resolucié de ceramida 1-P).

Es recomana una corba d’estandards amb les seglients concentracions de
ceramida: 50, 100, 200, 400, 750 i 1500 pmols de ceramida; també s’aconsella
utilitzar com a estandard la ceramida tipus Il de Sigma que esta formada per

una barreja de ceramides naturals.
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16. DETERMINACIO DE GANGLIOSIDS

Els nivells de ganglidosids es van mesurar en els trossos de fetge per

cromatografia en capa fina d’alta resolucié (HPTLC) [123].

Procediment

Homogeneitzar 150-200 mg de fege amb aigua mQ (1 mg fetge : 4 pl
aigua mQ) a 1200 rpm.

Lisar les cél-lules amb metanol/cloroform (3:2, v/v).
Barrejar vigorosament.

Centrifugar a 1000 g 5 minuts.

Recollir el sobrenedant i liofilitzar-lo.

Resusprendre el precipitat en disopropil eter/1-butanol de sodi 50 mM
(3:2:0.5).

Centrifugar a 2000 g 10 minuts.
Recuperar el sobrenedant i liofilitzar-lo.

Dissoldre les mostres en metanol/aigua (1:1 v/v) i carregar en una
columna Sep-Pak C18 (préviament rentada amb metanol, metanol

[cloroform (1:1 v/v), metanol/aigua (1:1 v/v)).

Eluir les mostres de la columna amb metanol, metanol/cloroform (1:1 v/v)
Liofilitzar les mostres.

Diluir les mostres amb metanol/cloroform (1:1).

Aplicar en una placa de silice de 60 A (Merk) que corre per capil-laritat

amb tampé cloroform/metanol/aigua (50:42:11).
Deixar assecar la placa.

Tenyir amb Resorcinol reagent (1.5% resorcinol , 0.3 ml de sulfat cupric,

acid clorhidric 37% y 50 ml d’aigua).

Revelar per calor (180°C durant 15 minuts).
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17. ASSAIG TUNEL | IMMUNOHISTOQUIMICA

S’obtingueren els trossos de fetge i es van deixar durant 24h amb formalina.
Seguidament es varen parafinar i es varen fer talls de 5 ym de gruix amb un

microton, que després varem fixar sobre porta-objectes de vidre.

La tecnica TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick-
end-labeling) ens permet detectar apoptosi mitjangant la técnica enzimatica de
marcatge in situ dels fragments d’ADN tallats que es generen durant I'apoptosi.
L’ADN polimerasa aixi com la deoxynucleotidyl trasnferasa (TdT) sén utilitzats

per introduir nucleotids marcats en 'ADN parcialment degradat.

L’assaig TUNEL el duem a terme mitjangant la incubacié amb proteinasa K, 2
pg per ml de tampd Tris-HCI, 5 mM EDTA, ajustant a pH 7.4; les seccions es
van marcar seguint les instruccions precises del kit comercial (In Situ Cell
Death Detection Kit, Roche).

Les tincions immunohistoquimiques de caspasa-3 i de mieloperoxidasa [194] es
realitzaren utilitzant un anticds monoclonal de conill anti-caspasa-3 activa (BD
Pharmigen) amb una dilucié 1:200, i un anticos policlonal de conill anti-
mieloperoxidasa (Abcam) 0.1 mg/ml respectivament, seguint les instruccions

indicades per la casa comercial BD. Pharmigen.

Ambdoés es varen tenyir amb 3,3’-diaminobenzidina (RocheDiagnostics), i es

varen contratenyir amb hematoxilina.

Les seccions es van examinar amb un microscopi Zeiss Axioplan equipat amb
una camara digital Nikon DXM1200F.

18. TINCIONS HEMATOXILINA/EOSSINA

La tincio amb hematoxilina-eosina és una tincié doble basada en l'afinitat de les
estructures per un o altre colorant. L’hematoxilina, colorant basic extret de

Celsapina campechiana, tenyeix de color blavos les estructures
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predominantment acides com ara el nucli cel-lular. En canvi, 'eosina és una
tetrabromofluoresceina de caracter acid i basofila que tenyeix el citoplasma de

la cél-lula d’'un color rosat.
Reactius
- Hematoxilina (Sigma)
- Eosina (sigma)
- Etanol absolut (AA), etanol 90% (A90) i etanol 70% (A70)
- Xile
- Medi de muntatge (DPX) (Panreac)
- HCI-Etanol absolut 96%: 192 ml etanol absolut + 4 ml HCI
- Aigua amoniacal: 200 ml aigua destilada amb 3-4 gotes d’amoniac

Procediment

- Desparafinar les mostres en xilé per tal d’afavorir que els colorants

penetrin millor a la mostra (dos incubacions de 8 minuts cadascuna).

- Hidratar seguidament amb uns séerie de gradients decreixents d’alcohol
(AA, A90, A70) de 5 minuts cadascuna.

- Incubar 5 minuts en aigua destil-lada.
- Submergir les mostres en hematoxilina durant 4 minuts.
- Rentar amb aigua corrent.

- Submergir varies vegades amb HCI-Et 96% fins que apareixi un color

vermelloés.

- Submergir varies vegades amb aigua amoniacal fins que aparegui un

color blavos.
- Rentar amb aigua corrent 2 minuts.
- Submergir amb aigua destil-lada 2 minuts.

- Submergir amb eosina entre un i cinc minuts segons la intensitat

desitjada.
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- Deshidratar les mostres un minut amb cada etanol, passant de I'etanol
70 a I'absolut.

- Deixar-ho 5 minuts en xilol.

- Realitzar el muntatge amb DPX i deixar-ho assecar durant 24 hores.

19. MDA. MESURA DE LA PEROXIDACIO LIPIDICA

La peroxidaci¢ lipidica en mostres de fetge es va determinar seguint la
produccié de malondialdehid (MDA) utilitzant el métode de I'acid tiobarbituric
(TBA) [195].

Reactius

0.6% TBA (Sigma)
Acid ortofosforic 1%
1-Butanol

Procediment

Afegir a 100ul de 'lhomogenat de fetge 2.4 ml de TBA i 1.2 ml d’acid

ortofosforic 1%.

- Deixar-ho bullir durant 45 minuts.

- Deixar-ho refredar-

- Afegir 1.6 ml d’1-butanol.

- Barrejar les mostres.

- Centrifugar a 1200 rpm durant 10 minuts.

La concentraci®6 d’MDA es determina en els sobrenedants mesurant a
I'espectre a una densitat optica de 535 nm utilitzant una corba calibrada amb
estandards de TBA.
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20. ASSAIG MIELOPEROXIDASA

La mieloperoxidasa (MPO) és un enzim present a l'interior dels granuls primaris
dels neutrdfils, i en menys quantitat en mondcits i macrofags [196]. La quantitat

d’activitat MPO s’utilitza com un index d’acumulacio de neutrofils al fetge.

Solucions i tampons

Solucioé o-dianisidina

43.2 mM KH,PO4
6.5 mM NayPO4

10 mM EDTA
0.016% o-dianisidina
0.001% H20;

pH: 6

Solucié HTAB

43.2 mM KH,POy,
6.5 mM NayPOq4
10 mM EDTA

50 mM HTAB
pH: 6

Procediment

- Homogeneitzar 200 mg de fetge en la solucié HTAB.

Centrifugar a 10.000 rpm 10 minuts.
- Incubar 100 pl del sobrenedant amb 900 ul de la solucié o-dianisidina.

- Detectar el cromofor estable que forma I'o-dianisidina oxidada mesurant
a l'espectre de manera continua durant 2 minuts amb I'absorbancia a
460 nm.
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En paral-lel, la tinci6 de mieloperoxidasa en les mostres de fetge es va

determinar per immunohistoquimica com s’ha descrit anteriorment.

21. DETECCIO D’ESPECIES REACTIVES D’OXIGEN
ROS

Aquest métode permet la deteccié d’espécies reactives d’oxigen mitjangant la
sonda 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF). Aquesta es converteix en un producte

fluorescent degut a I'oxidacié amb peroxids [71].
Reactius

5 uM 2’,7’-diclorofluoresceina

Procedimient
1. afegir a la cubeta: 90 mlde PBS 1X (pH 7.4)
10 yl d’homogenat de fetge
900 ul DCFDA 5 uM
incubar a 37 °C durant 30’
2. condicions de lectura: Excitacid: 485 nm

Emissio: 530 nm

Fluorimetre (HITACHI, F-4500)

22. GSH y GSSG per HPLC

Les concentracions de glutatio reduit (GSH) i oxidat (GSSG) es van determinar

per cromatografia liquida d’altra resolucié [197].
limit de sensibilitat: GSH: 1 nmol / mg prot

GSSG: 0.5 nmol / mg prot
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HPLC (Gilson)

Solucions i tampons

acid iodoacetic (IAA) 100 mM: 185.9 mg IAA
1 ml m-cresol 2 mM (8.1 mg /10 ml)
fins 10 ml H2O
KOH 10 M (stock): 5.61 g/ 10 ml H,O
KHCO3; 3M (stock): 3.00 g/ 10 ml H,O
KOH 2M / KHCO3; 2.4M (1V KOH 10 M : 4V KHCO3; 3M)
dinitrofluorobenzé (DNFB): 75 ul /5 ml etanol absolut
preparar fresc. Protegir de la llum.
acid tricloroacétic (TCA) 10%
acetat Na 2.6 M: 1 kg acetat Na
448 ml H,O

1.39 L ac.acétic glacial

Estandars:
GSH 1mM (stock): 15.36 mg / 50 ml Krebs
GSSG 1mM (stock): 30.63 mg / 50 ml Krebs

Cisteina 10 mM + 1 mM DTT: 60.6 mg + 7.7 mg / 50 ml Krebs
preparar fresc
diluir a 100 mM i derivatitzar

Procés de derivatitzacio

- 100 pl mostra (homogenat) + 500 pl TCA 5%.

- Centrifugar 2-3 minuts a 14.000 rpm i recuperar el sobrenedant.
- Afegir 100 pl IAA.

- Vortejar.

- Afegir 75-150 pl KOH-KHCOs3 fins a assolir un pH: 8.5-9.
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- Incubar a temperatura ambient durant 15-30 minuts a la foscor.
- Vortejar.

- Afegir 500 yl DNFB.

- Vortejar.

Aferir 50 pl KOH-KHCOs.

FinsapH>9
- Deixar-ho o/n 4°C.
- Centrifugar 10 minuts a 14.000 rpm i recuperar el sobrenedant.

Condicions de ’'HPLC:

Fase mobil:

tampd A: metanol 80%

tampé B: metanol 80 % / acetat Na 2.6 M 20%
Elusi6 en gradient

1. rentats: flux 0.1-0.5 ml metanol / min.

2. lectura: flux de 1.5 ml/ min; longitud d’ona: 350 nm.

3. llegir primer un metanol com a linia de base.

23. MESURA DE GSH TOTAL PER
ESPECTOFOTOMETRIA

Els nivells de glutatio total també es van mesurar després d’'una extraccio amb
10 % d’acid tricloroacétic [198] ElI métode es basa en la reduccié l'acid
ditiobis(2-nitrobenzoic) o DTNB pel grup tiol del GSH, donant lloc a un compost

de color groc.

Reactius i Tampons

- Glutatio6 reductasa (GR)
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Tampo de treball

9mM EDTA
0.1mM DTNB
0.15mM NADPH
50mM NazPO4

Procediment

- Afegir 2.3 ml de tamp¢ de treball a 100 pl mostra.
- Afegir seguidament 100 pl de GR.

- La lectura a I'espectrefotometre es realitza a 37°C i una longitud d’ona
de 412 nm. Al comparar amb els valors d’absorbancia de les solucions
estandard de GSH (0-60 uM), obtenim la concentracio de GSH total en

les diferents mostres.

24. EXTRACCIO | ANALISIS D’ARN

24.1. EXTRACCIO

L’ ARN total tant de les cél-lules en cultiu, com de teixits hepatics, es va
extreure mitjangant TRIzol Reagent (Life Technologies Ltd) [199].

Procediment

Ceél-lules en cultiu:

1. Aproximadamente 10x10° de cél-ules es van lisar amb 1 ml de TRizol
durant 5 minuts per a permetre la dissociacid dels complexes

nucleoproteics.
Teixits hepatics:

1a. Deixar trossets de fetge d’aproximadament 25mg amb 200 pl de

TRizol durant 5 minuts a temperatura ambient.
1b. Homogeneitzar amb un émbol estéril.

1c. Afegir 500 pl de TRizol i barrejar per inversié.
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2. Afegir 200ul de cloroform i agitar per inversié durant 15 segons per a

assegurar una bona mescla de les diferents solucions.
3. Deixar-ho 3 minuts a temperatura ambient.

4. Centrifugar a 12000 g a 4°C durant 15 minuts.

5. Recuperar la fase superior.

6. Precipitar TARN amb 0.5 ml d’isopropanol.

7. Deixar-ho 10 minuts a temperatura ambient.

8. Centrifugar a 12000 g a 4°C durant 10 minuts.

9. Rentar el precipitat obtingut amb etanol 70%.

10. Deixar-ho a -20°C durant 30 minuts com a minim.
11. Centrifugar a 12000 g a 4°C durant 5 minuts.

12. Resuspendre 'ARN amb 50-100 pl destil-lada, estéril i autoclavada.

La concentracié i la puresa de 'ARN es va determinar mesurant I'absorbancia a
260 nm i 280 nm en un espectofotometre (DU 640 Spectrophotometer,
Beckman, USA). Una solucié d’ARN que tingui DO»gy=1 conté aproximadament
40 pg d° ARN per ml. El quocient entre les absorbancies a 260 i 280 nm ens
doéna una mesura de la puresa de 'ARN. Una puresa optima correspon a un
quocient DO2g0/D0O2gp = 1.7-2.0.

24.2. RT-PCR

Per a posar a punt les condicions per la RT-PCR quantitativa a temps real,
primerament varem realitzar RT-PCRs provant diferents temperatures
d’anidament dels cebadors per a cada un dels ARNm que voliem determinar.
Varem utilitzar un kit comercial de la casa Promega Acces RT-PCR System™,
seguint les especificacions exactes del fabricant. Els productes de la PCR i els
marcadors es van resoldre mitjangant I'electroforesi d’'un gel d’agarosa al 12%

amb bromur d’etidi (0.5 pg/ml).
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24.3. RT-PCR QUANTITATIVA A TEMPS REAL

La determinacio dels nivells d’/ARNm es realitzaren mitjangant la técnica d’'RT-
PCR quantitativa a temps real. Es va utilitzar un kit comercial iScriptT'\’I One-
Step RT-PCR amb SYBR®Green (Bio-Rad), seguint les especificacions del

fabricant:

40 ng d’ARN total

- 0.3 mM de cebadors (primers)

12.5 pl de barreja de reaccid 2x
- 0.5 pl de solucié amb retrotranscriptasa

La barreja final (25 pl) es va introduir al termociclador i es va executar el

segulent programa:
- 10 min a 50°C
- 5 mina95°C
- 49cicles:
o 15sa95°C
o 35sab7°C
o 25sa72°C

Cada reacci6 es va realitzar per duplicat i el thereshold (Ct) per a cada ARNm
es van comparar amb I'’ARNm control de la proteina GAPDH en el primer
estudi, i de la proteina ribosomal 18s en el segon estudi. Es va fer la mitja i es
va convertir de logaritme a lineal. Els cebadors utilitzats per 'ARN de ratoli

varen ser els seguents:

ASMasa sentit 5- GTCAGCCGTCCATCTCTTTGA-3’;
ASMasa antisentit 5-GGTCCCAGTGTAGATCAGTAA-3’;
GAPDH sentit 5-CGACCCCTTCATTGACCTCAA-3;
GAPDH antisentit 5-CCTTCTCCATGGTGGTGAAGA-3'.
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clAP sentit

clAP antisentit
MnSOD sentit
MnSOD antisentit
TNF sentit

TNF antisentit
IL-18 sentit

IL-18 antisentit
18s sentit

18s antisentit

5'- GTGGAACATGCCAAGTGGTT -3;
5’- GGAGGCAATACAGCATTGGT -3}
5'- AACTCAGGTCGCTCTTCAGC-3’;
5'- GAACCTTGGACTCCCACAGA-3' ;
5’-CTGAACTTCGGGGTGATCGGT -3’;
5’-ACGTGGGCTACAGGCTTGTCA -3’;
5-GAGCTGAAAGCTCTCCACCTC -3';
5- CTTTCCTTTGAGGCCCAAGGC-3';
5-GTAACCCGTTGAACCCCATT -3°;

5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG -3'.
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¢ PRIMER ESTUDI

1. Acumulacid transitoria de ceramida per activacio

seqluiencial de lI'esfingomielinasa acida i la ceramidasa

acida durant la I/R

En primer lloc ens varem proposar analitzar els canvis en els nivells de
ceramida durant el procés d’'isquémia/reperfusié i vam poder observar que els
nivells de ceramida incrementen de manera transitoria durant la fase de
reperfusio comparat amb els controls. Veiem un pic als 30 minuts i un altre a
les 6 hores de reperfusié [figura 17A], tornant als nivells basals després de les

6 hores.

Degut a que els nivells de ceramida reflecteixen el balang entre la seva
generacié i metabolisme, seguidament vam analitzar I'activitat dels enzims
involucrats en la regulacié de la ceramida. Com es pot veure, unicament les
activitats de I'esfingomielinasa acida i de la ceramidasa acida estan implicades
durant la fase de la reperfusidé, i no observem canvis en l'activaci6 de
I'esfingomielinasa neutra, la glucosilceramida sintasa o la ceramidasa neutra
[figura 18A-E]. En canvi, 'activitat esfingomielina sintasa, disminueix entre 1 i 3

hores de reperfusié [figura 18F].

Els nivells de ceramida tenen un pic entre els 15-30 minuts després de

I'exposicio a I/R degut a I'activacié de I'esfingomielinasa acida.

Una hora després de la reperfusid, I'activitat ceramidasa acida incrementa,
resultant en una eliminacié de la ceramida. Com a consequéncia, la ceramida
torna als seus nivells control després de tres hores. Per tant, el fetge respon a la
formacié de ceramida induida per I/R, transformant la ceramida a lipids
antiapoptotics com son [l'esfingosina-1-fosfat, mitjangant l'activacidé de la

ceramidasa acida.

Com que el TNF activa I'esfingomielinasa acida [106, 123], varem determinar la
cinética de la generaci6 de TNF en sérum durant la I/R [figura 17B]. En

concordanga amb anteriors resultats [186], varem observar un increment
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primerenc dels nivells de TNF als 10-15 minuts de reperfusié i es mantenen fins
les 8 hores [figura 17B]. A més, la pentoxifilina (PTX), inhibidor ben establert de
la produccié de TNF in vivo, que va prevenir el dany hepatic induit per I/R,
suprimia l'activacié de I'esfingomielinasa acida durant la I/R [figura 17C] i el
subsegient increment dels nivells de ceramida, indicant que la generacié de
TNF durant la I/R regula I'activacié de I'esfingomielinasa acida.
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FIGURA 17. Regulacié de la ceramida durant la I/R. (A) Els ratolins varen ser sotmesos a I/R i
el contingut hepatic de ceramida va ser determinat a diferents temps de reperfusio com s’indica.
Els nivells de ceramida en els ratolins control van ser de 171 + 18 pmol/mg de proteina (n = 3).
*P < .043 versus control. (B) Els nivells de TNF van ser determinats en sérum a diferents temps
de reperfusio (n = 3). *P < .012 versus control. (C) L'activitat esfingomielinasa acida va ser
determinada en els extractes de fetge dels ratolins tractats amb vehicle i dels tractats amb
pentoxifilina (PTX) als 15 minuts de reperfusio. Als ratolins control se’ls hi va realitzar la
laparotomia sense I/R. (n = 3) *P = .017 versus control. #P = .033 versus no tractats I/R.
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FIGURA 18. Activacié de ’ASMasa i ’ACDasa durant la I/R. Les mostres de fetge es van
agafar a diferents temps després de la I/R i varen ser homogeneitzades per a mesurar les
activitats enzimatiques de ASMasa (A), NSMasa (B), GCS (C), ACDasa (D), NCDasa (E) i SMS
(F) (n=3-4). *P < .009 versus control. #P < .006 versus control. &P < .010 versus control.
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2. La requlacio farmacologica de la ceramida, modula el

dany hepatic induit per I/R

Per establir la relacié entre l'activaci6 de '’ASMasa/ACDasa i I'acumulacio
hepatica de ceramida, varem provar I'efecte de la inhibicié dels dos enzims en

’homeostasi de la ceramida durant la I/R.

La imipramina, que inhibeix I'activacié de I'esfingomielinasa acida [123, 200], i
la N-oleoyletanolmaina (NOE), un potent inhibidor de la ceramidasa acida [192,
201], varen ser administrats intraperitonealment 30 minuts abans de realitzar la
isquéemia.

La imipramina, que prevé l'activacié de 'ASMasa induida per I/R, disminueix
els nivells de ceramida generats als 30 minuts de la reperfusié [figura 19]. Com
s’espera, la NOE afavoreix 'acumulacié de ceramida en el grup sotmés a I/R
[figura 19]. Ni la imipramina ni la NOE modulen els nivells de ceramida hepatics

en els ratolins no isquémics.

Ceramida, pmol/img
=]
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= NOE IMIP - NOE IMIP
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FIGURA 19. Modulacié dels nivells de ceramida. Els nivells de ceramida es varen quantificar
en els fetges als 30 minuts de reprefusi6. En alguns casos, els ratolins es varen tractar amb
linhibidor de I'esfingomielinasa acida (imipramina, 25 mg/kg), I'inhibidor de la ceramidasa acida
(NOE, 100 mg/kg) o amb vehicle (sali) 30 minuts abans de realitzar la isquémia. Els animals
control se'ls hi va realitzar la laparotomia sense I/R. (n=3). *P < .011 verus control #P < .045
versus isquemics no tractats.
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També varem examinar I'impacte de la regulacié de la ceramida en el dany
provocat per I/R. Com s’indica, la I/R causa un dany hepatic que es reflecteix
en els nivells d’alanina aminotransferases (ALT) en serum [figura 20] i en les

histologies hepatiques [figura 21A].

A més, varem observar un nombre significatiu de céllules terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated nick-end labeling (TUNEL)- positives
després de la I/R [figura 21B], consistent amb la coexistencia d’oncosi necrotica

i mort cel-lular apoptotica.

El pretractament amb imipramina protegeix el fetge contra el dany per I/R, com
es veu en els nivells d’ALT [figura 20], les histologies i les tincions TUNEL,
mentre que la NOE incrementa el dany hepatic [figura 20, 21A-B]. El
pretractament amb imipramina, perdo, no afecta a la fosforilaci6 d’Akt o als
nivells de p65 mesurats en extractes després de la I/R [figura 22], indicant que
I'efecte protector de la imprimanina no esta relacionat amb la senyalitzacio
d’NF-kB.

10000-
9000
8000-
7000
6000-
5000-
4000-
3000-
2000 #
1000-

ALT, Uml

= NOE IMIP = NOE IMIP
CTRL IR

FIGURA 20. Modulacié del dany hepatic per IIR causat per la generacié de ceramida. Els
nivells sérics d’ALT van ser mesurats a les 6 hores de reperfusié dels animals control i dels
exposats a I/R tractats amb imipramina (IMIP), NOE, o vehicle (n = 4). *P = .022 i #P = .031
versus ratolins no tractats exposats a I/R.
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FIGURA 21. Modulacié del dany hepatic per IIR causat per la generacié de ceramida (A)
Hematoxilina-Eosina(HE) representatives i (B) imatges terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated nick-end labeling (TUNEL) de seccions de fetge a 6 hores de reperfusio (augment
10X).
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FIGURA 22. Western Blot representatiu de quatre experiments indepenents mostrant la
fosforilacié d’AKT en fraccions cel lulars i nivells de p65 en extractes nuclears, després de 30 i 60
minuts de reperfusio.

3. El silenciament de l’esfingomielinasa acida amb

ARNIi protegeix al fetge contra el dany induit per I/R

Per a validar la implicacié6 de I'esfingomielinasa acida en la generaci6 de
ceramida i de dany hepatic, i per a verificar que amb la imipramina s’inhibeix
aquest enzim i no altres proteines inespecifiques que podrien estar implicades,
s’utilitzaren dues aproximacions. En primer lloc es va realitzar I/R en ratolins
knockouts de l'esfingomielinasa acida. La majoria d’ells (80%-90%) van morir
rapidament durant la isquémia després de ser anestesiats degut a disfuncions
pulmonars que ja han estat caracteritzades anteriorment [202]. De tal manera
que vam decidir utilitzar un altre recurs alternatiu per a la pérdua de funcié com
els ARNs d’interferéncia, que han estat utilitzats de manera exitosa en el
silenciament de I'expressioé de gens en el fetge [203, 204]. L’eficacia dels ARNi
per a disminuir els nivells d’ARNm d’esfingomielinasa acida va ser verificada en
les cél-lules Hepaicic7 per PCR a temps real [figura 23A], i va ser acompanyat
per una reducci6é de l'activitat ASMasa endogena [figura 23B], en canvi I'ARNi

control de sequiencies aleatories (SCARNi) no mostrava cap efecte.
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A més, 'ARNi de 'ASMasa no afectava a les activitats endogenes de la
NSMasa o la GCS [figura 23B] com tampoc les activitats ACDasa, NCDasa o
SMS.
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FIGURA 23. Transfeccié d’ARNi de ’ASMasa. Les célfules d’hepatoma murines H1c1c7 van
ser transfectades amb ARNi de '’ASMasa o ARNi control de seqiencies aleatories. (A) Els nivells
d’ARNm d’ASMasa es van mesurar 36 hores després (n = 4). *P = .001 versus célules
transfectades amb ScARNi. (B) Les activitats ASMasa, NSMasa i GCS es varen analitzar en els
extractes celulars (n = 4). *P = .001 versus cél {ules transfectades amb ScARNi

Els duplex d’ARN de cadena doble poden provocar respostes immunes via
interaccions amb els Toll-like receptors 3 i 9 [205], aixi que varem investigar
aquesta possibilitat examinant la involucracié de respostes immunes en els
efectes potencials de 'ARNi de ’ASMasa en la I/R hepatica in vivo. Els nivells
d’interleucina-12 (IL-12) varen ser mesurats en els ratolins dos hores després
de la injeccié de I'ARNi de 'ASMasa, 'ARNi control o sali amb respecte als
ratolins tractats amb Poli I:C, un analeg dARN de cadena doble que és
reconegut pel TLR3 i provoca resposta immune en els ratolins [205]. Com es
pot veure, no es van detectar increments significatius en els nivells serics d’IL-
12 en els ratolins tractats amb 'ARNi de 'ASMasa en contrast amb I'efecte
observat en els ratolins tractats amb Poly I:C [figura 24].
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FIGURA 24. Nivells sérics d’IL-2 dels ratolins injectats amb sali, Poly I:C, ARNi control o ARNi
d’ASMasa 24 hores abans de la cirurgia (n = 3). *P = .005 versus animals injectats amb sali.

Seguidament, se’ls hi va injectar ’ARNi de ’ASMasa i 'ARNi control per cua als
ratolins durant dos dies consecutius i després varen ser sotmesos a I/R el dia
posterior a la ultima dosi. L’ARNi de 'ASMasa va disminuir els nivells hepatics
d’ARNm de '’ASMasa i va inhibir I'activitat de 'ASMasa [figura 25] provocant
una reduccio en els nivells de ceramida després de la reperfusio [figura 26A].
De manera important, TARNi de ’ASMasa redueix el dany hepatic induit per I/R
monitoritzat amb els nivells d’ALT en sérum [figura 26B], histologies o TUNEL.

Aquestes dades estableixen un rol clau de 'ASMasa en el dany hepatic per I/R.
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FIGURA 25. Supressi6 especifica in vivo de TARNm de I’ASMasa. (A) 'ARNi de 'ASMasa
inhibeix I'activitat d’aquest enzim (B) ARNm de '’ASMasa mesurat per PCR a temps real després
de dues injeccions intravenoses amb 'ARNi de 'ASMasa o amb I'ARNi control (SCARNi) 24
hores abans de la cirurgia. Els resultats estan expressats com a percentatge de canvi del
quocient ASMasa/GAPDH ARNm en animals control (n = 4). *P < .012 versus els animals
injectats amb ScARNi.
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FIGURA 26. La inhibicié de I'activitat ASMasa per ARNi redueix el dany induit per I/R (A)
Nivells de ceramida als 30 minuts de reperfusié de mostres de fetge dels ratolins tractats amb
ARNi de 'ASMasa o ScARNi (aleatori) 24 hores abans de la cirurgia (n = 3). *P = .045 versus
animals injectats amb Sc ARNi. (B) Nivells serics d’ALT a les 6 hores de reperfusio dels animals
tractats amb ARNi de 'ASMasa o SCARNi 24 hores abans de la cirurgia (n = 4). *P = .042 versus
animals exposats a I/R injectats amb ARNi aleatori (SCARNi).

4. La requlacio de la ceramida durant la I/R modula la

via mitocondrial de mort cel-lular

Esta establert que la ceramida té un rol important en les vies de mort cel-lular
mitocondrials [26, 106], aixi que nosaltres varem examinar la sortida de
citocrom ¢ i Smac/DIABLO durant la I/R.

Com podem observar, la I/R provoca la sortida de citocrom ¢ i Smac/DIABLO
[figura 27]. Aix0, ve acompanyat per a una activacié de casapasa-3 detectada
per un assaig de fluorescéncia o immunohistoquimica [figura 28A-B]. El nombre
de cel-lules positives observades, és inferior a les tenyides per TUNEL [figura
21B]. Seguidament, varem examinar si el rol regulador de la ceramida en el
dany per I/R hepatica estava acompanyat amb canvis apropiats en la formacio
de I'apoptosoma. Aixi com el tractament amb imipramina redueix la sortida de
citocrom ¢ i Smac/DIABLO de la mitocondria per I/R, la NOE promou la sortida

d’aquestes proteines apoptogeniques de la mitocondria [figura 27]. A més,
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I'activacié6 de caspasa-3 induida per I/R va ser reduida o incrementada pel
pretractament amb imipramina o NOE respectivament [figura 28A-B].
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FIGURA 27. La ceramida modula la sortida mitocondrial de citocrom ¢ durant la I/R.
Western Blot representatiu del citocrom ¢ i Smac/Diablo al citosol 4 hores post-reperfusiéo amb el
pretractament amb imipramina (IMIP), NOE o vehicle abans de la cirurgia. Els resultats sén de
tres experiments indepenents expressats com a percentatge amb respecte als animals control.
*P < .031 versus animals control. #P < .048 versus animals isquémics tractats amb el vehicle.

-111-



Resultats

A
g
=
o
Q
2
o5
@
®
o
w0
8
s
2
©
m
- NOE IMIP = NOE IMIP
CONTROL IR
B CTRL IMIP NOE
- IR
+ I/R

FIGURA 28. La ceramida modula I'activitat caspasa-3 durant la IIR. (A) Activitat caspasa-3
en extractes de fetge a les 6 hores de reperfusio dels ratolins pretractats amb imipramina (IMIP),
NOE o vehicle mesurada per fluorimetria (ex 380 nm, em 460 nm) (n = 4). *P < .035 versus
animals control. #P < .048 versus animals isquémics tractats amb el vehicle. (B) Tinci6
immunohistoquimica representativa de la caspasa-3 activa en seccions de fetge a les 6 hores de
reperfusié (augment 40X) dels ratolins tractats amb imipramina (IMIP), NOE o vehicle abans de
la cirurgia.
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5. L’activacio de JNK per I/R és suprimida per la

inhibicid de la esfingomielinasa acida

Per a identificar els intermediaris que intervenen després del dany hepatic per
I’/R mediat per 'lASMasa, ens varem centrar en el complex de glicoesfingolipids
i gangliosids perqué en hepatocits en cultiu, el ganglidsid GD3 comporta mort
cel-lular induida per TNF [123]. Els ganglidsids sén sintetitzats a partir de la
ceramida per la seva glucosilacié mitjancant la GCS. Aquesta, és inhibida per
d-threo-1-fenil-2-decanoilamino-3-morfolino-propanol HCI (PDMP) [123, 206].
Inesperadament, el tractament amb PDMP 30 minuts abans de la cirurgia no
protegia el fetge front al dany per I/R [figura 29A], i aixd és consistent amb la
manca d’activacio de la GCS durant la I/R [figura 18C]. A més, no s’observaven
canvis en el patr6 de ganglidsids durant la I/R, doncs descartem el rol dels

gangliosids en el dany induit per I/R.

S’ha descrit que la inhibicié de JNK protegeix el fetge front a la mort cel-lular
apoptotica/necrotica [99], i el rol apoptotic de la ceramida és exercit via
activacio de JNK [207-209]. Nosaltres, varem avaluar si el paper de la ceramida
en el dany per I/R és mediat per l'activaci6 de JNK. La I/R provoca la
fosforilacié de JNK (isoformes p46 i p54) [figura 29B], i aix0 esta acompanyat
per una fosforilacié de c-Jun. L’activacié de JNK contribueix al dany hepatic
provocat per I/R ja que quan administrem SP600125, un inhibidor especific i
potent de JNK [210], protegeix front al dany induit per I/R reflectit en els nivells
serics d’ALT [figura 29C] o histologies.

De manera important, el tractament amb imipramina, que disminueix els nivells
de ceramida generats i protegeix al fetge front la I/R [figura 19 i 20], prevé la
fosforilacié de JNK causada per I/R [figura 29B]. SP600125, perd, no prevé
I'increment primerenc dels nivells de ceramida durant la fase de reperfusié, o
I'activacié de l'esfingomielinasa acida, indicant que l'activacié de JNK és per
sota de la ruta de I'estimulacié d’esfingomielinasa acida durant la I/R. A més,
com que la fosforilacié induida per ceramida i la translocacié de Bim a la
mitocondria estan mediats per JNK [207], varem analitzar I'anomenada
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fosforilacié durant la I/R. Com es veu, ambdos BimL i la seva forma fosforilada
transloquen a la mitocondria i, més important, la imipramina i 'SP600125

suprimeixen aquests processos [figura 29D].
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FIGURA 29. La inhibicié de I'activacié de JNK induida per la ceramida generada via
ASMasa pero no via GCS protegeix front la I/R hepatica. (A) Nivells serics ALT 6 hores
després de la reperfusio en ratolins tractats amb PDMP (75 mg/kg ) o vehicle (5 % Tween 20 en
sali) abans de la cirurgia (n = 4). (B) Western Blot representatiu de la fosforilacié de JNK en
extractes de fetge 30 minuts després de la reperfusid. En alguns casos, els ratolins varen ser
tractats amb SP600125 (SP) o imipramina (IMIP) 30 minuts abans de la isquémia. (C) Nivells
serics d’'ALT 6 hores després de la reperfusié en ratolins tractats amb [inhibidor de JNK
(SP600125, 20 mg/kg), o vehicle (1 % dimetilsulfoxid en sali) abans de la cirurgia (n = 5) *P
=.024 versus ratolins amb I/R no tractats. (D) 1 i 6 hores després de la I/R les mostres de fetge
dels ratolins pretractats amb vehicle, IMIP o SP600125 varen ser processades per a l'aillament
dels mitocondris per a examinar els nivells de Bim, fofo-Bim, i citocrom ¢ oxidasa per Western
Blot.
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6. La requlacio de la ceramida modula la supervivéencia

després de la I/R total hepatica

Seguidament, varem examinar la supervivencia en un model d’l/R total hepatica
en el qual la supervivencia depén de la recuperacio del fetge isquemic durant la
reperfusié. Els ratolins (n = 8-12 per grup) varen ser sotmesos a 60 minuts
d’'isquémia, en lloc dels 90 minuts que utilitzem en els experiments d’isquémia
parcial perqué aquest protocol feia morir els ratolins durant les 24 hores de I/R
total hepatica. Sota aquestes condicions, 8 de 12 ratolins tractats amb el
vehicle sotmesos a isquemia total van morir duran les primeres 72 hores post-
reperfusié [figura 30], amb avaluacions histologiques en autopsies mostrant
necrosi massiva en el fetge, amb concordanga amb dades préevies [99, 178]. En
canvi, el tractament amb imipramina va millorar marcadament la supervivéncia,
on 9 de 11 ratolins tractats varen sobreviure després de 7 dies post-reperfusio
[figura 30]. En contrast, tots els ratolins tractats amb NOE (8 de 8) varen morir
durant les 48 primeres hores postisquémia, amb un 75% dels animals morint
durant les 24 primeres hores de reperfusio [figura 30]. Doncs, aquestes dades
demostren la rellevancia de la modulacié farmacologica de la ceramida en el

dany induit per I/R.
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FIGURA 30. La regulacié de ceramida modula la supervivencia després d’una isquémia
total hepatica. Els ratolins tractats amb vehicle (sali), imipramina (IMIP) (25 mg/kg) o NOE (100
mg/kg) abans de la cirurgia varen ser sotmesos a isquémia total hepatica durant 60 minuts. Els
animals varen ser monotoritzats dos cops per dia durant 7 dies. *P = .035 i #P = .013 versus
ratolins isquemics tractats amb sali, n = 8-12 a cada grup.
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¢ SEGON ESTUDI

7. Estrés oxidatiu i secrecio de TNF durant la I/R

Les espécies reactives d’'oxigen (ROS) i el TNF juguen un paper important en
diferents patologies hepatiques, com en el dany induit per I/R, i es coneixen
com a moduladors de l'activacid d’NF-kB. Per aixd, nosaltres varem decidir
mesurar els parametres relacionats amb l'estrés oxidatiu i la produccié de TNF
durant la isquémia per tal de poder examinar el seu impacte en I'expressioé de

gens NF-kB depenents i en el dany hepatic.

Per tal d’analitzar aquests factors, induim diferents temps d’isquémia (de 0 a

120 min), i agafem mostres de fetge al final de la fase de reperfusio (1 hora).

La produccié de radicals incrementa progressivament a mesura que avanga la
isquémia seguit de 60 minuts de reperfusio [figura 31A]. Fins i tot a temps curts
d’isquémia (30 min), es va detectar estrés oxidatiu intracel-lular, juntament
amb un increment significatiu en els nivells de GSSG ([figura 31B], que afectava
al quocient GSH/GSSG i a l'increment de la peroxidacioé lipidica [figura 31C]. A
meés, a mesura que el temps d’isquémia incrementava, els nivells de ROS,
MDA i GSSG eren progressivament més elevats en les mostres de fetges

reperfosos.

En paral-lel amb aquests canvis vam observar també un increment significatiu
dels nivells de TNF després d’'una hora d’isquémia, i es mantenen elevats fins a
periodes d’isquémia més llargs [figura 31D]. Aquestes dades demostren la

induccid d’estrés oxidatiu en funcié del temps d’isquémia seguit de reperfusio.
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FIGURA 31. Variacié de I'estrés oxidatiu intracel-lular i dels nivells de TNF en el fetge
durant el temps d’isquemia. Es van obtenir les mostres dels animals exposats a diferents
temps d'isquémia (no isquémics, 30, 60, 90, 120 minuts d’isquémia). Després d’'una hora de
reperfusio es va analitzar en les mostres de fetge la produccié de ROS (A), els nivells de glutatio
oxidat i reduit (B) i els nivells 'MDA (C). Els nivells de TNF (D) es varen analitzar en els sérums
dels ratolins. (n = 3) *P < .05 vs animals control.
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8. Expressio de gens proinflamatoris i antiapoptotics

KB-depenents durant la I/R

Seguidament, varem examinar I'activacié d’'NF-kB a diferents temps mitjangant
la translocacio de p65 al nucli. Com es veu, de forma interessant, el nivell
nuclear de p65 després d’'una hora de reperfusio exhibeix un patré dual
depenent del temps d’isquémia, incrementant durant els primers 60 minuts de

la isquémia, i disminuint a temps més llargs [figura 32A].

Aixi com les tirosin cinases, particularment Src, s’han vist involucrades en
I'activaci6 d’'NF-kB [66, 71, 74, 78, 79], nosaltres varem examinar la seva
activacio reflectida amb la fosforilacié de Src en la tirosina 416. Com es veu, la
fosforilacié de Src presenta un patrd d’activacié durant la isquémia similar a la
translocacié de p65 [figura 32A], demostrant la implicacié d’aquesta tirosina
cinasa en l'activacio d’'NF-kB. A més, es va detectar un increment paral-lel de
fosforilacié en residus tirosina d’'IkB-a immunoprecipitat d’extractes de fetge,

després dels diferents periodes d’isquémia [figura 32A].

Ha estat demostrat que els nivells nuclears de p65 en els hepatocits no
necessariament reflecteixen la transactivaci6 d’'NF-kB en situacions de
substancial estrés oxidatiu i disminuci6 de GSH [81]. Per a analitzar aquest
aspecte, varem determinar el patré d’activacié de diversos gens kB depenents
en funcié del temps d’isquémia. Com es veu, els nivells dARNm dels gens
proinflamatoris kB depenents com el TNF i la IL-13 son regulats a l'alga a
mesura que incrementa el periode d’isquémia [figura 32B]. En canvi, nosaltres
hem observat que els nivells dARNm dels gens de supervivencia kB depenents
com Ciap-2 incrementen de manera moderada. De manera interessant, els
nivells dARNm de la MnSOD incrementen durant els 30 primers minuts
d’'isquémia i disminueixen posteriorment [figura 32C]. A més, per a validar els
resultats obtinguts amb I'analisi de TARNm, varem examinar I'expressio de les
proteines MnSOD i TNF en mostres de fetge per western blot. Com es veu
[figura 32A], la MnSOD disminueix a mesura que avancga el temps d’isquémia,

mentre que el TNF incrementa.

-119 -



Resultats

A Isquémia
0" 30" 60" 90" 120'
pé5 | —_— — — ]
pTyr416-Src | — - - |
Src | |
pTyr-IxB | . - -]
IxB | |
MnSOD | |
TNF | |
350, 350
* —
__ 3004 l 2 ' 300 N
E 2501 l * & 250]
c _l_ o
8 200, P B 200,
B 150, = 150,
X 2
"‘E 1004 “wg 1004
8 50 o 50+
o
0

0.
0" 30" 60" 90" 120 0" 30" 60" 90' 120

C

2.0/
E
a—-:E: 215/
e <
21.0.
2 0
@ >
2 s
c 0.5
0- 0.0/
0" 30" 60" 90" 120 0" 30" 60" 90" 120
OTNF & IL-1p O MnSOD mclAP

FIGURA 32. Increment temporal dels nivells nuclears de p65, fosforilaci6 de Src i
expressio dels gens kB depenents. (A) La translocacié de p65 al nucli, la fosforilacid de Srcila
fosforilacié en tirosines d’IkB varen ser mesurats després d’'una hora de reperfusio en mostres de
fetge de diferents temps d’isquémia. Es mostra un blot representatiu (n = 3). Esta inclosa la
quantificacié dels nivells de p65 i el ratio p-Src/Src. (n = 3). *P < .05 vs ratolins control. Els nivells
de MnSOD i TNF es van examinar en extractes totals de fetge a les 6h de reperfusié. Els nivells
d’ARNm dels gens proinflamatoris NF-kB depenents (B) i els gens anitapoptotics (C) varen ser
mesurats 6 hores després de diferents temps d’isquémia i normalitzats amb els nivells ’ARNm
de 18s.
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Aquest marcat contrast depenent del temps en l'increment dels nivells de
ARNm dels gens proinflamatoris vs. els gens de supervivéencia pot reflectir
I'activaci6 d’'NF-kB en diferents tipus cel-lulars especifics. Per a provar aixo,
varem examinar la fosforilaci6 de Src i I'expressi6 d’ARNm d’IL-1B en
hepatocits primaris i cél-lules de Kupffer (macrofags residents del fetge) de
ratoli en resposta a la hipdxia, i exposicié a LPS o TNF. Com es veu a la figura
33, la hipoxia fosforila Src en residus tirosina 416 de manera temporal en
hepatocits primaris de ratoli, perd no passa el mateix en cél-lules de Kupffer. A
més a més, les cel-lules de Kupffer tampoc fosforilen Src en resposta al TNF o
LPS. Cal destacar que mentre que les cel-lules de Kupffer tractades amb LPS
exhibeixen una forta induccié dels gens pro-inflamatoris com IL-13 en resposta
al LPS i TNF [figura 34], en els hepatocits primaris exposats a LPS i TNF no
incrementen els nivells d’IL-1B [figura 34]. Per tant, aquestes dades estableixen
que I'activacié d’NF-kB via fosforilacié de Src per I/R té lloc en els hepatocits, i
que les cellules de Kupffer sén la font predominant de citocines

proinflamatories.
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FIGURA 33. Diferent comportament dels hepatocits primaris i les cél lules de Kupffer en la
fosforilacié de Src. Es va observar un increment de la fosforilacié de Src en els hepatocits
hipoxics (0.5 % O2), perd no després de I'exposicié a LPS (2h, 0.1 ng/ml). Els nivells de p-Src no
incrementen en les céllules de Kupffer després de I'exposicié a la hipoxia. Es mostren blots
representatius (n = 2).
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FIGURA 34. Expressié d’IL-1B. Canvis en els nivells de 'TARNm d’IL-1(3 en hepatcits i cél fules
de Kupffer després del tractament amb LPS (4h, 0.1 ng/ml) i TNF (4h, 250 ng/ml) (barres grises)
respecte les célules no tractades (barres blanques) normalitzats amb els nivells ’ARNm de
18s. (n = 3).*P < .05 vs célules no tractades.

9. La inactivacio de les ceél-lules de Kupffer disminueix
la produccio de TNF/IL-1B8 durant la I/R

Aixi com les dades indiquen que la generacié de citocines proinflamatories
prové principalment dels macrofags, seguidament varem examinar la
contribuci6 de les cél-lules de Kupffer en aquest procés durant la I/R utilitzant
clorur de gadolini per a suprimir especificament la seva activitat in vivo [31, 34,
188] 24 hores abans de la cirurgia. Confirmant les dades prévies, la inactivacio
de les cel-lules de Kupffer protegeix front el dany hepatic mediat per I/R,
reflectit en la reducci6 dels nivells de ALT/AST [figura 35A]. Aix0 ve
acompanyat per una regulacié a la baixa dels nivells ARNm de TNF i IL-13
[figura 35B]. En canvi, els nivells ARNm de MnSOD i clAP-2 no es veuen
afectats o es veuen lleugerament incrementats durant la I/R després del
tractament amb clorur de gadolini [figura 35C], indicant que la font predominant
de TNF/IL-1B durant la I/R sén les celllules de Kupffer, i que les cel-lules
parenquimals sén els majors contribuidors en la regulacié a l'alca dels gens

protectors kB-depenents.
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FIGURA 35. Efecte de la inactivacio de les cél-lules de Kupffer amb clorur de gadolini en el
dany induit per IIR i la expressi6 de gens kB depenents. Els ratolins tractats amb clorur de
gadolini o vehicle varen ser sotmesos, després de 24 hores, a 90 minuts d’isquemia i 6 hores de
reperfusié. Es van analitzar els nivells dALT en sérum (A) i els nivells dARNm dels gens
proinflamatoris (B) i protectors (C). *P < .05 vs animals control; # P < .05 vs animals sotmesos a
IIR.
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10. La terapia amb SAM incrementa selectivament els

nivells de GSH emmagatzemat en les cel-lules

parenquimals proteqint front el dany hepatic mediat per
I/R.

Partint de que lactivacio d’NF-kB i la fosforilaci6 de Src depenen de la
produccié de ROS en els hepatocits i essent el GSH el major antioxidant,
varem decidir incrementar especificament els nivells de GSH en les cél-lules
parenquimals tractant els ratolins amb SAM abans de la I/R.

La capacitat del SAM per incrementar els nivells de GSH és rellevant en els
teixits especifics com el fetge o rony6 on la via de transsulfuracié permet la
conversid de la homocisteina a cisteina [211]. Donat que les metionina
adenosiltranferases (MATs) son expressades en les cél-lules de Kupffer aixi
com en les céllules endotelials hepatiques [212], varem provar si el SAM
exogen incrementava els nivells de GSH en cél-lules de Kupffer i en hepatocits
aillats. Els hepatocits murins presenten un increment en el contingut de GSH a
les 4 hores després de l'administraci6 de 2mM de SAM [figura 36A]. En
contrast, el contingut de GSH en les cél-lules de Kupffer no variava després de
I'exposici6 amb SAM, suggerint una menor capacitat de generar GSH per la via
de la transulfuracié [figura 36B]. En canvi, la incubacié amb BSO, un inhibidor
especific de la y-GCS, enzim limitant en la biosintesis del GSH, disminueix
significativament els nivells de GSH de manera similar en ambdds tipus
cel-lulars [figura 36A, B].
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FIGURA 36. Variaci6 dels nivells de GSH amb SAM i BSO. Les concentracions de GSH van
ser mesurades en hepatocits primaris (A) i cél-lules de Kupffer (B) després de 4 hores
d’exposicio amb SAM (2 mM) i BSO (1 mM). (n = 2-3). *P < .05 vs cél-lules control.

Seguidament, varem examinar els efectes d’aquestes estrategies in vivo durant
la I/R. Comparant amb els ratolins sotmesos a I/R no tractats, el tractament
amb SAM va ser efectiu recuperant els nivells de GSH hepatic, que
disminueixen en les mostres no tractades després dels 90 minuts d’'isquémia i 6
hores de reperfusié [figura 37A]. En canvi, el pretractament amb BSO
disminueix els nivells de GSH després de la I/R, comprometent aixi la capacitat

hepatica per combatre amb I'estrés oxidatiu durant la I/R.

Consequientment, la terapia amb SAM prevé eficientment l'increment de la
peroxidacio lipidica mesurada amb nivells de MDA durant la I/R, mentre que el

tractament amb BSO promou aquest efecte [figura 37B].
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FIGURA 37. Efecte diferencial del SAM i el BSO en els nivells de GSH hepatic i en el dany
hepatic induit per I/R. Els nivells de GSH hepatic (A), la generacié d'MDA (B) i el dany hepatic
mesurat per ALT en sérum (C) dels animals tractats amb vehicle, SAM i BSO exposats a 90
minuts d’isquémia i 6 hores de reperfusio. (n = 3) *P < .05 vs animals control no isquemics; # P <
.05 vs animals amb I/R.

Consistent amb aquests resultats, els nivells de transaminases estan disminuits
en els animals tractacts amb SAM [figura 37C], indicatiu de menor dany hepatic
tal i com s’observa en les tincions H&E [figura 38A] o TUNEL [figura 38B]
comparats amb els no tractats. Contrariament es va observar un dany hepatic
massiu examinat amb ALT [figura 37C], H&E [figura 38A] i TUNEL [figura 38B]
en els animals tractats amb BSO. A més, i de forma consistent amb els
esmentats resultats, varem observar un efecte diferencial en el pretactament
amb SAM vs BSO en el grau d'infiltracié de neutrofils durant la I/R mesurat amb
activitat enzimatica mieloperoxidasa (MPO) [figura 39A] i immunohistoquimica

[figura 39B]. Finalment, per a provar si I'efecte protector de I'administracié de
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SAM contra el dany hepatic mediat per I/R era o no depenent de la biosintesis
de GSH, varem testar si el BSO suprimia I'efecte terapéutic del pretractament
amb SAM, i varem observar que els nivells d’ALT en sérum eren similars en el
grup de ratolins tractats amb BSO sol, indicant que I'efecte beneficiés del SAM

durant la I/R era depenent de I'increment en els nivells de GSH parenquimal.

A CTRL VI
J/R+*SAM |{;'R+Bso
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FIGURA 38. Tincions H&E (A) i TUNEL (B) de mostres de fetge. Mostres de teixit hepatic de
ratolins tractats amb vehicle, SAM i BSO exposats a 90 minuts d’isquemia i 6 hores de
reperfusio.
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FIGURA 39. La modulacié dels nivells de GSH controla el dany i la infiltracié de neutrofils
induida per I/R. Els ratolins que varen ser exposats a 90 minuts d’isquémia varen ser tractats
amb vehicle, SAM o BSO. La infiltracié de neutrofils per activitat MPO (A) i immunohistoquimica
(B) va ser analitzada 6 hores després de la reperfusid. No hi ha canvis en cap parametre en els
animals tractats amb SAM o BSO sol. (n = 3) *P < .05 vs ratolins control no isquémics; # P < .05
vs ratolins amb I/R.
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11. Efectes diferencials del SAM i el BSO en I’expressio
de TNF/IL-18 i MnSOD/clAP-2 durant la I/R

Per a avaluar si els canvis en l'estat redox del fetge seguit de SAM i BSO
influencien en el grau d’activacio d’NF-kB durant la I/R, varem analitzar els
nivells de p65, subunitat transactivadora de I'heterodimer d’NF-kB p50-p65
després d'una hora de reperfusi6. Com s’observa a la figura 40A, la
translocacié nuclear de p65 induida per I/R, incrementa en els ratolins tractats
amb SAM, mentre que la disminucié dels nivells de GSH en els animals tractats
amb BSO, disminueix els nivells nuclears de p65 en ratolins exposats a I/R. A
meés, els nivells de fosforilaci6 de Src després de 90 minuts d’isquémia
incrementen en els animals tractats amb SAM, mentre que I'administracié de
BSO redueix els nivells de fosfo-Src, apuntant de nou la fosforilacio en tirosines
de Src com a principal mecanisme involucrat en 'observada activacié d’NF-kB.
A més, els extractes totals de fetge després de 90 minuts d’isquémia seguit de
6 hores de reperfusid, presentaven nivells més alts de la proteina MnSOD en
els ratolins tractats amb SAM, suggerint un increment en la sintesi d’aquests
gen protector, mentre que el TNF era moderadament incrementat en els
ratolins tractats amb BSO [figura 40A].

Seguidament, per a analitzar si aquests canvis en I'expressié de proteines era
reflectit en els nivells ’ARNm, varem analitzar I'efecte de la modulaci6 del GSH
en I'expressié de gens depenents d’'NF-kB seguit de I/R. Varem observar un
increment significatiu en I'expressio de ’TARNm de clAP i MnSOD després de
'administraci6 de SAM, mentre que es va detectar una clara reduccié en els
ratolins amb nivells de GSH baixos després de la injeccié de BSO [figura 40B].
De manera interessant, els nivells ’ARNm de TNF i IL-18 no es veuen afectats
amb l'administraci6 de SAM, tot i que aquests nivells incrementen amb el
pretractament amb BSO abans de la I/R [figura 40C], suggerint que hi ha una
regulacié diferencial en I'expressié dels gens depenents d’'NF-kB en cél-lules
parenquimals i no parenquimals. La MnSOD, la SOD mitocondrial dependent

de kB, té un rol rellevant en la proteccié hepatica contra diversos estimuls
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hepatotoxics que indueixen estrés oxidatiu, com la I/R [213, 214]. En aquest
context, nosaltres hem observat recentment que I'expressio de la MnSOD
protegeix les cél-lules d’hepatoma sota condicions severes de hipoxia [71].
Com que '’ARNm de la MnSOD incrementa en els animals tractats amb SAM,
varem examinar si subministrant un mimétic de la MnSOD, MnTBAP, podiem
reproduir la proteccié observada en els ratolins tractats amb SAM contra el
dany hepatic induit per I/R. Com es veu, els animals tractats amb MnTBAP
estaven protegits front I'exposicio a I/R examinant els nivells sérics d’ALT
[figura 40D] aixi com les tincions d’'H&E i TUNEL.

Aquestes dades per tant, suggereixen que estratégies enfocades a activar

selectivament NF-kB en cél-lules parenquimals pot ser de rellevancia en la I/R

hepatica.
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CTRL IR I/R+SAM I/IR+BSO
0 MnSOD @ clAP
C

nivells ARNm

O3h .
H6h '
*#
|_-‘#—l

CTRL VR VR+SAM I/R+BSO CTRL MnTBAP IR IR+MnTBAP
O TNF H IL-1B

FIGURA 40. La recuperaci6 dels nivells de GSH després de la I/R incrementa els nivells
nuclears de p65 i la transcripcio dels gens protectors. El mimétic de la SOD protegeix el
fetge front el dany induit per I/R. Western blot representatiu de p65, p-Src i Src 1h després de
la reperfusio (A) (n = 3). Nivells de proteina MnSOD i TNF s’analitzaren a les 6h de reperfusid.
Quantificaci6 de 'ARNm dels gens depenents d'NF-kB protectors (B) i inflamatoris (C) en
mostres de fetge de ratolins exposats a 90 minuts d'isquémia i 6 hores de reperfusio i pretractats
amb vehicle, SAM o BSO. Nivells d’ALT en sérums de ratolins pretractats amb vehicle o
MnTBAP i exposats a la I/R (D). (n = 3) *P < .05 vs animals control no isquémics; # P < .05 vs
ratolins amb I/R.
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En el primer estudi varem examinar el rol de I'esfingomielinasa acida en
’'hnomeostasi de la ceramida i la seva contribucié en el dany provocat per I/R
hepatica.

La generacié de ceramida durant la I/R és transitoria degut a l'activacié
sequencial de l'esfingomielinasa acida, que genera ceramida a partir de la
hidrolisi de I'esfigomielina, seguit de I'estimulacié de la ceramidasa acida, que
catabolitza aquesta ceramida. Aquest patré depenent del temps en I'activacié
d’aquests enzims reguladors de la ceramida déna lloc al pic de ceramida que
observem durant la I/R. Aquestes observacions obren varies qlestions en
quant a com sén estimulats aquests enzims durant la I/R i quines serien les

consequeéncies de la seva activacio per la funcié hepatica en la I/R.

L’increment dels nivells de TNF, estimulat per les cél-lules de Kupffer, juga un
rol important en el dany hepatic per I/R [45, 186, 187], i la mort hepatocel-lular
que indueix el TNF és mediada en part per [lactivaci6 de [I'enzim
esfingomielinasa acida [106, 123]. Durant la I/R nosaltres varem detectar
increments rapids en els nivells de TNF i vam postular que aquesta citocina
podia contribuir a I'activacié de I'esfingomielinasa acida induida per I/R. Aixo es
va demostrar amb la pentoxifilina (PTX), una metil xantina inhibidora de la
produccié de TNF in vivo [176, 215] que prevenia I'activacié de 'ASMasa i el

consequent increment en els nivells de ceramida observats durant la I/R.

El mecanisme d’activacioé de la ceramidasa acida durant la I/R no esta del tot
clar. S’ha observat que la sobreexpressio de ’ACDasa en fibroblasts humans
doéna lloc a una estimulacié de '’ASMasa i aquesta pot ser coprecipitada amb
'’ACDasa utilitzant anticossos anti-ceramidasa [216], indicant que hi ha

interaccions fisiques entre aquests dos enzims de pH optim acid.

Nosaltres no ens varem centrar en el rol de l'activacié de '’ACDasa en la
modulacié del dany hepatic durant la I/R, tot i que es podria esperar que per
una deacilacié de la ceramida, 'ACDasa generés esfingosina. | aquesta, podria
ser metabolitzada a esfingosina-1-fosfat, un lipid bioactiu amb propietats
antiapoptotiques. En concordanga amb aixd, s’ha mostrat que la
sobreexpressid d’ACDasa prevé la mort cellular induida per TNF en les
cél-lules L929 [217], al igual que la transfecci6 amb ceramidasa neutra
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protegeix els hepatocits de la mort cel-lular induida per TNF via activacié de
'ASMasa.

La seglent pregunta va ser si la ceramida senyalitzava mort hepatocel-lular i si

el dany hepatic per I/R podia ser modulat per la generacié de ceramida.

El dany tissular provocat durant la I/R pot procedir per necrosi o per apoptosi,
dues formes de mort cel-lular que sén regulades per 'MPT [178, 218]. La
sortida de citocrom ¢ de la mitocondria és un procés clau per a I'activacié de
caspasa-3 i la generaci6 de 'apoptosoma. Tot i que la sortida de citocrom ¢ que
nosaltres varem observar durant la I/R semblava ser modesta, correlacionava
exactament amb el grau d’activacié de caspasa-3. Fins i tot en el cas del
pretractament amb NOE on el grau de dany hepatic estimat per la generacié de
transaminases (ALT) i les histologies era substancialment major comparat amb
els ratolins tractats amb vehicle, el nivell de citocrom c al citosol és incrementat
de 2 a aproximadament 3.5. Tot i que aquest increment es reflecteix en
I'activacié de caspasa-3, la contribucié de I'apoptosi en el dany causat per I/R
sembla ser relativament menor al que passa normalment en els hepatocits
aillats. En canvi, la necrosi afecta de manera extensiva arees de ceél-lules
parenquimals consistent amb la generaci6 massiva d’ALT en serum que
reflecteix el trencament de membranes plasmatiques. Tot aixd indica que la
necrosi és la forma predominant de mort cel-lular en el dany produit per I/R
[178]. En relacié amb aix0, estudis recents en ratolins knockout de la ciclofilina
D revelen el rol critic de 'MPT en la mort cel-lular necrotica en cor, fetge i
cervell [218].

Per a examinar l'impacte de la ceramida en el dany hepatic per I/R, varem
inhibir ’TASMasa i 'ACDasa abans de la cirurgia.

La imipramina, un antidepresiu triciclic que inhibeix I'activitat de ’ASMasa [123,
200] prevenia la generacié de ceramida durant la reperfusio i disminuia la mort
hepatocel-lular. Malauradament, la utilitzacioé de ratolins knockout de 'ASMasa
no es va poder dur a terme, ja que aquests animals presentaven disfuncions
pulmonars i una elevada sensibilitat a la isquémia degut a I'acumulacié
d’esfingomielina en els seus pulmons [202]. Per a aixd0 varem realitzar la
supressio de 'ASMasa in vivo mitjancant ARNi. Vam observar reduccions en

I'activaci6 de 'ASMasa i disminucions en la generacié de ceramida i aix0
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protegia el fetge del dany hepatocel-lular induit per I/R, de manera que
verificava els resultats obtinguts amb la imipramina. A més vam veure que la
pentoxifilina, un inhibidor de la produccié de TNF que s’ha descrit que protegeix
el fetge front I/R [45], prevenia l'activaci6 de I'ASMasa i la consequent
generacié de ceramida per I/R [figura 17C]. En canvi, la inhibici6 de 'ACDasa
provocava un increment del contingut de ceramida i potenciava el dany hepatic
induit per I/R. Al realitzar un estudi de supervivencia vam constatar que el
pretractament in vivo amb imipramina augmentava la supervivéncia dels

ratolins sotmesos a I/R total hepatica.

Estudis recents en mitocondries aillades indiquen que la ceramida indueix
'MPT i les espécies reactives d’oxigen [26, 123] implicant doncs que la
generacié de ceramida durant la I/R estimula 'MPT, amb el fenotip de mort
hepatocel-lular modulat per la disminucié del contingut d’adenosina trifosfat. La
pregunta que se’ns va plantejar és com la ceramida senyalitzava a la
mitocondria i regulava la mort cel-lular dels hepatocits durant la I/R. Varem
descartar la implicaci6 de la glucosilceramida i la generacid de
glicoesfingolipids (com el GD3) en el dany hepatic per I/R. Consistent amb
aquestes observacions, la I/R no estimulava la GCS, i per tant no
incrementaven els nivells de glucosilceramida ni de GD3. A més, el PDMP, un
inhibidor de la GCS, no protegia el fetge contra la I/R. Aquests resultats
indiqguen que tot i que la inducci6 de 'ASMasa per TNF té lloc en ambdds,
hepatocits aillats i I/R hepatica, no hi ha connexi6 entre ’ASMasa i la GCS.

Nosaltres varem considerar la possibilitat de que la ceramida senyalitzés a la
mitocondria per activacié d’efectors com JNK [208, 209]. Les nostres dades
indiguen primer que la I/R indueix la fosforilaci6 de JNK, confirmant
observacions previes [99], i segon, que la imipramina prevé l'activacié de JNK.
Per tant, la contribucié de JNK al dany hepatic per I/R podia ser mediat per la
formacié de ceramida induida per 'ASMasa [figura 41]. D’acord amb aquests
resultats, la potent activacido de JNK (8 cops) per ASMasa exogena [219] ha
estat descrita en hepatocits primaris. A més, s’ha descrit la interaccié de JNK
amb la mitocondria durant la mort cel-lular [94, 95], obrint la possibilitat de que
el rol de JNK en el dany hepatic per I/R pugui ser degut a les seves

interaccions amb la mitocondria. De totes maneres, el rol citotoxic de JNK ha
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de ser atribuit no només a la seva interaccié putativa amb la mitocondria sin6
també amb l'activacié d’altres dianes, incloent els membres BH3-only de la
familia de Bcl-2 com Bim, que pot ser regulat per mecanismes post-
transcripcionals i post-translacionals [207, 220]. Nosaltres vam observar
increments de BimL i de la fosforilacié de BimL, una variant d’splicing de Bim
normalment associada amb microtdbuls per interaccions amb la cadena
lleugera 1 de la dineina que impedeix la seva interaccié amb altres membres de
la familia de Bcl-2 [220]. La fosforilaci6 de BimL a la treonina 56 per JNK
deslliga a BimL dels microtubuls, permetent la seva redistribuci6 i unié a Bcl-2
[220]. Consistent amb aquest mecanisme, nosaltres vam observar la
fosforilacié de BimL i la seva translocacio a la mitocondria durant la I/R, d’acord
amb resultats anteriors en cél-lules canceroses de pulmé [207]. També vam
veure que aquest pas era suprimit per la inhibici6 de JNK (SP600125) o la
inhibicié de ’ASMasa (imipramina) [figura 29D]. A més, Bak ha estat involucrat
en el dany hepatic per I/R de manera depenent de JNK [99], i per tant nosaltres
no descartem la participacid6 de membres de la familia de proteines Bcl-2 en el
procés d’I/R hepatica.

Resumint, els nostres resultats indiqguen que la modulacié de la generacié de
ceramida per ASMasa durant la I/R regula la via mitocondrial de mort
hepatocel-lular per mitja de l'activacié de JNK i la subseqlent translocacié
mitocondrial de BimL [figura 41], suggerint que la modulacié de la ceramida
podria ser una aproximacié terapéutica per a prevenir el dany hepatic

postisquéemic.
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I/R

PTX — TNF

IMIP — ASMasa

Ceramida

Mort cel-lular

FIGURA 41. Diagrama esquematic resumint els resultats. La generacié de ceramida durant la
IIR senyalitza a la mitocondria mitjangant I'activacio de JNK i la subseqiient translocacié de Bim.
a la mitocondria, culminant amb mort hepatocel-lular. La pentoxifilina (PTX) o imipramina (IMIP),
que prevé lactivaci6 d’ASMasa, suprimeixen I'activaci6 de JNK, i atenuen la mort cel-lular

dependent de la mitocondria.

- 137 -



Discussio

En el segon estudi ens varem proposar analitzar el paper d’NF-kB en la
isquemia/reperfusié. Com a regulador de vies de inflamacio i de supervivencia,
NF-kB participa tant en mecanismes protectors com en la generaciéo de
citocines inflamatories, i el balan¢c d’aquests dos efectes controla finalment el
grau de dany hepatic durant la I/R.

Tot i que la senyalitzaci6 d’'NF-kB ha esdevingut una diana de potencial efecte
terapeutic per controlar i mantenir la funcié hepatica després de la I/R, han estat
reportats resultats en els quals ambdds l'activacié i la inactivacié d’NF-kB
protegeixen contra el dany hepatic per I/R [77, 84-86].

El nostre treball proposa que els efectes oposats d’'NF-kB després de la I/R,
determinats per mecanismes distintius en cél-lules parenquimals i no
parenquimals, controlen autbnomament 'activacié d’'NF-kB que afecta a sets de
gens separats [figura 42]. Els nostres resultats apunten el mecanisme d’activacioé
d’NF-kB depenent de Src mediat per ROS com a via predominant que actua en
els hepatocits, i aquesta via és I'encarregada de la inducci6 dels gens protectors
essencials en el manteniment de la funcié del fetge. Per altra banda, en les
cel-lules no parenquimals, particularment en les cél-lules de Kupffer, la induccio
dels gens proinflamatoris kKB depenents és més aviat degut a la fosforilacidé en
serines i degradaci6 proteasomica d’'IkB. Aquesta activacié canonica d’NF-kB en
cel-lules de Kupffer, estimulada per I/R a través de lligands com el TNF o I'LPS,
pot ser consistent amb la proteccid6 del fetge observada en models de
knonckouts que tenen bloquejada aquesta senyalitzacidé mediada per receptor
[30, 77, 84, 187] o després d’una inactivacié de les cél-lules de Kupffer [31, 34,
188].

Per altra banda, la generacié de ROS després de la I/R és responsable de la
induccio de la fosforilaci6 de Src, activacié d’NF-kB i transcripcié dels gens
protectors kB-depenents en els hepatocits, com la MnSOD. Aix0 és consistent
amb resultats previs indicant que la hipoxia indueix ROS a la mitocondria, i
aquests juguen un rol important de senyalitzacié en l'activacié de Src [71]. Tot i
aixi, periodes més llargs de isquémia indueixen una produccié massiva de ROS
i generacié de GSSG, que antagonitzen a NF-kB, reflectit per una disminucié
dels nivells nuclears de p65 i una disminucié en la transcripcié dels gens de
supervivencia kB depenents com la MnSOD o CIAP-2. En concordanca amb
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observacions previes, I'activacio d’NF-kB es produeix en un rang determinat de
concentracions de GSSG [221].

En parallel amb aquests efectes de la translocacié nuclear de p65, varem
observar una regulacié dual de la fosforilacié de Src durant la generacié de
ROS mediada per la I/R. Mentre que aquesta activacié durant les primeres
fases de la I/R concorda amb resultats previs en hipoxia [71], la disminuci6é en
la fosforilacié de Src a fases més avancades pot reflectir I'activacié de tirosin-
fosfatases, tot i que aix0 resta per establir. Aquest rol dual dels ROS en la
senyalitzacié de la I/R, depenent de la duracié de la isquémia, és consistent
amb l'observacié de que la supressié de l'estres oxidatiu generat durant el
precondicionament isquemic és suficient per a cancellar el mecanisme
protector dut a terme pel precondicionament, incloent la sobreexpressio de la
MnSOD [222, 223].

La MnSOD és un enzim critic en la proteccié cel-lular com a primera linia de
defensa contra la generacié de I'anidé superoxid, i d’acord amb aquesta funcié
s’ha posicionat la MNnSOD com a una moléecula decisiva contra el dany isquémic
en diferents organs, incloent el fetge [214, 224-226].

Tot i que nosaltres no vam analitzar quina era la font de generacié6 de ROS
(mitocondrial vs extramitocondrial) durant isquemies perllongades, estudis previs
apunten a la mitocondria com a la major font de ROS durant la I/R o la hipoxia
[71, 227]. L’eliminacié de I'anié superoxid per la MnSOD donara lloc a peroxid
d’hidrogen, i aquest, necessita ser detoxificat pel cicle redox del GSH a la matriu
mitocondrial. Si hi ha un mal funcionament de la GSH peroxidasa, o de la GSH
reductasa, o els nivells de GSH estan limitats, pot resultar en una acumulacié
elevada de peroxid d’hidrogen. De forma interessant, el tractament amb SAM
prevé la disminuci6 de GSH no només en el citosol via la seva conversio a
cisteina en la via de la transulfuracio [211], sin6 també incrementant els nivells
de GSH mitocondrial pel transport del GSH citosolic [127, 147].

Ja que durant la I/R es genera un elevat nivell d’estrés oxidatiu, han estat
provades diferents estratégies antioxidants i s’ha vist que sén utils contra el dany
de l'dorgan mediat per I/R [159, 194, 226-230]. Tot i que les MATs han estat
recentment descrites en cel-lules no parenquimals [231], la conversié de SAM a

GSH en el fetge només I'nem s’observat en els hepatocits, i aixd representa
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selectivament una implicacié diferencial dels ROS en la regulacié dels gens NF-
KB depenents en cél-lules parenquimals i no parenquimals i en el seu rol en el

dany per I/R.

Per tant, en cél-lules no parenquimals, durant temps llargs d’isquémia,
I'increment en la transcripcié de citocines inflamatories kKB depenents, no estan
afectats per 'administracié de SAM, perd estan significantment reduits per una
inactivacié de cel-lules de Kupffer. De manera interessant, la proteccio hepatica
obtinguda després del tractament amb clorur de gadolini, és atribuida quasi
exclusivament a una reducci6 de la generaci6 de citocines inflamatories, sense
induir cap declinacié en les nivells dels gens protectors kKB depenents com la

MnSQOD, originat principalment en les cél-lules parenquimals.

Tot aixd implica una regulacio i/o modulacié minuciosa d’'NF-kB degut a la seva
complexitat, diversos mecanismes d’activacio i heterogeneitat cel-lular. Varies
modificacions posttranslacionals de p65 causades per diferents estimuls,
particularment fosforilacio en serines i acetilacio, poden afectar a la seva afinitat
per dominis especifics localitzats en el promotor dels gens corresponents [232,
233]. També s’ha proposat que els gens regulats per NF-kB poden ser dividits
en dos grups depenent dels seus requeriments en les modificacions de la
cromatina per l'expressié [233]. Particularment, la remodelitzacié de la
cromatina i I'acetilacié d’histones s’ha mostrat que faciliten la transcripcié de la
MnSOD en resposta a TNF [234]. No obstant, els nostres resultats poden
ajudar a apreciar que la senyalitzacié d’'NF-kB en el fetge pot ser analitzada en
cada tipus cel-lular particular, i s’ha de tenir en compte aquest comportament
autonom. Tot i que en aquest sentit, Takahashi et al van descriure una activacié
dual d’'NF-kB durant el dany hepatic mediat per I/R en fred [235] diferenciant
una fase primerenca i una tardana en l'activacié d’'NF-kB, aquests investigadors
no van explorar si poblacions selectives de ceél-lules contribuien al rol divergent

d’NF-kB en la isquemia en fred.

Resumint, I'activacio d’NF-kB mediada per Src en els hepatocits és induida per la
generacio de ROS després de I'exposicid a I/R, i la sintesis depenent d’NF-kB
de proteines de defensa durant periodes curts d'isquémia pot estar en risc si
s’apliquen estratégies encaminades a disminuir la produccié de ROS. En canvi,

quan el temps dlisquemia és prolongat, la transcripci6 de gens protectors
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depenents d’NF-kB pot ser compromesa. Amb aquestes premisses, antagonitzar
les espécies reactives d’oxigen produides en els hepatocits durant periodes
llargs de isquémia per estratégies antioxidants pot preservar els nivells dels gens

protectors, com la MnSQOD, i protegir la integritat del fetge.
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FIGURA 42. Diagrama mostrant les diferents vies de senyalitzacié d’NF-kB induit per I/R.
En els hepatocits, NF-kB controla els gens protectors després de la isquémia via un mecanisme
mediat per Src sensible a ROS. Tot i aixi, una elevada produccié de ROS en isquemies més
severes 0 per una deficiéncia en la capacitat de contrarestar la produccio d’espécies oxidants,
com en els animals amb GSH disminuit, redueix la transcripcio dels gens depenents d’NF-kB, i la
activacié mediada per Src és inefectiva. En canvi, les céllules de Kupffer sén principalment les
responsables de la produccié de proteines inflamatories depenents d’NF-kB i no mostren
evidéncies de reduccio front als increments de la producciéo de ROS. De fet, els nivells dels
ARNm dels gens inflamatoris incrementa a temps d’isquemia més llargs.
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Conclusions

A partir dels resultats obtinguts en el present treball d’investigacié s’extreuen

les seglients conclusions:

ESTUDI 1. Paper clau de I'esfingomielinasa acida en el dany hepatic induit

per isquémia/reperfusio.

11.

1.2,

1.3.

Durant la I/R hi ha acumulacié transitoria de ceramida degut a I'activacié
sequencial de [l'esfingomielinasa acida seguit de [l'activacidé de la

ceramidasa acida.

La generaci6 de ceramida via ASMasa activa JNK provocant la

fosforilacioé i translocacié de Bim, a la mitocondria.

Tant I'administracié d’inhibidors farmacologics de [I'esfingomielinasa
acida (imipramina), com la regulacié a la baixa d’aquest enzim amb

ARNSs d’interferéncia disminueixen el dany hepatic causat per I/R.

Per tant, la generacido de ceramida via ASMasa contribueix a la mort

hepatocel-lular induida per I/R mitjangant un mecanisme apoptotic

depenent de la mitocondria, i estratégies encaminades a disminuir la

generacio de ceramida poden protegir front el dany hepatic causat per I/R.

ESTUDI 2. Les espécies reactives d’oxigen provoquen dany hepatic per

una inactivacié d’NF-kB en periodes llargs d’isquémia/reperfusio.

2.1.

2.2,

L’activacié hepatica d’'NF-kB observada després de la I/R és sensible a

I'estat redox cel-lular.

Durant la I/R hi ha una activacié diferencial dels gens kB depenents

segons el tipus cel-lular.

-En els hepatocits, el mecanisme d’activacié6 d’'NF-kB és
dependent de Src. Src és activat pels ROS i fosforila IkB-a en
residus tirosina permetent una translocacié de p65 al nucli i una

subseguent transactivacio de gens protectors kB depenents.
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Conclusions

-En les cél-lules de Kupffer, hi ha una activacié6 dels gens
proinflamatoris kB depenents degut a la fosforilacié en serines i

degradaci6 proteasomica d’lkB-a.

2.3. Isquemies llargues indueixen estrés oxidatiu a I'hepatocit disminuint
I'activacié d’NF-kB i I'expressié de gens antiapoptotics com la MnSOD i
clAP.

2.4. La inactivacié de les cel-lules de Kupffer durant la I/R, disminueix la

produccié de gens proinflamatoris kB depenents com TNF i IL-1.

Per tant, estrategies antioxidants especifiques encaminades a disminuir la
produccié de radicals als hepatocits pot contribuir no només a reduir
'impacte directe dels radicals en la generaci6 de dany hepatic, sind
també en el manteniment de [Il'activacié dels gens protectors kB

depenents durant la isquémia/reperfusio.
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Critical Role of Acidic Sphingomyelinase in Murine

Hepatic Ischemia-Reperfusion Injury

Laura Llacuna, Montserrat Mari, Carmen Garcia-Ruiz, José C. Fernandez-Checa, and Albert Morales

The molecular mechanisms of hepatic ischemia/reperfusion (I/R) damage are incompletely un-
derstood. We investigated the role of ceramide in a murine model of warm hepatic I/R injury.
This sphingolipid induces cell death and participates in tumor necrosis factor (TNF) signaling.
Hepatic ceramide levels transiently increased after the reperfusion phase of the ischemic liver in
mice, because of an early activation of acidic sphingomyelinase (ASMase) followed by acid
ceramidase stimulation. /z vivo administration of an ASMase inhibitor, imipramine, or ASMase
knockdown by siRNA decreased ceramide generation during I/R, and attenuated serum ALT
levels, hepatocellular necrosis, cytochrome c release, and caspase-3 activation. ASMase-induced
ceramide generation activated JNK resulting in Bim; phosphorylation and translocation to
mitochondria, as the inhibition of ASMase by imipramine prevented these events. In contrast,
blockade of ceramide catabolism by N-oleyolethanolamine (NOE), a ceramidase inhibitor, en-
hanced ceramide levels and potentiated I/R injury compared with vehicle-treated mice. Pentoxi-
fylline treatment prevented TNF upregulation and ASMase activation. Furthermore, 9 of 11 mice
treated with imipramine survived 7 days after total liver ischemia, compared with 4 of 12
vehicle-treated mice, whereas 8 of 8 NOE-treated mice died within 2 days of total liver ischemia.
In conclusion, ceramide generated from ASMase plays a key role in I/R-induced liver damage,
and its modulation may be of therapeutic relevance. Supplementary material for this article can
be found on the HEPATOLOGY website (http://interscience.wiley.com/jpages/0270-9139/suppmat/
index.html). (HEPATOLOGY 2006344:561-572.)

epatic ischemia/reperfusion (I/R) damage,
which can occur in diverse settings including
liver transplantation, trauma, hemorrhagic
shock, or liver surgery, is a serious clinical complication
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that may compromise liver function because of extensive
hepatocellular loss. The mechanisms responsible for he-
patic I/R injury are not well understood despite the iden-
tification of several intercellular and molecular
mechanisms involved in the necrotic and apoptotic death
of hepatocytes. For instance, recruitment and activation
of inflammatory cells (CD4* T lymphocytes), as well as
Kupffer cells and platelet adhesion in the sinusoidal lin-
ing, have been involved in sinusoidal endothelial cell
death and hepatic I/R injury.'#* Molecular events include
nuclear factor kappaB (NF-«kB) activation, tumor necro-
sis factor (TNF) generation, JNK activation, mitochon-
drial permeability transition (MPT), and reactive oxygen
species overproduction.>8

Sphingolipids, ceramide in particular, have emerged as
signaling lipid intermediates that play a role in the stress
response, and as mediators of apoptosis and autophagic
cell death (type II programmed cell death).?-'> Ceramide
levels in cells can increase by de novo synthesis in the
endoplasmic reticulum from the N-acylation and subse-
quent desaturation of sphinganine.'> However, early
ceramide increases are often associated with sphingo-
myelinase (SMase) activation, which hydrolyzes sphingo-
myelin to yield ceramide.'" This pathway contributes to
the rapid upregulation of ceramide and may promote spe-
cific microdomain formation in the plasma membrane,
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allowing oligomerization of certain cell surface proteins
such as ligand receptors (TNF family).'# Several SMases
have been characterized, of which the neutral SMase (NS-
Mase), with an optimum pH at 7.5, Mg?* dependent and
membrane bound, and the acidic SMase (ASMase), with
an optimum pH at 4.8, are of relevance in the signaling of
diverse cell death stimuli.'?-15-18

Ceramide levels are tightly regulated in cells, and
hence, its potential participation in death signaling can be
modulated by metabolic pathways that transform cer-
amide in other derivatives. For instance, ceramide can be
metabolized into complex glycosphingolipids by its glu-
cosylation in the cytosolic surface of the Golgi catalyzed
by the rate-limiting enzyme glucosylceramide synthase
(GCS).1 In addition, ceramide can be transformed into
sphingomyelin?® by sphingomyelin synthase (SMS) or
deacylated by ceramidases (CDases) into sphingosine.!7-21
The phosphorylation of sphingosine by sphingosine ki-
nase generates sphingosine-1-phosphate, a bioactive lipid
with anti-apoptotic properties.!7:18:22

Previous studies using mice deficient in 7/NF gene or
T'NF receptor 1 (INFR1) have identified TNF as a critical
mediator in warm hepatic I/R injury.>®23 Moreover, in-
creased hepatic ceramide levels have been observed in cold
ischemia and warm reperfusion,? although its conse-
quences and regulation were not further examined. Fur-
thermore, the regulation of SMases has been reported in a
rat model of I/R, with NSMase being stimulated during
the reperfusion of the ischemic liver, as opposed to AS-
Mase, whose activity decreased.?> However, their impact
on ceramide regulation and contribution to hepatic I/R
injury were not addressed. Because ceramide overgenera-
tion by ASMase has been shown to contribute to TNE-
induced hepatocellular cell death and liver injury,'¢2¢ the
aims of this study were first to examine whether ASMase
contributes to warm hepatic I/R injury, because this spe-
cific aim has not been previously reported, and second, to
analyze the metabolic regulation of ceramide during I/R.
We describe here a critical role for ceramide generation
through ASMase activation in hepatic I/R injury, which
may be of therapeutic relevance because its pharmacolog-
ical inhibition or suppression by siRNA protects the liver
from I/R-induced damage.

Materials and Methods

Reagents, Antibodies, and Cells. See Supplementary
Materials and Methods (Available at: http://interscience.
wiley.com/jpages/0270-9139/suppmat/index.html.)

Partial and Total Hepatic Ischemia and Treat-
ments. Animal studies were approved by the IDIBAPS
Animal Care and Use Committee. ASMase knockout

HEPATOLOGY, September 2006

mice (C57BL/6 strain) were propagated using heterozy-
gous breeding pairs and genotyped as described pre-
viously.'®2¢ Hepatic partial warm ischemia was
performed during 90 minutes in wild-type or ASMase ™/~
(8-12 weeks) mice as described previously.® Animal sur-
vival was determined using a model of total hepatic isch-
emia in male wild-type mice (25-30 g), in which only the
ischemic tissue is left in place.” Control animals were
sham operated. See Supplementary Materials and Meth-
ods for detailed protocols and treatments.

Enzyme Activities, Ceramide, Ganglioside, and
TNF Determinations. Mg>"-dependent NSMase and
ASMase activities were determined from [N-methyl-
14C]sphingomyelin (56.6 mCi/mmol, Amersham Bio-
sciences, Piscataway, NJ) as described.?” CDase activities
were measured using 5 wmol/L ["“C]ceramide (55 mCi/
mmol, ARC, St. Louis, MO) or C;,-NBD ceramide (Mo-
lecular Probes, Eugene, OR) in 10 mmol/L Tris-HCI, pH
8.0 for the neutral/alkaline CDase or 0.5 mol/L acetate
buffer, pH 4.5, for the acid CDase.??8 The GCS and
SMS were determined as described previously.? Cellular
lipids were extracted, dried under N, and subjected to
mild alkaline hydrolysis (IN methanolic KOH, 1 hour,
37°C) to remove glycerol phospholipids. Ceramide levels
were quantified from liver samples by the DG kinase as-
say.'0 Sphingolipids were separated in LK6D gel 60A
TLC plates using chloroform/acetic acid (90:10). Labeled
spots were scraped and quantified using a scintillation
counter or a Fuji BAS-2500 Phospholmager system. He-
patic ganglioside levels during I/R were determined by
high-performance thin-layer chromatography as de-
scribed previously.'® Total TNF (bound and free) levels
in serum and hepatic tissue were measured using a mouse-
specific competitive enzyme immunoassay kit (Chemi-
con, Temecula, CA).

Liver Histology and Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase-Mediated Nick-End Labeling. Sce Sup-
plementary Materials and Methods.

Western Blotting and Caspase Activation. The re-
lease of mitochondrial proteins was monitored using cy-
tochrome ¢ (1:2000) and Smac/DIABLO (1:2000)
antibodies®® and quantitated by scanning densitometry.
JNK and AKT phosphorylation were analyzed in cell ex-
tracts using phospho-JNK (1:2500) and phospho-AKT
(1:2000) antibodies. Mitochondrial fractions, obtained as
previously indicated,'® were used to analyze Bim and
phospho-Bim (1:1000) levels. Caspase-3 activation was
monitored by immunohistochemistry with an active
caspase-3 antibody (clone C92-605), whereas its activity
was quantified as described.3°

Real-time Polymerase Chain Reaction. Sece Supple-
mentary Materials and Methods.



HEPATOLOGY, Vol. 44, No. 3, 2006

Ceramide, pmol/mg
[}
o
<
L

0Oh 2h 4h 6h
Time post-reperfusion

C 200

5

= 1501 T

2

> #

©

©

§1oo~ T

=

[72]

<

50

- PTX - PTX
SHAM IR

LLACUNA ET AL. 563

ve)

100/ ¥

75 N
+ e RN
.
e ™
50 +

*
*

i *
R—

TNF levels, pmol/ml

N
(5]
i

0 . :
0h 2h 4h 6h 8h
Time post-reperfusion
* #
D400
o *
£ 300
<]
£ #
o
ﬁ 200
E
g
o 100
0 4
= NOE IMIP - NOE IMIP
SHAM IR

Fig. 1. Ceramide regulation during I/R. (A) Mice were subjected to I/R and the hepatic content of ceramide was determined at different times
post-reperfusion as indicated. The levels of ceramide in control (sham) mice were 171 *= 18 pmol/mg protein (n = 3). *P = .043 versus control.
(B) TNF levels were determined in serum at different times post-reperfusion (n = 3). *P = 0.012 versus sham control. (C) ASMase activity was
determined in liver extracts 15 minutes post-reperfusion from vehicle- or pentoxifylline (PTX)-pretreated mice. Control mice were sham operated. (n =
3). *P = .017 versus control. #P = .033 versus untreated I/R. (D) Ceramide levels were quantified in liver 30 minutes post-reperfusion. In some
cases, mice were pretreated with ASMase inhibitor (imipramine, 25 mg/kg), ACDase inhibitor (NOE, 100 mg/kg) or vehicle (saline) 30 minutes before
surgery. Control mice were sham operated. (n = 3). *P = .011 versus control. #P = .045 versus untreated I/R.

In Vitro siRNA Transfection and In Vivo Treat-
ment. siRNA transfection into the murine hepatoma cell
line Hlclc7 was accomplished with siPORTamine™
cationic solution (Ambion, Austin, TX). siRNA-medi-
ated silencing of ASMase was verified at the enzyme level
by measuring ASMase activity and at mRNA level by
real-time polymerase chain reaction (PCR) as described in
the supplementary Methods. For iz vivo experiments,
chemically synthesized siRNAs (Curevac, Tiibingen,
Germany) were delivered into mice using the hydrody-
namic transfection method?!-3? by intravenously injecting
1 nmol scrambled or ASMase siRNAs in 1 mL phosphate-
buffered saline into the tail vein 24 and 48 hours before
surgery. For additional information, see Supplementary
Materials and Methods.

Statistical Analyses. Results were expressed as
mean * standard deviation with the number of individ-
ual experiments detailed in figure legends. Statistical sig-
nificance of the mean values was established by the

Student's # test. Animal survival was evaluated using the
Kaplan-Meier method and compared using the log-rank
test.

Results

Transient Accumulation of Ceramide by Sequen-
tial Activation of ASMase and Acid Ceramidase Dur-
ing I/R. The levels of ceramide increased transiently
during reperfusion compared with sham controls, with
two peaks at 30 minutes and 6 hours post-reperfusion
(Fig. 1A), returning to basal levels after 6 hours (not
shown). Because ceramide levels reflect the balance be-
tween its generation and metabolism, we next analyzed
the activity of the enzymes involved in ceramide regula-
tion. As seen, only the activities of ASMase and acid cer-
amidase (ACDase) stimulated during the
reperfusion phase, without changes in NSMase, GCS or
NCDase (Fig. 2A-E). The SMS activity, however, de-

were
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Fig. 2. Activation of ASMase and ACDase during I/R. Liver samples were taken at different times after I/R and homogenized to measure the
enzymatic activity of ASMase (A), NSMase (B), GCS (C), ACDase (D), NCDase (E), and SMS (F) (n = 3-4). *P = .009 versus control. #P = .006

versus control. &P = .010 versus control.

creased between 1 and 3 hours after reperfusion (Fig. 2F).
ASMase exhibited two peaks of activity, an early one by
10 to 30 minutes and a later peak by 6 hours after reper-
fusion (Fig. 2A). ACDase, however, displayed an activa-
tion window between 1 and 6 hours post-reperfusion
(Fig. 2D). Because TNF activates ASMase,'!1¢ we next
determined the kinetics of serum TNF release during I/R
(Fig. 1B). In agreement with previous findings,> we ob-
served an early increase by 10 to 15 minutes post-reper-
fusion that lasted for up to 8 hours (Fig. 1B). Similarly,
TNF levels were enhanced in liver samples post-reperfu-
sion (not shown). Moreover, pentoxifylline (PTX), a well-
established inhibitor of TNF production 7z vive, which
prevented I/R-induced hepatic damage,® suppressed the
ASMase activation during I/R (Fig. 1C) and the subse-
quent increase in ceramide levels (not shown), indicating
that TNF release during I/R mediates the activation of
ASMase.

Pharmacological Regulation of Ceramide Modu-
lates Hepatic I/R Injury. To establish the relationship
between ASMase/ACDase activation and hepatic cer-
amide accumulation, we tested the effect of inhibition of
both enzymes in ceramide homeostasis during I/R. Imip-
ramine, which prevents ASMase activation,'®33 and N-

oleoylethanolamine (NOE), a potent ACDase inhibitor,2!34
were administered 30 minutes before surgery. Imipra-
mine, which prevented the I/R-induced ASMase activa-
tion, decreased the peak of ceramide levels generated 30
minutes after reperfusion (Fig. 1D). As expected, NOE
enhanced the accumulation of ceramide with respect to
the group subjected to I/R (Fig. 1D). Neither imipramine
nor NOE modulated hepatic ceramide levels of sham-
operated mice. Furthermore, we examined the impact of
ceramide regulation on hepatic I/R injury. As indicated,
I/R caused hepatic injury reflected by serum alanine ami-
notransferase (ALT) levels and liver histology (Fig. 3A-B).
In addition, we observed significant terminal deoxynucleo-
tidyl transferase-mediated nick-end labeling (TUNEL)-pos-
itive hepatocytes after I/R (Fig. 3C), consistent with the
coexistence of oncotic necrosis and apoptotic cell death.”#
Importantly, imipramine pretreatment protected the liver
against I/R injury, as seen by ALT levels, histology, and
TUNEL staining, whereas NOE enhanced the extent of
hepatic injury (Fig. 3A-C). Imipramine pretreatment,
however, did not affect the phosphorylation of Akt or the
level of nuclear p65 measured in hepatic extracts after I/R
(Fig. 3D), indicating that the protective effect of imipra-
mine is unrelated to NF-kB signaling.
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Fig. 3. Modulation of hepatic I/R damage by ceramide generation.

(A) Serum ALT levels were measured 6 hours post-reperfusion from

sham-operated or I/R-exposed mice pretreated with imipramine (IMIP), NOE, or vehicle (n = 4). *P = .022 and #P = .031 versus untreated mice
subjected to I/R. (B-C) Representative HE and terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nick-end labeling (TUNEL) images of liver sections 6
hours post-reperfusion (magnification 10X) from mice treated as above. (D) A representative Western blot from four independent experiments
showing AKT phosphorylation in cell fractions and p65 levels in nuclear extracts, after 30 and 60 minutes post-reperfusion.

ASMase Down-Regulation by siRNA Protects the
Liver Against I/R-Induced Damage. To further verify
the role of ASMase-induced ceramide generation in he-
patic I/R damage and discard potential side effects of
imipramine, we used two approaches. First we performed
hepatic I/R in ASMase™/~ mice. However, most (80%-
90%) ASMase '~ mice died shortly after anesthesia dur-
ing ischemia (not shown), because of severe pulmonary
dysfunction as characterized previously.>> Therefore, we
used an alternate loss-of-function approach using RNA
interference, which has been used successfully in silencing
gene expression in the liver.31:32 siRNA efficacy to deplete
ASMase mRNA levels was verified in Hepalclc? cells by
real time PCR (Fig. 4A), and was accompanied by the
reduction of the endogenous ASMase activity (Fig. 4B),
whereas the scrambled siRNA did not display any effect.
In addition, ASMase-siRNA did not affect the endoge-
nous activities of NSMase or GCS (Fig. 4B), or those of
ACDase, NCDase, or SMS (not shown), leading us to

examine its effects 7 vivo.

Double-stranded RNA duplexes may elicit immune
responses via interactions with Toll-like receptors 3 and
9,%¢ and hence we investigated this possibility by examin-
ing the involvement of immnune responses in the poten-
tial effects of ASMase-siRNA on hepatic I/R in vivo.
Interleukin-12 (IL-12) levels were measured in mice 2
hours after injection of ASMase-siRNA, scrambled
siRNA, or saline with respect to mice treated with Poly
I:C, an analog of dsRNA that is recognized by TLR3 and
elicits immune responses in mice.3° As seen, in contrast to
the effect observed after Poly I:C injection, no significant
increase in IL-12 serum levels were detected in mice
treated with ASMase-siRNA (Fig. 4C), consistent with
recent reports using naked siRNAs.3” Next, mice were
injected into the tail 2 consecutive days with either AS-
Mase-siRNA or scrambled siRNA and then subjected to
I/R the day after the last dose. ASMase-siRNA decreased
hepatic ASMase mRNA levels (Fig. 4D) and inhibited
ASMase activity translating in a reduction in the levels of
ceramide after reperfusion (Fig. 4E). Importantly, AS-
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Fig. 4. Suppression of ASMase activity by siRNA reduces I/R-induced liver injury. Murine hepatoma H1clc7 cells were transfected with
ASMase-siRNAs (closed bars) or a scrambled control siRNA (Sc siRNA, open bars). (A) ASMase mRNA levels were measured after 36 hours (n =
4). *P = .001 versus Sc siRNA-transfected cells. (B) ASMase, NSMase, and GCS activities were assayed in cell extracts (n = 4). *P = .001 versus
Sc siRNA-transfected cells. (C) IL-12 serum levels of mice injected with saline, Poly I:C, scrambled siRNA or ASMase-siRNA 24 hours before surgery
(n = 3). *P = .005 versus saline-injected animals. (D) Specific suppression of ASMase mRNA in vivo measured by real-time PCR after two
intravenous injections with ASMase-siRNA or scrambled siRNA 24 hours before surgery. Results are expressed as percentage of change of the
ASMase/GAPDH mRNA ratio in sham-operated animals. (n = 4). *P = .012 versus Sc siRNA-injected animals. Inset shows activity in the same group
of mice. (E) Ceramide levels 30 minutes post-reperfusion from liver samples of mice treated with ASMase-siRNA or scrambled siRNA 24 hours before
surgery (n = 3). *P = .045 versus Sc siRNA-injected animals. (F) Serum ALT levels 6 hours post-reperfusion from mice treated with ASMase SiRNA
or scrambled siRNA 24 hours before surgery (n = 4). *P = .042 versus Sc siRNA-injected |/R-exposed animals.

Mase-siRNA reduced the extent of I/R-induced hepatic
damage monitored by serum ALT levels (Fig. 4F), histol-
ogy, or TUNEL (not shown). These data establish a key
role of ASMase in hepatic I/R injury.

Ceramide Regulation During I/R Modulates the
Mitochondrial Cell Death Pathway. Because ceramide
is known to play a role in cell death pathways through
mitochondria,!®!! we next examined the mitochondrial
release of cytochrome ¢ and Smac/DIABLO during I/R.
As seen, I/R caused the release of cytochrome ¢ and Smac/
DIABLO after I/R (Fig. 5A). This outcome was accom-
panied by active caspase 3 detected by fluorescence assay
or immunohistochemistry (Fig. 5B-C). Of note, the
number of positive cells observed were less than those
stained with TUNEL (Fig. 3C). Next, we examined
whether the regulatory role of ceramide on hepatic I/R
damage was accompanied by appropriate changes in the

apoptosome assembly. Although imipramine treatment
reduced cytochrome ¢ and Smac/DIABLO release from
mitochondria by I/R, NOE enhanced the release of these
apoptogenic proteins from mitochondria (Fig. 5A). In
addition, caspase 3 activation induced by I/R was reduced
or enhanced by imipramine or NOE pretreatment, re-
spectively (Fig. 5B-C).

JNK Activation by I/R Is Suppressed by ASMase
Inhibition. To identify the potential downstream inter-
mediates of ASMase-mediated hepatic I/R injury, we fo-
cus on complex glycosphingolipids and gangliosides
because in cultured hepatocytes ganglioside GD3 medi-
ates TNF-induced death.'® Gangliosides are synthesized
from ceramide on its glucosylation by GCS, which is in-
hibited by d-#hreo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-mor-
pholino-propanol HCI (PDMP).'¢!?  Unexpectedly,
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Fig. 5. Ceramide modulates mitochondrial cytochrome ¢ release and caspase 3 activation during I/R. (A) Representative Western blot showing
the presence of cytochrome ¢ and Smac/DIABLO in cytosol 4 hours post-reperfusion with imipramine (IMIP), NOE, or vehicle treatment before surgery.
Results are from three independent experiments expressed as percentages with respect to sham-operated animals. *P = .031 versus sham-operated
control animals. #P = .048 versus untreated mice subjected to I/R. (B) Caspase 3 activity in liver extracts 6 hours post-reperfusion from mice
pretreated with imipramine (IMIP), NOE, or vehicle was measured fluorometrically (ex 380 nm, em 460 nm) (n = 4). *P = .035 versus
sham-operated animals. #P = .048 versus vehicle-treated mice subjected to I/R. (C) Representative immunohistochemical staining of active caspase
3 fragment in liver sections 6 hours after reperfusion (magnification 40X) from mice treated with imipramine (IMIP), NOE, or vehicle before surgery.

pretreatment with PDMP 30 minutes before surgery did
not protect the liver against I/R injury (Fig. 6A), consis-
tent with the lack of GCS activation during I/R (Fig. 2C).
Moreover, no changes in the pattern of gangliosides were
observed during I/R (not shown), thus further discarding
a role for gangliosides in the hepatic I/R injury.

JNK inhibition has been reported to protect the liver
against I/R-induced apoptotic/necrotic cell death,” and
the apoptotic role of ceramide is exerted through JNK
activation.38-40 Therefore, we evaluated whether the role
of ceramide in hepatic I/R damage is mediated by JNK
activation. I/R resulted in the phosphorylation of JNK
(p46 and p54 isoforms, Fig. 6B), and this was accompa-
nied by phosphorylation of ¢-Jun (not shown). JNK acti-
vation contributed to the hepatic damage induced by I/R
since SP600125, a potent and specific JNK inhibitor,4!
protected against I/R-induced hepatic damage as reflected
by serum ALT levels (Fig. 6C) or histology (not shown).
Importantly, imipramine pretreatment, which decreased
ceramide generation and protected the liver against I/R

(Figs. 1D and 3A), prevented JNK phosphorylation
caused by I/R (Fig. 6B). SP600125, however, did not
prevent the early increase in ceramide levels during the
reperfusion phase, or ASMase activation (not shown), in-
dicating that JNK activation is downstream of ASMase
stimulation during I/R. In addition, because ceramide-
induced phosphorylation and translocation of Bim to mi-
tochondria are mediated by JNK,% we analyzed its
phosphorylation during I/R. As seen, Bimy and its phos-
phorylated form both translocated to the mitochondria
and, more importantly, imipramine and SP600125 sup-
pressed these events (Fig. 6D).

Ceramide Regulation Modulates Survival After To-
tal Hepatic I/R. We next examined the survival rate in a
model of total hepatic I/R in which survival depends on
recovery of the ischemic liver after reperfusion. Mice (n =
8-12 per group) were subjected to 60 minutes of ischemia
instead of the 90-minute period used in the partial isch-
emic experiments because this protocol killed all mice
within 24 hours of total hepatic I/R. Under these condi-
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Fig. 6. Inhibition of JNK activation by ASMase-induced ceramide but not GCS protects against hepatic I/R injury. (A) Serum ALT levels 6 hours
post-reperfusion from mice pretreated with PDMP (75 mg/kg) or vehicle (5% Tween 20 in saline) before surgery (n = 4). (B) Representative Western
blot of JNK phosphorylation in liver extracts 30 minutes post-reperfusion. In some cases, mice were pretreated with SP600125 (SP) or imipramine
(IMIP) 30 minutes before ischemia. (C) Serum ALT levels 6 hours post-reperfusion from mice pretreated with JNK inhibitor (SP600125, 20 mg/kg)
or vehicle (1% dimethylsulfoxide in saline) before surgery (n = 5). *P = .024 versus untreated I/R-injured animals. (D) 1 and 6 hours after I/R
liver samples from mice pretreated with vehicle, IMIP or SP600125 were processed for mitochondria isolation to examine the levels of Bim,
phospho-Bim, and cytochrome ¢ oxidase by Western blot. Representative blot of three to four independent experiments is shown.

tions, 8 of 12 vehicle-treated mice subjected to total isch-
emia died within the first 72 hours post-reperfusion (Fig.
7A), with histological evaluation on autopsies showing
massive necrosis in the liver (not shown), consistent with
previous reports.”8 However, imipramine pretreatment
markedly improved the survival rate with 9 of 11 treated
mice surviving after 7 days post-reperfusion (Fig. 7A). In
contrast, all NOE-treated mice (8 of 8) died within 48
hours postischemia, with 75% of animals dying within 24
hours of reperfusion (Fig. 7A). Thus, these data demon-
strate the relevance of the pharmacological regulation of
ceramide in hepatic I/R injury.

Discussion

This study examines the role of ASMase in the ho-
meostasis of ceramide and its contribution to hepatic I/R
injury. Here we describe the transient generation of cer-
amide during I/R due to the sequential activation of AS-
Mase followed by ACDase stimulation. Because ASMase

generates ceramide from sphingomyelin hydrolysis
whereas ACDase catabolyzes it, the time-dependent pat-
tern in the activation of these ceramide-regulating en-
zymes accounts for the temporal window in which
ceramide peaked during I/R. These observations raise sev-
eral questions, namely, how these enzymes become stim-
ulated in the liver during I/R and what would be the
consequences of their activation for hepatic function in
I/R?

TNF Release During I/R Activates ASMase. TNF
upregulation by activated Kupffer cells plays a key role in
hepatic I/R injury,>®?? and TNF-induced hepatocellular
death is mediated in part through ASMase activation.!!-1¢
During I/R we detected an early release of TNF and pos-
tulated that this cytokine may contribute to I/R-induced
ASMase activation. PTX, a methylxantine inhibitor of
TNF production 77 vivo,>4* prevented the activation of
ASMase and the consequent increase in ceramide levels
observed during I/R. The mechanism for ACDase stimu-
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Fig. 7. Ceramide regulation modulates survival after total hepatic ischemia. (A) Mice pretreated with vehicle (saline), imipramine (IMIP) (25
mg/kg), or NOE (100 mg/kg) before surgery were subjected to total liver ischemia for 60 minutes. Animals were monitored twice per day during 7
days. *P = .035 and #P = .013 versus saline-treated I/R mice by log rank test, n = 8-12 in each group. (B) Schematic diagram summarizing the
findings. The generation of ceramide during I/R targets mitochondria through JNK activation and subsequent translocation of Bim, to mitochondria,
culminating in hepatocellular death. PTX or IMIP, which prevented ASMase activation, abolished JNK activation, and attenuated mitochondrial-
dependent hepatocellular death. The dashed line denotes that although ceramide generated from ASMase activation may directly target mitochondria,

this possibility remains to be tested.

lation by I/R is currently unknown. However, it has been
reported that the overexpression of ACDase in human
skin fibroblasts led to ASMase stimulation and that AS-
Mase could be co-precipitated with ACDase using anti-
ceramidase  antibodies,*>  suggesting the physical
interaction between these acid pH optimum enzymes.
Whether this outcome occurs in I/R remains to be estab-
lished. Moreover, we did not address the role of the AC-
Dase activation during I/R in modulating hepatic injury,
although it can be expected that through ceramide deacy-
lation, ACDase would generate sphingosine, which may
be further metabolized to sphingosine 1-phosphate, a bio-
active lipid with anti-apoptotic properties.'7-'822 In line
with this, it has been shown that ACDase overexpression
prevented TNF-induced death in 1929 cells,?! whereas
NCDase transfection protected rat hepatocytes from
TNF-induced cell death through ASMase activation.44
Ceramide Generation Through ASMase Contrib-
utes to Hepatocellular Death. The next question we
addressed was whether ceramide signals hepatocellular
death and whether hepatic I/R injury would be modu-
lated by the generation of ceramide. Tissue damage dur-

ing I/R can proceed through adenosine triphosphate—
dependent necrosis or caspase-dependent apoptosis, two
forms of cell death that are regulated by MPT.845 The
release of cytochrome ¢ from mitochondria is a key event
in caspase 3 activation through the apoptosome assembly.
Although the release of cytochrome c in I/R we observed
may seem modest, it closely correlated with the degree of
caspase 3 activation. Even in the case of NOE pre-treat-
ment in which the degree of liver injury estimated by ALT
release and histology is rather substantial compared with
vehicle-treated mice, the level of cytochrome ¢ released
into the cytosol is enhanced from twofold to approxi-
mately 3.5-fold. Although this increment is reflected in
the activation of caspase 3, it suggests that the release of
cytochrome ¢ from mitochondria is highly regulated. Cy-
tochrome c is anchored to the mitochondrial membrane
through both electrostatic and hydrophobic interactions
with acidic phospholipids, most notably cardiolipin, and
recent observations indicated that the releasable pool of
cytochrome c is determined by its interaction with cardi-
olipin, which undergoes a cytochrome c—mediated per-
oxidation.“¢ Whether cytochrome c release correlates with
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the loss of cardiolipin in hepatic I/R injury remains to be
established. Accordingly, the contribution of apoptosis to
hepatic I/R injury appears to be relatively minor as it
normally occurs in isolated hepatocytes. In contrast, ne-
crosis affects extensive areas of parenchymal cells consis-
tent with the massive release of ALT in serum that reflects
plasma membrane leakage, indicating that necrosis is the
predominant form of liver injury during I/R.8 In line with
this, recent studies in cyclophilin D null mice revealed a
critical role of MPT in necrotic cell death in heart, liver,
and brain.>

To examine the impact of ceramide in hepatic I/R
injury, we inhibited ASMase and ACDase before surgery.
Imipramine, a tricyclic antidepressant that inhibits the
activity of ASMase due to the hydrolysis of the active
ASMase form,'®33 prevented the generation of ceramide
post-reperfusion and decreased hepatocellular death. Al-
though, unfortunately, the use of ASMase™’~ mice was
precluded because of pulmonary dysfunction and sensi-
tivity to ischemia due to accumulation of sphingomyelin
in their lungs,?> the suppression of ASMase in vivo by
siRNA reduced the activation of ASMase, diminished cer-
amide generation, and protected the liver from I/R-in-
duced damage, thus verifying the results observed with
imipramine. Moreover, PTX, which has been reported to
protect the liver against I/R injury,® prevented the activa-
tion of ASMase and the consequent ceramide generation
by I/R (Fig.1C). In contrast, the inhibition of ACDase
resulted in enhanced ceramide content and potentiation
of the I/R-induced hepatic damage. Of potential clinical
significance is the fact that in vivo pretreatment with
imipramine extended the survival of mice subjected to
total liver ischemia.

Mitochondrial Targeting by ASMase-Induced Cer-
amide. Earlier studies in isolated mitochondria indicated
that ceramide induced MPT and reactive oxygen spe-
cies,'®1¢ thus implying that the ceramide generation dur-
ing I/R elicits MPT, with the phenotype of hepatocyte
demise modulated by the extent of adenosine triphos-
phate depletion. The question that arises then is how
ceramide targets mitochondria and regulates hepatocyte
cell death during I/R. We discard the involvement of
glucosylceramide and glycosphingolipids (such as GD3)
generation in hepatic I/R injury. Consistent with these
observations, I/R did not stimulate GCS, nor increased
glucosylceramide or GD3 levels, and PDMP, a GCS in-
hibitor, failed to protect against I/R. These unexpected
findings indicate that although the TNF-ASMase arm
occurs in both isolated hepatocytes and hepatic I/R, the
ASMase—GCS connection does not seem to occur in the
latter. Whether this relates to differences in TNF dosage,
signaling, or other factors requires further investigation.

HEPATOLOGY, September 2006

We considered the possibility that ceramide targets mi-
tochondria through activation of downstream effectors
such as JNK.38:3 Our data indicate first that I/R induced
JNK' phosphorylation, confirming previous findings,”
and second that imipramine prevented JNK activation.
Thus, the contribution of JNK to hepatic I/R damage
may be mediated through ASMase-induced ceramide for-
mation (Fig. 7B). In agreement with these findings, the
potent activation of JNK (eightfold) by exogenous AS-
Mase?” has been reported in primary hepatocytes. Fur-
thermore, the interaction of JNK with mitochondria has
been reported during cell death,%84° opening the possibil-
ity that the role of JNK in hepatic I/R damage may be due
to its interaction with mitochondria. However, the cyto-
toxic role of JNK may be attributable not only to its
putative interaction with mitochondria but also to the
activation of downstream targets, including BH3-only
members of the Bcl-2 family such as Bim, which can be
regulated by transcriptional and post-translational mech-
anisms.4*5% Indeed, we have observed both the upregula-
tion and phosphorylation of Bimy, a Bim splice variant
normally associated with microtubules through its inter-
action with the dynein light chain 1 that prevents its in-
teraction with other Bcl-2 family members.® The
phosphorylation of Bim; at threonine56 by JNK un-
leashes Bimy, from microtubules, allowing its redistribu-
tion and binding to Bcl-2.5° Consistent with this
mechanism, we have observed the phosphorylation of
Bim; and its translocation to mitochondria during I/R, in
agreement with previous findings in lung cancer cells,
and this step was prevented by JNK inhibition
(SP600125) or ASMase inhibition (imipramine) (Fig.
6D). Moreover, Bak has been involved in hepatic I/R
injury in a JNK-dependent fashion,” and hence we do not
discard the participation of members of the Bcl-2 family
of proteins. Thus, overall our findings indicate that the
modulation of ceramide generation by ASMase during
I/R regulates the mitochondrial pathway of hepatocellular
death through JNK activation and subsequent mitochon-
drial translocation of Bimy, suggesting that the modula-
tion of ceramide may be a novel therapeutic approach to
prevent post-ischemic liver injury.
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SUMMARY

NF-«kB participates in ischemia/reperfusion (I/R) hepatic signaling, stimulating both
protective mechanisms and the generation of inflammatory cytokines. In analyzing the
pattern of NF-kB activation during increasing times of ischemia in murine I/R, we
observed that the nuclear translocation of p65 paralleled Src and IkB tyrosine
phosphorylation, which peaked after 60 min of ischemia. In extended ischemic periods
(90-120 min), however, nuclear p65 levels inversely correlated with the progressive
induction of oxidative stress. Despite this profile of NF-«B activation, inflammatory
genes such as TNF and IL-1f, predominantly induced by Kupffer cells, increased over
time during ischemia (30-120 min), whereas protective NF-kB-dependent genes such as
Mn-SOD, expressed in parenchymal cells, decreased. Consistent with this behavior,
gadolinium chloride pretreatment abolished TNF/IL-1B upregulation during ischemia
without affecting that of Mn-SOD. Interestingly, specific glutathione (GSH) upregulation
in hepatocytes by S-adenosylmethionine increased Mn-SOD expression and protected
against I/R-mediated liver injury despite TNF/IL-1p induction. Similar protection was
achieved by administration of the SOD mimetic MnTBAP. In contrast, indiscriminated
hepatic GSH depletion by buthionine-sulfoximine (BSO) prior to I/R potentiated
oxidative stress, decreased nuclear p65 levels and Mn-SOD expression, increasing
TNF/IL-1B upregulation and I/R-induced liver damage. Thus, the divergent role of NF-
kB activation in selective liver cell populations underlies the dichotomy of NF-kB in
hepatic I/R injury, illustrating the relevance of strategies that specifically maintain NF-xB

activation in parenchymal cells.
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INTRODUCTION

Liver damage induced by ischemia/reperfusion (I/R) is of relevance in different clinical
settings such as liver resection, transplantation, trauma or hemorrhagic shock, in which
NF-kB activation plays a controversial role due to its dual action in the induction of both
protective and pro-inflammatory genes (1-2). For instance, hepatic NF-kB activation has
been shown to diminish hepatic I/R injury and improve orthotopic liver transplantation,
while NF-kB inactivation has been shown to protect against hepatic I/R (3-6). These
diverse and seemingly discordant results have been explained on the basis of different
degree of residual NF-kB activation achieved depending on the mechanisms used to
block NF-kB activation. Thus, while a total block of NF-kB may be detrimental as it
prevents expression of survival genes, an incomplete NF-«kB inhibition may suppress the
upregulation of proinflammatory mediators, while allowing the induction of protective
genes. In addition, whether this dichotomy of NF-xB in promoting or protecting against
hepatic I/R injury reflects the expression of NF-kB-dependent genes in different hepatic
cell populations, such as parenchymal and Kupffer cells, remains largely unknown.

In the liver, TNF, reactive oxygen species (ROS) and Toll-like receptors (TLR) are major
players in NF-xB activation (7-9). TNF upon binding to its membrane receptor TNF-R1
induces DISC recruitment, IKK activation, IkB serine phosphorylation and subsequent
proteasome degradation after ubiquitinization (10). As a consequence, NF-«B is released
from its inhibitory subunit allowing the transcription of target genes. This canonical
pathway of NF-«kB activation is also followed upon engagement of Toll-like receptors

(TLRs), a family of receptors that play a key role in innate immune responses as well as
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in inflammation (11). Moreover, TLRs, particularly TLR4, is drawing current attention as
an important mediator of hepatic I/R injury (12-13).

It has been shown that the generation of intracellular ROS activates Src tyrosine kinases
leading to the phosphorylation of IkB at tyrosine residues, resulting in the dissociation of
the p50-p65 heterodimer from its inhibitory IkB subunit followed by its nuclear
translocation (14-17). In addition, the Src-mediated mechanism of NF-kB activation by
IxB tyrosine phosphorylation has also been described during hypoxia in various cell
types, including hepatocytes (18-20). Moreover, recent data have shown that NF-xB
transactivation is diminished in hepatocytes following GSH depletion, involving IKK
dependent and independent mechanisms (21) and that GSSG generation, such as that
caused by ROS overgeneration, inactivates NF-kB (22). Since ROS production could
interfere with the synthesis of protective NF-kB-dependent genes in the liver, antioxidant
therapies that increase NF-kB-dependent gene transcription in the hepatocyte, without
promoting pro-inflammatory cytokines in non-parenchymal cells, particularly in Kupffer
cells would be of interest to discriminate the role of NF-kB in hepatic I/R injury. In this
regard, S-adenosylmethionine (SAM) is known to increase GSH levels in the hepatocyte
through the transsulfuration pathway and shown to reduce ROS production in different
liver pathologies, including I/R (23-26). Hence, the goal of this study was to examine the
activation of NF-kB and the expression of protective and inflammatory target genes in
relation with the length of ischemia during partial hepatic warm I/R and the influence of
selective GSH loading in parenchymal cells.

Our work shows that SAM administration enhanced GSH stores in hepatocytes,

decreasing ROS production, increasing the expression of NF-kB-dependent
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cytoprotective genes and preserving the liver against I/R exposure. In contrast, GSH
depletion increased the upregulation of proinflammatory genes and potentiated the
hepatic damage induced by I/R. Therefore, our results suggest that, while indiscriminated
NF-«B modulation may not produce the beneficial effects expected, therapies aimed to
modulate the redox status of specific hepatic cells may increase selective kB-dependent

proteins and be more effective in protecting the liver against I/R induced injury.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Partial Hepatic Ischemia and Treatments-. The experimental animal protocol was
approved by the IDIBAPS Animal Care and Use Committee. Hepatic partial warm
ischemia was performed in male C57BL/6 mice using micro-vascular clamps (Biemer
clip, 0.29-0.39 N) to prevent hepatic blood flow for different times (0-120 min) as
described previously (27). Blood samples and liver biopsies were taken at different
periods after reperfusion for further evaluation. Control animals were sham operated.
Mice were pretreated 1 h prior to surgery with SAM (5 mg/mice, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO), BSO (4 mmol/kg, Sigma-Aldrich), MnTBAP (50 mg/kg, Calbiochem, San
Diego, CA), or with an equal volume of the vehicle. In some cases, gadolinium chloride
was administered 24 h before surgery to antagonize Kupffer cells (28, 29).

Hepatocyte and Kupffer cell isolation-. Primary hepatocytes were obtained from mouse
liver by collagenase digestion and cultured on collagen-coated plates as described (23,
25). Kupffer cells (KC) isolation was performed by pooling nonparenchymal cells from 3
male mice (C57BL/6, 8-12 week old), using the method by Smedsrod et al (30). In brief,
after 0.05% collagenase perfusion of the liver, the cell suspension was centrifuged at 50 X
g for two minutes to separate parenchymal from nonparenchymal cells. The supernatant,
which contains nonparenchymal cells, was centrifuged (300 x g; 4 min; 4°C) to
concentrate the cells, followed by centrifugation (800 X g; 10 min; 4°C) through a two-
step Percoll gradient (25% + 50%), with the Kupffer cells and endothelial cells banding
at the interface between the two density cushions. The pellet was suspended at 4 x 10°
cells/ml in DMEM medium supplemented with 20% heat-inactivated FBS, 100 IU/ml

penicillin, and 100 pg/ml streptomycin. Separation of pure Kupffer cells and endothelial
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cells was obtained due the selective adherence of Kupffer cells to plastic flasks after 60
min of incubation, yielding 2 to 3 million KC per mouse liver, with 90-95% viability as
determined by trypan blue exclusion. The cells showed typical macrophage morphologic
features and stained positively for F4/80. Macrophage cell line RAW 264.7, supplied by
ECACC (Sigma-Aldrich), was routinely growth at 37° and 5% CO, in DMEM medium
with 10% FBS under normoxic atmosphere. Primary hepatocytes, Kupffer and RAW
264.7 cells were exposed either to hypoxia (0.5% O, and 5% CO,), TNF (Peprotech EC,
London, UK) or LPS (Sigma-Aldrich) for the indicated periods. In some cases,
hepatocytes were treated with 10 uM 4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazole|[3,
4-d]pyrimidine (PP2), and 100 pM piceatannol (Calbiochem) before exposure to hypoxia
as described (19) and RAW 264.7 cells were pre-exposed to acetyl-leucyl-leucyl-
norleucinal (Calbiochem) to inhibit the proteasome before exposure to LPS .

Western Blotting and nuclear extracts preparation-. The phosphorylation of c-Src
was analyzed in liver homogenates using phospho-Src (Tyr416) from Cell Signaling
(Danvers, MA). To evaluate tyrosine phosphorylation of IkB-a after I/R, 1 mg of whole-
liver lysate was immunoprecipitated using 2 pg of an IkB-a Ab (Santa Cruz Biotech,
Santa Cruz, CA) and determined with anti-phosphotyrosine Ab (Santa Cruz Biotech).
Mn-SOD and TNF protein levels were analyzed in total liver extracts using commercial
antibodies (Santa Cruz Biotech), while NF-kB activation was analyzed in nuclear extracts
using p65 Ab (Santa Cruz Biotech). Nuclear extracts from liver samples were prepared as
previously described (19).

Measurement of Plasma TNF Levels-. Whole blood obtained by cardiac puncture was

centrifuged and 50 pl of plasma aliquots were frozen for TNF assay. Plasma TNF levels
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were determined by an enzyme-linked immunosorbent assay using a commercial kit
(Quantikine M Murine Tumor Necrosis Factor-o Assay; R&D Systems, Minneapolis,
MN).

Liver damage-. After reperfusion, livers were fixed and sections (5 um) were stained
with hematoxylin and eosin using standard methods, examining the slides with a Zeiss
Axioplan microscope equipped with a Nikon DXM1200F digital camera. Serum ALT
levels were measured by the Centro de Diagnostico Medico (Hospital Clinic, Barcelona).
Real-time Polymerase Chain Reaction-. Total RNA was isolated from mouse liver
samples with the TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA). Real-time PCR was
performed using the 2x SensiMix One-Step Kit with SYBR® Green (Quantance,
London, UK) following the manufacturer instructions. Threshold (CT) values for each
mRNA were subtracted from that of 18S mRNA, averaged and converted from log-linear
to linear term. The primer sequences used for 18s, cIAP-2, Mn-SOD, TNF and IL-1B
amplification were as follows:

cIAP-2 forward 5’- GTGGAACATGCCAAGTGGTT -3’;

clAP-2 reverse 5’- GGAGGCAATACAGCATTGGT -3’

Mn-SOD forward  5’- AACTCAGGTCGCTCTTCAGC-3;

Mn-SOD reverse 5’- GAACCTTGGACTCCCACAGA-3’;

TNF forward 5’-CTGAACTTCGGGGTGATCGGT -3’;
TNF reverse 5’-ACGTGGGCTACAGGCTTGTCA -3’;
IL-1pB forward 5’-GAGCTGAAAGCTCTCCACCTC -3’
IL-1p reverse 5’- CTTTCCTTTGAGGCCCAAGGC-3’;
18S forward 5’-GTAACCCGTTGAACCCCATT -3’;
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18S reverse 5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG -3°.

Lipid peroxidation assay-. Lipid peroxidation in liver samples was determined
following the production of malondialdehyde (MDA) using the thiobarbituric acid (TBA)
method. Briefly, 0.4 ml of 0.6% TBA and 1.2 ml of 1% ortophosphoric acid were added
to 100 pl of liver homogenate and boiled for 45 minutes. After cooling, 1.6 ml of 1-
butanol was added; samples were mixed and centrifuged at 1200 rpm for 10 minutes.
MDA concentrations were determined in the supernatants by measuring the optical
density at 535 nm using a calibrated curve with TBA as standard.

Myeloperoxidase assay-. Myeloperoxidase (MPO), an enzyme predominantly found in
the azurophilic granules of polymorphonuclear leukocytes (PMN), was used as an index
of neutrophil accumulation in the liver. Tissue homogenates were assayed with o-
dianisidine solution (43.2 mM KH,PO4, 6.5 mM Na,HPO4, 10 mM EDTA, 0.016% o-
dianisidine, 0.001% H,0,); pH 6). Oxidized o-dianisidine forms a stable chromophore,
which is detected by measuring the absorbance at 460 nm. In parallel, MPO staining in
liver samples was determined by immunohistochemistry as previously described (31).
Assessment of hepatic reactive oxygen species (ROS) content-. Hepatic ROS content
was measured using 2’-7’-dichlorofluorescein (DCF). Briefly, 10 upl of liver
homogenates, diluted 100-fold with phosphate-buffered saline (pH 7.4), were loaded with
5 uM DCF and incubated at 37°C for 30 min. Fluorescence was measured at excitation
wavelength of 485 nm and emission wavelength of 530 nm as previously described (19).
Statistical Analysis-. Results were expressed as mean + standard deviation with the
number of individual experiments detailed in Figure legends. Statistical significance was

established by the Student’s t test.
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RESULTS
Time-dependent oxidative stress and TNF secretion during I/R.

ROS and TNF are important players in different liver pathologies, such as hepatic I/R
injury and are known to modulate NF-xB activation. Therefore, we decided to measure
parameters related to oxidative stress and TNF production as a function of the length of
hepatic ischemia to ultimately examine their impact on NF-kB-dependent gene
expression and liver injury. Hepatic ischemia was induced for various time periods (0 to
120 min), taking liver samples at the end of the reperfusion phase (1 hour). ROS
production increased progressively as the time of ischemia was extended (Fig. 1A). Even
during short-time ischemia (30 min), substantial intracellular oxidative stress was
detectable, as shown by the significant increase in the GSSG levels (Fig. 1B), which
affected the GSH/GSSG ratio (not shown) and the rise of lipid peroxidation (Fig. 1C). In
addition, as the time of ischemia increased, the levels of ROS, MDA and GSSG were
progressively elevated in samples from reperfused livers. Furthermore, in parallel with
these changes, there was a significant rise in TNF levels detectable after 1 hour of
ischemia that kept rising with extended ischemic periods (Fig. 1D). These data
underscore the induction of oxidative stress as a function of the time of ischemia

following reperfusion.

Expression of kB-dependent proinflammatory and survival genes during I/R.

Next, we examined the time course of NF-kB activation assessed as nuclear p65
translocation. Interestingly, the nuclear p65 levels measured after 1 hour of reperfusion

exhibited a dual pattern depending on the time of ischemia, increasing when ischemia
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was performed for up to 1 hour, but decreasing when the livers were clamped for longer
periods of times (Fig. 2A). Since tyrosine kinases, particularly Src, have been involved in
NF-«B activation (18, 19), we examined its activation reflected as Src phosphorylation at
tyrosine 416. As seen, Src phosphorylation displayed a similar time-dependent pattern
during ischemia as the nuclear translocation of p65 (Fig. 2A). Indeed, a parallel increase
in IkB-a tyrosine phosphorylation was detected by immunoprecipitation from liver

extracts after different ischemia periods (Fig. 2A).

Since nuclear levels of p65 in hepatocytes do not necessarily reflect the transactivation of
NF-xB in the face of substantial oxidative stress and GSH depletion (21), we next
analyzed the pattern of activation of diverse kB target genes as a function of the time of
ischemia. As seen, the mRNA levels of proinflammatory kB-dependent genes such as
TNF and IL-1P were upregulated with increasing ischemic periods (Fig. 2B). In contrast,
we observed that the mRNA levels of kB-dependent survival genes such as cIAP-2
increased moderately. Interestingly, the Mn-SOD mRNA levels increased for the first 30
minutes of ischemia, decreasing thereafter (Fig. 2C). Moreover, we examined the protein
expression of Mn-SOD and TNF in liver samples by western blots to validate the results
observed at the mRNA level. As seen (Fig. 2A), Mn-SOD decreased as a function of the
period of hepatic ischemia, while TNF levels increased thus matching the data obtained
by mRNA analysis. The contrast in the time-dependent upregulation of mRNA levels of
proinflammatory vs. survival genes may reflect the activation of NF-kB in specific
hepatic cell types. To test this, we examined Src phosphorylation and IL-1 mRNA
expression in primary mouse hepatocytes and Kupffer cells in response to hypoxia, LPS

or TNF exposure. As seen, hypoxia per se time-dependently phosphorylated Src at
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tyrosine 416 in primary mouse hepatocytes (Fig. 3A), but not in Kupffer cells (Fig. 3B).
Indeed, the macrophage cell line RAW 264.7, a surrogate cell line for Kupffer cells,
exhibited similar results (Supplemental Fig. 1). Consistent with our previous results in
HepG?2 cells (19), preincubation of primary isolated hepatocytes with PP2, a selective Src
inhibitor, but not piceatannol, prevented hypoxia-induced Src phosphorylation at tyrosine
416 and p65 nuclear migration (data not shown). In addition, Kupffer cells failed to
phosphorylate Src in response to LPS (Fig. 3B) or TNF (not shown), despite strong
induction of pro-inflammatory genes such as IL-1f in response to LPS and TNF
exhibited (Fig. 3C, D). Moreover, RAW 264.7 macrophages, displayed increased IL-
1B transcription after LPS or TNF exposure (Supplemental Fig. 2). Moreover, LPS-
induced NF-kB activation in RAW 264.7 cells was accompanied by IkxB degradation that
was prevented by proteasomal inhibition with acetyl-leucyl-leucyl-norleucinal (not
shown). In contrast, LPS and TNF failed to upregulate IL-1p in primary hepatocytes (Fig.
3C, D). Thus, these data suggest that the activation of NF-kB via Src phosphorylation
following I/R occurs in hepatocytes, and that Kupffer cells are the predominant source of

proinflammatory cytokines.

Kupffer cells inactivation downregulates TNF/IL-1p production during I/R.

Since the preceding findings indicated that the upregulation of proinflammatory
cytokines derived mainly from macrophages, we next examined the contribution of
Kupffer cells in this process during I/R using gadolinium chloride to specifically abrogate
their activity in vivo (9, 28, 29). Mice were injected i.p. with gadolinium chloride (10
mg/Kg) 24 hours before 90 min of ischemia and 6 hours post-reperfusion. Confirming

previous findings, Kupffer cells inactivation protected against I/R-mediated liver injury,

12



Llacuna et al.

estimated by the reduction of serum ALT/AST (Fig. 4A). Of note, this outcome was
accompanied by the downregulation of mRNA levels of TNF and IL-1B (Fig. 4B).
However, the Mn-SOD and cIAP-2 mRNA levels were either not affected or slightly
increased during I/R following gadolinium chloride treatment (Fig. 4C), indicating that
the predominant source of TNF/IL-1B during I/R are Kupffer cells and that parenchymal
cells are likely major contributors in the wupregulation of kB-dependent

protective genes.

SAM therapy selectively boosts GSH stores in parenchymal cells protecting against

I/R-mediated hepatic injury.

Since NF-kB activation and Src phosphorylation have been proved to depend on ROS
production in hepatocytes and since GSH is a major antioxidant, we decided to
specifically increase GSH levels in parenchymal cells by treating mice with SAM before
I/R. SAM’s capacity to increase GSH levels is relevant in specific tissues such as liver or
kidney in which the transsulfuration pathway allows the conversion of homocysteine to
cysteine (32). Given that methionine adenosyltransferases (MATs) are suggested to be
expressed in Kupffer cells and hepatic endothelial cells (33), we first assessed whether
exogenous SAM boosts GSH levels in Kupffer cells and in isolated hepatocytes. Mouse
hepatocytes displayed increased GSH content (Fig. SA) 4 hours after the administration
of SAM (2 mM). In contrast, the content of GSH in Kupffer cells did not change after
SAM exposure (Fig. 5B). However, the incubation with BSO, a specific inhibitor of y-
GCS, which catalyzes the rate-limiting step in GSH biosynthesis, significantly decreased

GSH to a similar extent in both cell types (Fig. SA, B). As expected from the data with
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Kupffer cells, BSO decreased GSH levels in RAW 264.7 cells while SAM did not exert

any change in GSH content (Supplemental Fig. 3).

Next, we examined the effects of these strategies in vivo during I/R. Compared to I/R,
SAM treatment was effective in replenishing hepatic GSH levels, which decreased in
untreated samples following 90 min of ischemia and 6 hours post-reperfusion (Fig. 6A).
In contrast, BSO pretreatment further decreased hepatic GSH levels during I/R, thus
compromising the hepatic capacity to cope with oxidative stress during I/R.
Consequently, SAM therapy efficiently prevented the increase in lipid peroxidation
measured as MDA levels during I/R, while BSO treatment further enhanced this effect
(Fig. 6B). Consistent with these findings, ALT levels were reduced in SAM-treated
animals following I/R (Fig. 6D), indicative of lower liver injury as observed by H&E
(Fig. 6C) staining compared to untreated control mice subjected to I/R. In contrast,
massive hepatic damage examined by H&E (Fig. 6C) and ALT (Fig. 6D) was observed in
BSO-pretreated mice during I/R. In addition, and consistent with the above findings, we
observed a differential effect of SAM vs. BSO pretreatment in the extent of neutrophil
infiltration during I/R as measured by myeloperoxidase (MPO) enzymatic activity (Fig.
6E) and immunohistochemistry (Fig. 6F). Finally, to assess if the protective effect of
SAM administration against I/R-mediated liver injury was dependent or not on GSH
biosynthesis, we tested whether BSO abrogated the therapeutic effect of SAM
pretreatment. Indeed, we observed that the serum ALT levels following I/R in mice
treated with SAM plus BSO were similar to the group of mice pretreated with BSO alone
(data not shown), indicating that the beneficial effect of SAM during I/R was dependent

on the increase in parenchymal GSH stores.
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Differential effects of SAM and BSO on TNF/IL-1p and Mn-SOD/cIAP-2 expression

during I/R.

To evaluate if the changes in the liver redox status following SAM and BSO influence
the degree of NF-xB activation during I/R, we analyzed the nuclear levels of p65, the
transactivating subunit of the NF-kB heterodimer p50-p65, after 1 hour of reperfusion. As
observed in Fig. 7A, the nuclear translocation of p65 induced by I/R increased in SAM-
treated mice, while GSH depletion in mice following BSO pretreatment diminished p65
nuclear levels during I/R. In addition, the levels of Src phosphorylation at tyrosine 416
after 90 min of ischemia were induced in SAM-treated animals, while BSO
administration reduced phospho-Src levels, pointing again to Src tyrosine
phosphorylation as the mainly mechanism involved in the observed NF-kB activation.
SAM treatment alone in sham-operated mice did not affect the nuclear levels of p65 or
Src phosphorylation at tyrosine 416 (data not shown). Moreover, total liver extracts after
90 minutes of ischemia followed by 6 hours of reperfusion displayed higher Mn-SOD
protein levels in SAM-administered mice, suggesting an increased synthesis of this

protective gene, while TNF was moderately enhanced in BSO-treated mice (Fig. 7A).

To analyze whether these changes in protein expression were reflected at the mRNA
level, next we examined the effect of GSH modulation on NF-kB-dependent gene
expression following I/R. We observed a significant increase in the expression of cIAP
and Mn-SOD mRNA levels after SAM administration compared to the changes observed
after GSH depletion following BSO injection (Fig. 7B). Interestingly, TNF and IL-1f
mRNA levels were unaffected by SAM administration, although these levels increased in

BSO-pretreated mice before I/R (Fig. 7C), suggesting a differential regulation of NF-xB-
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dependent gene expression in parenchymal and non-parenchymal cells. Besides, in RAW
264.7 macrophages incubated with LPS or TNF, pre-administration of SAM did not
induced significant changes in the activation of these proinflammatory genes (data not

shown).

Mn-SOD, the kB-dependent mitochondrial SOD isoform, has a relevant role in liver
protection against diverse hepatotoxic stimuli that induce oxidative stress, such as I/R (7,
34). In this regard, we have recently observed that Mn-SOD expression protects
hepatoma cells under severe hypoxic conditions (18). Since Mn-SOD mRNA was
increased in SAM-treated animals, we examined whether a Mn-SOD mimetic such as
MnTBAP reproduces the protection observed in SAM-treated mice against I/R-induced
liver damage. As seen, MnTBAP-treated animals were protected against I/R exposure
examined by ALT serum levels (Fig. 7D) as well as H&E and TUNEL staining (not
shown). Collectively, these data suggest that strategies aimed to selectively activate NF-

kB in parenchymal cells may be of relevance in I/R-mediated liver damage.
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DISCUSSION

As a master regulator of inflammation and survival pathways, NF-kB participates in both
protective mechanisms and the generation of inflammatory cytokines whose balance
ultimately controls the fate of the liver during I/R. As a result, although NF-kB signaling
has become a potential therapeutic target to control and maintain hepatic function after
I/R, conflicting results have been reported in which both NF-«B activation and
inactivation protected against hepatic I/R injury (3-6). Our present work proposes that
opposite effects of NF-kB after I/R are determined by distinctive mechanisms in
parenchymal and non-parenchymal cells, which control autonomous NF-kB activation
that affects separate sets of genes (Fig. 8). Our results point to the ROS-mediated Src-
dependent mechanism of NF-kB activation as a predominant pathway acting in
hepatocytes, which is in charge for the induction of protective genes essential in the
maintenance of liver function. In contrast, in non-parenchymal cells, particularly Kupffer
cells the induction of kB-dependent pro-inflammatory genes most likely involves IxB
serine-phosphorylation and proteasomal degradation. This canonical activation of NF-xB
in Kupffer cells triggered by I/R through ligands such as TNF or LPS would be consistent
with the liver protection observed in knockout models that block this receptor-mediated

signaling (5, 6, 8, 35) or after Kupffer cell inactivation (9, 28, 29).

On the other hand, ROS generation after I/R is responsible for the induction of Src-
phosphorylation, NF-kB activation and transcription of kB-dependent protective genes in
the hepatocyte, such as Mn-SOD. This outcome is consistent with our previous findings
indicating that hypoxia induced mitochondrial ROS, which played a signaling role in Src

activation (19). However, extended ischemia induces a massive production of ROS and
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GSSG generation, which antagonizes NF-kB reflected by decreased nuclear p65 levels
and downregulation of kB-dependent survival genes such as Mn-SOD or cIAP-2. This is
consistent with the notion that NF-kB activation requires a balanced level of GSSG (22).
Paralleling these effects on nuclear p65 translocation, we observe the dual regulation of
Src phosphorylation during I/R-mediated ROS generation. While this activation during
the early phase of ischemia fits with our previous finding in hypoxia (19), the decrease in
Src phosphorylation at later times may reflect the activation of tyrosine phosphatases,
although this remains to be established. This dual role of ROS in I/R signaling, depending
on the duration of the ischemia, is consistent with the observation that the suppression of
oxidative stress generated during ischemic preconditioning is sufficient to cancel the

protective mechanisms triggered by preconditioning, including Mn-SOD overexpression

(36, 37).

Mn-SOD is a critical enzyme in cellular protection acting as a first line of defense
against superoxide anion generation, and consistent with this function Mn-SOD has been
positioned as a decisive player against ischemic damage in different organs including the
liver (34, 38-40). Although we did not assessed the source of ROS generation
(mitochondrial vs. extramitochondrial) during extended ischemia, consistent with the key
protective role of Mn-SOD previous studies pointed to mitochondria as a major source
for the burst of ROS during I/R or hypoxia (19, 41). The scavenging of superoxide anion
by Mn-SOD will be expected to yield hydrogen peroxide, which needs to be detoxified
by the GSH redox cycle in the mitochondrial matrix. If the latter is compromised by
impaired GSH peroxidase or GSH reductase or by limited GSH levels, it may result in

higher hydrogen peroxide accumulation. Interestingly, SAM treatment will be expected

18



Llacuna et al.

to prevent GSH depletion not only in the cytosol via its conversion into cysteine in the
transsulfuration pathway (32), but also to increase mitochondrial GSH levels from the
transport of cytosol GSH (23, 42). Consistent with the onset of oxidative stress during
I/R, antioxidant strategies have been proved useful against I[/R-mediated organ damage
(31, 38, 41, 43-46). Although MATs have been recently described in non-parenchymal
cells (33), SAM conversion into GSH is only observed in parenchymal cells and this
selectivity underscores the differential involvement of ROS in NF-kB-dependent gene
regulation in parenchymal and non-parenchymal cells and their role in hepatic I/R injury.
Thus, in non-parenchymal cells during extended times of ischemia, the increased
transcription of kB-dependent inflammatory cytokines are not affected by SAM
administration but are significantly reduced by Kupffer cells inactivation. Interestingly,
the liver protection observed after gadolinium treatment is accomplished almost
exclusively by reducing the generation of inflammatory proteins, without inducing any
decline in the levels of protective kB-dependent genes in parenchymal cells, such as Mn-

SOD.

The above findings imply a careful regulation and/or modulation of NF-xB due to its
complexity, diverse mechanisms of activation and cellular heterogeneity. Several
posttranslational modifications of p65 caused by different stimuli, particularly serine-
phosphorylation and acetylation, may affect its affinity for specific domains located in
the promoter of responsive genes (10, 47). It is also proposed that NF-kB-regulated genes
should be divided into groups depending on their requirement for chromatin modification
for expression (48). Particularly, chromatin remodeling and histone acetylation have been

shown to facilitate Mn-SOD transcription in response to TNF (48). Nevertheless, our
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results may help to appreciate that NF-xB signaling in the liver should be analyzed in
particular cell types, and research approaches should take into account this autonomous
behavior. Although in a different setting, Takahashi et al described a dual activation
profile of NF-«B during cold I/R-mediated liver injury (49), differentiating an early and a
late phase of NF-«B activation. However, these investigators did not pursue whether
selective liver cell populations contributed to the divergent role of NF-«xB in cold

1schemia.

In conclusion, since Src-mediated NF-kB activation in hepatocytes is induced by ROS
generated after I/R, the NF-kB-dependent synthesis of protective proteins produced
during short-time ischemia may be at risk by maneuvers aimed to diminish ROS-
production. In contrast, at prolonged time of ischemia the transcription of NF-kB-
dependent protective genes may be compromised. In this scenario, the antagonism of
oxidant species produced in hepatocytes during long ischemia by antioxidant-based
strategies will preserve the levels of protective genes, such as Mn-SOD, to promote the

integrity of the liver.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Variation of intracellular oxidative stress and TNF levels in liver after ischemia.
Samples were taken from animals exposed to different times of ischemia (30, 60, 90 and
120 min or sham operated used as controls). After one hour of reperfusion, ROS
production (A), levels of reduced and oxidized glutathione (B), and MDA (C) were
measured in liver samples, while TNF levels (D) were analyzed in serums from I/R-

treated mice. (n > 3) *P< 0.05 vs. sham-operated mice.

Figure 2. Time-dependent increase of nuclear p65, Src phosphorylation and «B-
dependent gene expression. In A, nuclear translocation of p65, phosphorylation of Src
and tyrosine phosphorylation of IkB were measured after one hour of reperfusion in
livers samples from mice exposed to different times of ischemia. A representative blot is
shown (n = 3). Quantification of the levels of p65 and ratio p-Src/Src are included. (n =
3) *P<0.05 vs. sham-operated mice. Protein levels of Mn-SOD and TNF were examined
in total liver extracts after 6 hours of sham-operation or reperfusion (A). mRNA levels of
NF-kB-dependent proinflammatory (B) and antiapoptotic (C) genes were measured 6

hours after different times of ischemia and normalized by 18S mRNA levels.

Figure 3. Primary hepatocytes and Kupffer cells display different response in NF-xB
activation following I/R-related stimuli. A, Increased Src phosphorylation was observed
in hypoxic hepatocytes (0.5% O,), but not after LPS exposure (2 h, 0.1 ng/ml), as shown
in the upper panel. B, the levels of pTyr416Src were not increased in Kupffer cells after
exposure to hypoxia or LPS. Representative blots are shown (n =2). C and D, changes in

IL-1 mRNA levels in hepatocytes and Kupffer cells after LPS (4 h, 0.1 ng/ml) and TNF
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(4 h, 250 ng/ml) treatment (full bars) with respect to non-treated cells (empty bars),

normalized by 18S mRNA levels. (n =3) *P< (.05 vs. control cells.

Figure 4. Effect of Kupffer cells inactivation by gadolinium chloride on hepatic I/R injury
and kB-dependent gene expression. Mice pretreated with gadolinium chloride or vehicle
for 24 hours were subjected to 90 minutes ischemia and 6 hours reperfusion. ALT levels
in serum (A) and mRNA liver levels of inflammatory (B) and protective (C) genes were

analyzed. (n = 3) *P< 0.05 vs. sham-operated mice; # P< 0.05 vs. I/R-treated mice.

Figure 5. GSH levels in hepatocytes and Kupffer cells. GSH concentration was measured
in primary hepatocytes and Kupffer cells after 4 hours exposure to SAM (2 mM) or BSO

(1 mM). (n=2-3) *P<0.05 vs. control cells.

Figure 6. Differential effects of SAM and BSO in GSH levels and liver injury after I/R.
Hepatic GSH levels (A), MDA generation (B), and liver damaged measured by liver
H&E staining (C) and ALT in serum (D) from vehicle-, SAM- and BSO-treated animals
exposed to 90 minutes of ischemia after 6 hours of reperfusion. Neutrophil infiltration by
MPO activity (E) and immunohistochemistry (F) were analyzed after 6 h of reperfusion.
No changes in liver damage or neutrophil infiltration were observed in animals treated
with SAM or BSO alone. (n > 3) *P< 0.05 vs. sham-operated mice; # P< 0.05 vs. I/R-

treated mice.

Figure 7. GSH restoration in liver after I/R increased p65 nuclear levels and the
transcription of protective genes. SOD mimetic protected the liver against I/R-induced
damage. Representative western blots of nuclear p65, p-Src and Src examined after 1
hour of reperfusion (A) (n = 3). Mn-SOD and TNF protein levels were analyzed 6 hours

after sham-operation or reperfusion. mRNA quantification of protective (B) and
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proinflammatory (C) NF-kB-dependent genes in liver samples from mice exposed to 90
min ischemia and 6 hours of reperfusion and pretreated with vehicle, SAM or BSO. ALT
levels in serum (D) from vehicle- or MnTBAP-treated mice and exposed to I/R as above.

(n=3) *P<0.05 vs. sham-operated mice; # P< 0.05 vs. I/R-treated mice.

Figure 8. Diagram showing different pathways of NF-kB signaling induced by I/R. In the
hepatocyte, NF-xB controls protective genes after ischemia through a ROS-sensitive Src-
mediated mechanism. However, high production of ROS by extended ischemia or by a
deficient capacity to cope with oxidant production, as in GSH-depleted animals, reduces
the transcription of NF-kB-responsive genes, and Src-mediated activation is ineffective.
In contrast, Kupffer cells are mainly responsible for the production of NF-kB-dependent
inflammatory proteins and show no evidence of reduction due to increased ROS
production. In fact, levels of mRNAs from inflammatory genes rise as the time of

ischemia was extended.
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Supplemental Fig. 1
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Src phosphorylation did not increased in RAW 264.7
macrophages neither in hypoxic conditions (0.5% 02)

nor after LPS exposure (2 h, 0.1 ng/ml). Representative
western blot (n=2).



Supplemental Fig. 2
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