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The liver has always been an important symbol in occult physiology. As the largest
organ, the one containing the most blood, it was regarded as the darkest, least
penetrable part of man's innards. Thus it was considered to contain the secret of
fate and was used for fortunetelling. In Plato, and in later physiology, the liver
represented the darkest passions, particularly the bloody, smoky ones of wrath,
Jealousy, and greed which drive men to action. Thus the liver meant the impulsive
attachment to life itselr.

James Hillman
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Resumen

El ciclo celular de los mamiferos es un proceso altamente regulado donde se
sincroniza la proliferacion de un tipo celular o tejido. El caso del higado es especial, debido
a que es capaz de regenerarse, de forma posterior a un dafo (ya sea quimico o
mecanico) . El modelo de hepatectomia parcial ha sido de especial utilidad ya que la
respuesta proliferativa es proporcional a la masa de tejido seccionado, de tal forma que
existen al menos dos umbrales de estimulacidén en el modelo: una estimulacion baja en la
reseccién de un tercio de la masa hepatica y una respuesta alta en la reseccion de dos
tercios. Establecer esta diferencia es fundamental, ya que podemos utilizar como
herramienta cualquiera de estas dos respuestas, para probar farmacolégicamente
sustancias potencialmente inhibidoras 6 estimuladoras de la proliferacion.

El higado al recibir un dafio toxico, presenta una disminucion en sus niveles
energéticos (ATP), asi como en la concentracién de adenosina. Por lo cual en un
razonamiento inicial, se pens6 que el dafio causado por un agente hepatotodxico podria ser
revertido por la administracion exdgena de adenosina. Uno de los hepatotdxicos mas
ampliamente caracterizado es el CCly, cuya administracién cronica es utilizada para inducir
la cirrosis experimental en ratas, por lo cual este modelo fue utilizado por el laboratorio
para determinar los efectos de la adenosina en la respuesta hepdtica de un higado
danado. Dentro de los primeros hallazgos se encontré que la adenosina promueve la
degradacion de la matriz extracelular, asi como la normalizacion del estado redox y
fundamentalmente eleva los parametros proliferativos. Sin embargo debido a que las
ventanas temporales del modelo son demasiado largas, se decidié probar los efectos de la
adenosina sobre los animales hepatectomizados removiendo un tercio de la masa
hepatica, de tal forma que se estableciera si el nucledsido tiene algun efecto directo sobre
la proliferaciéon celular o si los resultados anteriores son debidos a una retroalimentacion
positiva en respuesta a la degradacion de colagena.

La administracion de adenosina inmediatamente posterior a la hepatectomia parcial de un
tercio, aumenta el nimero de mitosis a las 24 horas post-cirugia en mas de tres veces

sobre el grupo no tratado, incrementa la tasa de sintesis de DNA y activa de forma
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temprana la secuencia de expresion de las ciclinas que regulan el proceso proliferativo. De
esta misma forma, el nucledsido consigue aumentar, incluso en los grupos controles la
expresion tanto sérica como en el tejido, del factor de crecimiento hepatico (HGF). Por
otro lado, los factores transcripcionales como pRb, E2F-1, E2F-3, DP-1 expresados en
nucleo durante el proceso proliferativo, modifican su temporalidad de expresion por el
tratamiento con adenosina. De la misma forma, el protooncogen y factor transcripcional c-
myc, se eleva dentro de los primeros minutos posteriores a la cirugia, por accion del
nucledsido hasta 5 veces sobre el grupo sin tratamiento. Estos cambios vistos a nivel
global nos dirigen a establecer que el profundo cambio visto en la expresion de ciclinas, y
en el aumento proliferativo por accién de la adenosina es posiblemente mediado por c-
myc y los miembros de la familia E2F. Asi mismo, podemos concluir que el nucledsido
potencia la regeneracion del tejido hepatico ante un dafo menor o igual al 30% de la

masa hepatica, por lo cual las implicaciones terapéuticas potenciales son diversas.
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Abstract

Eukarytics Cells has a well orchestrated cell cycle, not entirely known and
understood. The liver regeneration is a phenomenon that seems to evoke the proliferation
of perfectly differentiated cells, no matter its role at the time of the stimulus. The key of
this plasticity seems to be the capability of hepatocytes to minimize their hepatic functions
and start as soon as stimulus is given, the replicative responses. We have shown that
adenosine administration is capable of reversing fibrosis in the carbon tetrachloride-
induced rat cirrhotic liver, stimulating the proliferative potential of the cirrhotic liver. In
order to characterize adenosine actions on liver cellular proliferation, we used rats
subjected to one-third partial hepatectomy (PH). In PH-animals and acutely administered
with adenosine (25 to 200 mg/kg b.w.), some parameters indicative of cell proliferation
were determined. In addition, the levels of hepatocyte (HGF), epidermal (EGF) and
transforming (TGF-0J) growth factors, cyclins, members of the E2F family,
protooncogenes, and adenosine-receptors were determined through Western blot
analyses.

Adenosine (100 mg/kg b.w.) promoted earlier and significantly enhanced liver cell
proliferation as assessed by the levels of PCNA, nuclear Ki-67 antigen, those for cyclins
(D1, E, A, Bl), and the mitotic index. These effects were also accompanied for a
longlasting increase of serum and liver levels of HGF, liver expression of c-met and of HGF
activator (HGFLA). Adenosine effects on cell proliferation could be mediated by an early
increase in E2F-1 and by that of c-myc, despite phosphorylation of the Rb protein and
expression of E2F-3 were decreased. Moreover, the hepatic nhumber of receptors for
adenosine were not significantly changed by PH and/or adenosine treatment. In
conclusion, data suggest that adenosine actions can accelerate and increase proliferation
in a “primed” liver, mainly through enhancing the levels of c-myc, E2F family, cell cycle
cyclins, and HGF expression. Therefore, these pharmacological adenosine effects suggest
a modulating role for the nucleoside on mitogenic events, once the liver has been induced
to proliferate.
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Introduccion
Lobulo derecho
del higado Lobulo izquierdo
del higado

Fig. 1. Representacion grafica del higado humano.

1. El Higado y sus Funciones

El estudio de los procesos digestivos comprende un amplio panorama que se
extiende a través de los diferentes taxones, y engloba la evolucién de un conjunto de
estructuras especializadas en la captacion, digestion, procesamiento y distribucion de
nutrientes, las cuales presentan una dependencia del medio ambiente y del nicho
ecoldgico particular de cada especie. Esta divergencia funcional resultdé en una gran
diversidad de variantes morfoldgicas, y asi también dio origen a estrategias bien
conservadas a todo lo largo de la cadena evolutiva, como es la aparicion de glandulas
auxiliares de la digestion. El prototipo de este tipo de glandulas puede ilustrarse con el
hepato-pancreas, que aparece por primera vez en el phylum arthropoda, y se conserva a
lo largo de los representantes actuales. Esta glandula se especializd evolutivamente en la
secrecion de enzimas digestivas y hormonas para el procesamiento y almacenamiento de

glucosa y detoxificacién de xenobioticos. (Moyes C.D., 2007, Barnes R., 1996).

La plasticidad alimenticia que brinda la adquisicion de un sistema digestivo
glandular se consolida con el subphylum vertebrata, donde se separan las funciones del

hepatopancreas en dos drganos separados. El higado por su parte, se presenta como una



13

glandula digestiva comdn a todos los vertebrados. Su origen morfoldgico mas primitivo, es
el diverticulo hepatico encontrado en el pez lanceta amphyoxo (phylum cephalochordata),
el cual a pesar de mantener ciertas similitudes no es homdlogo funcionalmente al higado
de los vertebrados (Kardog K., 1999; Withers P.C., 1992). Dentro de la clase mammalia, el
higado se sitia anatdmicamente como el primer érgano en contacto con la sangre
después de su exposicion con el intestino, formando el primer punto de la circulacion
esplénica, lo cual permite la participacion del 6rgano en el proceso de absorcidn,
procesamiento y distribucion de la mayor parte de las sustancias que se ingieren a través
del tracto digestivo —ver tabla 1 para un resumen de las funciones hepaticas— (Greger R.,
1996; Arias, 1996; Druker R., 2006).

Dentro de sus funciones principales se encuentra la absorcion, sintesis y secrecion
de varias sustancias relacionadas con el procesamiento de nutrientes y detoxificacién de
xenobidticos. Durante el desarrollo embrionario, el higado aparece como una evaginacion
ventral, formando un diverticulo de la base del primordio del tubo digestivo que crece
hacia fuera del mesénquima circundante, el cual induce al endodermo del diverticulo a
proliferar y diferenciarse en hepatocitos (Kardog K., 1999). Una vez que se ha alcanzado
un cierto desarrollo, el diverticulo entra en contacto con las venas vitelinas para formar los
sinusoides hepaticos —vasos situados en los espacios existentes entre las Ilaminas
unicelulares de los hepatocitos. Ver Esquema 1—. La unidad minima funcional del higado
consiste en el lobulillo hepatico, el cual se define como la zona del parénquima situada
entre dos venas centrilobulares, en cuyo eje central existe un espacio porta que contiene
la vena porta terminal, un vaso arterial y conductos biliares pequefios, por donde se vierte
la secrecion biliar. (Druker R., 2005). Los diferentes tipos celulares estan arreglados en
forma de columnas que se ramifican, formando una interconexion a través de sinusoides o
capilares. Estos sinusoides carecen de membrana basal verdadera y es donde se lleva a
cabo el intercambio de metabolitos entre la sangre y la célula hepatica; a través del
espacio de Disse, que separa la pared endotelial del hepatocito (Greger R., 1996;
Kershenobich D., en Druker R., 2005). Dentro del espacio de Disse se estructura la matriz
extracelular del érgano, cuyos componentes principales son la colagena tipo I,1I, 1V, V, VI
y VIII, asi como fibronectina, laminina y varios tipos de proteoglicanos. (Greger R., 1996).
Cuando existe una muerte masiva del parénquima, es en estos espacios donde se acumula

la fibra compuesta principalmente de colagena tipo I y III, en respuesta a los estimulos
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fibrogénicos y a una serie de alteraciones que tienen como consecuencia el deterioro de la
circulacion portal, y la pérdida de la funcionalidad hepatica. (Armendariz, 1990).

El higado presenta un gradiente de concentracion de O, y nutrientes, que va de la
zona mas concentrada (periportal) a la mas reducida (perivenosa). A lo largo de este
gradiente, se distinguen tres zonas metabdlicas, donde el equipamiento enzimatico y las
reacciones de transformacion de xenobidticos y la produccion de factores de crecimiento
es distinta. En general, se distingue como la zona I al espacio periportal y es el sitio de
procesos oxidativos, glucogénesis, p-oxidacion, sintesis de colesterol y secrecion de acidos
grasos. La zona III corresponde al espacio peri venoso, y es donde se lleva a cabo la
glucdlisis, lipogénesis y metabolismo de xenobiéticos. La morfologia del hepatocito en esta
zona presenta nucleos mas grandes asi como reticulo endoplasmico mas abundante. La
zona II no tiene una divisidon tan clara y presenta reacciones de ambas zonas (Vidal-
Vanaclocha, 1996).

El higado presenta una heterogeneidad celular donde predomina la célula
parenquimal o hepatocito con cerca de un 65% de la poblacion, seguido de las células de
Kupffer y células endoteliales que conforman aproximadamente un 10% del total, ademas
de las Células de Ito, o estelares y la célula del ducto biliar, que representan alrededor del
5% de la poblacién. Con un nimero semejante, se encuentra presente un tipo especial de
linfocito granuloso — una célula Natural Killer activada— llamado célula Pit, con
funciones de defensa contra infecciones virales y de células tumorales metastasicas.
(Greger R., 1996; Kershenobich D., en Druker R., 2005; Vidal-Vanaclocha, 1996). Por
ultimo, recientemente se ha descrito un tipo de célula indiferenciada llamada célula oval,
cuya poblacidn aumenta en casos de infecciones crénicas por virus de hepatitis C y
hepatocarcinomas. Esta es una célula troncal que puede diferenciarse a hepatocitos y/o
células del ducto biliar en condiciones de dafio masivo crénico (Strick-Marchand, 2004);
sin embargo, su papel dentro de la regeneracion del érgano esta sujeto a discusion,
debido a que su presencia se encuentra asociada a la formacién de tumores hepaticos.
(Knight B., 2005).
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Fig 2. Ubicacion del higado y relaciones anatdémicas mas cercanas. 7omado de Sobbota, (2009),
Atlas de Anatomia, Editorial Panamericana.

2. La regulacion de la regeneracion hepatica

Uno de los aspectos mas fascinantes de la naturaleza, es la capacidad de un
organismo de restituir las partes perdidas o dafiadas. Los ejemplos mas sorprendentes
han sido descritos en la clase amphibia, donde los anuros y urodelos pueden regenerar
varios érganos internos, e incluso ojos y apéndices. En este caso, el proceso es altamente
regulado y aunque se sabe que involucra la participacion de células pluri potenciales, aun
no se conocen todos sus componentes, ni el mecanismo exacto que lo inicia, sin embargo
se ha considerado a la disminucion en la resistencia eléctrica y la activacion por trombina,
como los principales mecanismos involucrados, en el modelo de amputacién de
extremidades en la salamandra. La activacion por trombina ocurre dentro de los primeros
eventos después del dafo y se relaciona con la formacion del coagulo de fibrina. Ademas,

de que la activacion del HGF y el TNF-a que han sido sefialados como parte importante
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del sistema regenerativo, requieren un procesamiento por proteasas parecidas a la
trombina. (Brockes J.P., 2008)

Para el caso de los mamiferos adultos, sélo se ha descrito una regeneracién
eficiente en hueso, piel y mucosas, donde se sabe que los mecanismos celulares también
involucran la diferenciacion de varios tipos celulares que parten de un origen comun.
Pueden diferenciarse en respuesta a los gradientes de factores de crecimiento, expresion
secuencial de factores transcripcionales, de integrinas, entre otros muchos aspectos.

El higado, a diferencia del resto de los drganos internos posee la capacidad de
restaurar una pérdida de hasta el 70% de la masa hepatica de forma exacta y precisa.
Durante este proceso, la respuesta proliferativa no excluye las funciones hepaticas, por lo
cual existe una evidente alteracion de las mismas, en los primeros dias posteriores al
dano tisular agudo. Como consecuencia del proceso, las alteraciones hepaticas producidas
en respuesta al dafo pueden dividirse en tres partes: las sefiales que inducen la
proliferacion de las células hepdticas, los mecanismos emergentes para mantener las
funciones del higado a un nivel minimo de sobrevivencia, y los mecanismos de apoptosis
efectuados por las células incapaces de proliferar o mantener la sobrecarga metabdlica en
consecuencia a un mayor aporte del flujo sanguineo. En conjunto, la regeneracién
hepatica presenta una red de sefializacion bastante compleja, que aun no ha terminado
de estudiarse, y aunque estamos lejos de poder manipularla, existen al momento varios
modelos de aproximacion experimental, donde es posible disecar los eventos mas
importantes, (White P., 2004).

El hepatocito tiene una vida media aproximada de 150 dias y su recambio en el
higado normal suele ser de 1 por cada 10,000 células (Michaelopoulos, 1997; Fausto N,
2000; Taub R, 1996). Sin embargo en respuesta a un dafo quimico o quirdrgico, estas
células entran en proliferacion activa para reparar la masa pérdida en un lapso de
aproximadamente 14 dias. (Michaelopoulos, 1997). El modelo de regeneracion hepatica
inducido por hepatectomia parcial —ver figura2—, desde su introducciéon experimental por
Higgins y Anderson en 1931, ha constituido uno de los mejores modelos de estudio de la
proliferacion celular /n vivo. El nivel de reseccidon mas ampliamente utilizado consiste en la

ligadura y extirpacion del I6bulo central e izquierdo del higado, consistentes en 2/3 (67%
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+ 2.5) de la masa hepatica total, obteniendo una respuesta proliferativa sincronizada, que
ha sido ampliamente caracterizada (Michaelopoulos G., 1997; Malcom Alison, 1986).
Minutos después de la hepatectomia, se induce un aumento en la presion portal hepatica,
que da por resultado la transduccion de un factor o factores —que hasta el momento se
mantiene elusivo—, que inicia un periodo de sincronizacion de los hepatocitos siendo
posible que aproximadamente el 60% del total de las células parenquimatosas entren en
mitosis (J. Myren, 1989). Asi mismo, dentro del hepatocito se ven cambios en la
hiperpolarizacion de la membrana, flujo de iones y cambios en el pH intracelular, que
junto con la subsecuente activacion de varios grupos de genes, permiten la salida del
estado quiescente y la entrada al ciclo celular (Ankoma Sey V., 1999).

La sincronizacion de la regeneracion hepatica puede dividirse en una fase de
induccion que dura pocos minutos, una fase de inicio que normalmente dura 2 horas,
una fase de crecimiento que va desde las 6-48 horas, y una fase de término de la
proliferacion, que inicia claramente después de las 96 horas (Ankoma Sey V., 1999;
Nelson F., 2006). En los 7 a 10 dias posteriores a la cirugia, se recupera la masa hepatica
original, sin embargo el higado recupera cerca del 70% de la masa pérdida durante los
primeros 3 dias posteriores a la cirugia, para tener aumentos subsecuentes del 5% hasta
completar su masa original (Nelson F., 2006; Webber E., 1993). Seguido a la division de
los hepatocitos, el resto de las células no parenquimales comienzan su proliferacion 20-
24h mas tarde. La célula de Kupffer alcanza un pico de la respuesta proliferativa entre 48-
72 h., después de la cirugia. Su papel dentro del proceso regenerativos es bifasico, ya que
puede sintetizar tanto citocinas pro-proliferativas (TNF-a e 1I-6), asi como
antiproliferativas (TGF-B e II-1); asi mismo, cuando su poblacién se elimina del higado —
con la administracion de GdCl;— en forma previa a la hepatectomia, el proceso
regenerativo parece potenciarse (Rai R.M., et.al.,1996). La célula sinusoidal-epitelial,
alcanza su division hacia las 96 horas de la cirugia. Este tipo celular secreta tanto el VEGF,
como angiopoietina, que al parecer solo afecta al endotelio y no tienen efecto sobre la
proliferacion del parénquima. (Malik R., 2002). Por otro lado, la célula estelar alcanza un
pico de proliferacion a las 48 horas de la hepatectomia, teniendo un papel determinante
dentro del proceso, ya que secreta tanto el HGF como el TGF-a de forma paracrina, asi
mismo secreta IL-6 y expresa sus receptores, lo cual sugiere un mecanismo de regulacion

autocrino por esta molécula (Malik R., 2002).
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El primer evento dentro de la fase de induccion es la preparacion o sensibilizacion de
los hepatocitos para responder a los factores de crecimiento verdaderos y pasar del
estado quiescente al estado replicativo (Gg a G;). Este proceso es mediado principalmente
por el (TNF-a) el cual se expresa como una proteina transmembranal de 26 kd, que al ser
activada proteoliticamente por la proteina TOC/ADAM17, produce una forma soluble de
17 kd. El TNF-a es una citocina multifuncional, que puede causar muerte celular por
necrosis 0 apoptosis y esta involucrado en la proliferacién celular, diferenciacion,
inflamacion, tumorigénesis etc. La sefalizacion del TNF-o, se da a través de sus
receptores TNFR1 (p55) o TNFR2 (p75) (Joyce D., 2001;James L., 2005), los cuales son
glicoproteinas transmembranales cuya porcidon extracelular comparten un 28% de
homologia y ambas contienen 4 tandem de dominios de cisteinas repetidas. Asi mismo,
contienen en su region externa un dominio PLAD, que pre acompleja a los receptores y los
prepara para la unién con su ligando y posterior trimerizacion. EI TNFR-1, contiene un
dominio de 80 aminoacidos en su regidn carboxilo terminal, conocido como dominio de
muerte (DD), el cual en condiciones normales se encuentra unido a una molécula
silenciadora (SODD), que impide que otras proteinas de andamiaje se unan a esa porcion
del receptor y promuevan la via apoptética (Knight B., Yeoh G., 2005). La inhibicién de
este factor o la inactivacién de su receptor TNFR1, produce defectos en la regeneracion y
aumenta la mortalidad después de la hepatectomia parcial, lo cual esta asociado con una

reduccion de la actividad de la via JNK. El cloruro de gadolinio GdCIB, -es toxico para las

células de Kupffer y se administra como estrategia experimental para eliminar esta
poblacién celular en el higado— aumenta los niveles de TNF-a, asi como la induccién de
IL-6, el protooncogen c-jun, y los factores transcripcionales C/EBPB C/EBPS y AP-1.
(Moshage H., 2003). En ratones con deficiencia en TNFR1, la sintesis de DNA inducida por
la regeneracion hepatica se encuentra visiblemente truncada, asi como la expresion de
STAT3 y de NF-xB. Si a estos animales se les administra II-6 de forma exdgena, se
corrigen estas deficiencias, lo cual sugiere fuertemente que el papel del TNF-a, es el
regular la secrecion de II-6 durante la regeneracién hepatica. Por otro lado, se ha
comprobado que este mecanismo involucra la activacién de NF-xB y C/EBPB en la célula
de Kupffer (Yang L., 2005). Los niveles de la II-6 se elevan rapidamente en el plasma
después de la hepatectomia parcial, alcanzando un pico a las 24 horas (Narci Teoh, 2004).
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La IL-6 se une a la cadena o de su receptor, en el hepatocito (gp80), lo cual causa la
dimerizacion de la proteina gp130 asociada a él, y la consecuente activacién de JAK1, lo
que hace que fosforile a los residuos de tirosina de gp130 y a STAT3, con lo cual esta
molécula se trasloca al nlcleo y activa la transcripcion de sus genes blanco (Francavilla A.,
1997). Por otro lado JAK1 es capaz de activar las proteinas reclutadoras Gbr2-SOS
mediante sus dominios SH2, con lo cual se activa Ras, Raf y de la cascada de MAPK
cinasas hasta la activaciéon de ERK 1/2 que fosforila el complejo AP-1 y permite su
traslocacion al ndcleo. (Zimmers T., 2003). Entre ambas rutas se produce la activacion de
aproximadamente un 36% de los genes de respuesta temprana y el cambio de fase G -G,

—ver figura 3— (Taub R., 2004). La combinacion de TNF-o e IL-6 induce la expresion de

Oxido Nitrico Sintetasa (iNOS). La produccién de oxido nitrico (NO) es importante debido a
que su inhibicién decrementa la proliferacién de los hepatocitos y los knockout en iNOS
presentan una regeneracion defectuosa después de la hepatectomia, que va acompafada
de apoptosis y necrosis (Garcia Trevijano, 2005). Por otro lado, la liberacion tanto de TNF-
a como de IL-6 por parte de la célula de Kupffer, dependen de la activacion de los
componentes del complemento C3 y C5, como se demuestra en los animales knockout
(Strey CW, 2003), donde ademas se demuestra que C3 y C5 ejercen un efecto cooperativo
durante la regeneracidon hepatica, tanto en la liberacién de citocinas, como en la expresion
normal de NF-xB y STAT-3.

Los procesos anteriores activan la expresion de los verdaderos mitdgenos como el
Factor de Crecimiento Hepatico (HGF), el Factor de Crecimiento Transformante alfa (TGF-
o), el Factor de Crecimiento Epidermal EGF, vy los Factores de Crecimiento Semejantes a
Insulina (IGF-I e IGF-II) asi como de sus receptores c- met y EGFR (Michaelopoulos G.,
1997; Nelson F., 2005). El inicio de la fase G; se da aproximadamente entre 1 y 2 horas
después de la cirugia. La sefializacién a través del receptor para HGF; c-met, activa la via
de MAPK cinasas, que conlleva a la traslocacion de Erk 2 al nlcleo y a la activacién de la
expresion de la ciclina D, cuyo complejo formado con cdk4 y cdk6 fosforila una bateria de
factores que permiten superar el punto de restriccion del ciclo celular (R), -a partir del
cual la progresién se vuelve irreversible— y llevar a cabo la progresion G;-S. La IL-6 ha
probado ser capaz por si sola de provocar una hiperplasia en ausencia de dafio hepatico,

activando la via de JAKs y consecuentemente induciendo la expresion de STAT3, por lo



20

cual su papel en este modelo quizas sea mas amplio (Zimmers T., 2003). Asi mismo los
animales knock-out han demostrado que la IL-6 es necesaria para la activacion de STAT-3,
NF- kappa B y para tener una sintesis de DNA eficiente, después de un estimulo de dano
hepatico Es importante sefialar que el TGF-a. ha mostrado ser prescindible en la HP y su
papel puede ser asumido por el EGF debido a que comparten el mismo receptor (Black D.,
2004; Arthur Zimmermann, 2002). El pico de sintesis de DNA se da a las 24h, seguido de
una oleada de células en mitosis que va de la regidn perivenosa a la centrilobular y que
comienza a las 32 horas de la cirugia, alcanzando su nivel maximo a las 48 horas. La
actividad de la timidina cinasa (TK) — que es el paso limitante en Ila serie de
fosforilaciones de timidina que permiten su incorporaciéon al DNA en forma de nucledtido
trifosfato —, tiene un pico maximo a las 24h de la cirugia, cuyo valor maximo es de 20
veces sobre el control, asi mismo se aprecia una elevacion en el indice mitético desde las
24 horas PH y se llega al pico maximo a 48 horas de la cirugia, para bajar hacia las 72
horas. El valor maximo alcanzado en hepatectomia del 70% es de alrededor de 16-20
mitosis/campo. Se estima que aproximadamente 1000 células son reclutadas para tener

dos rondas de mitosis aproximadamente (Nelson, 2006) .
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Fig 3. Composicion celular del tejido hepatico. 7omado de Sobbota, (2009), Atlas de Anatomia,

Editorial Panamericana. El tejido hepético se compone principalmente de las células del parénquima,
representados por los hepatocitos, que forman un arreglo columnar a lo largo de todo el tejido.
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Fig. 4. Panorama general de la regeneracion hepatica (modificado de Ankoma-Sey V., 1999). El
proceso regenerativo hepatico, puede ser dividido en tres grandes etapas, la iniciacion, la progresion y la
terminacion. Los factores de crecimiento, citocinas y mitdgenos cambian marcadamente en cada una de ellas,
dirigiendo la progresién del ciclo celular. Durante este proceso, podemos dividir a las sustancias que acttan
como mitdgenos, que son los factores que estimulan la activacién de la proliferacién, los comitogenos, que no
pueden producir este efecto directamente, pero que su presencia es necesaria para que se inicie el proceso, y
los mediadores, que son los mensajeros que actian amplificando la sefal mitogénica.

3. Regulacion del ciclo celular de mamiferos

El ciclo celular esta regulado por proteinas maestras que forman heterodimeros,
las proteinas cinasas dependientes de ciclinas (cdks) y su subunidad reguladora, las
ciclinas. La asociacion de compaineros adecuados (cdk-ciclina) permite que estas
proteinas cinasas se activen de forma secuencial y el ciclo celular avance a través de cada
una de sus etapas (Alberts B., 1994).

El ciclo celular es un proceso extremadamente regulado donde se lleva a cabo una

gran cantidad de eventos moleculares que tienen como finalidad la duplicacion y
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segregacion del material genético en dos células idénticas (Darnell J., 2000). El ciclo
celular se divide en cuatro fases: Gap-1, Sintesis, Gap-2 y Mitosis. En la fase Gap-1 (G;)
la célula se encarga de producir todo el material necesario para la sintesis del DNA. En la
fase de sintesis (S), la célula se encarga de duplicar todo el material genético; mientras
que la fase G,, se encarga de revisar que la duplicacion de los cromosomas se haya
realizado de forma completa y con la mayor fidelidad posible. Durante la mitosis se
duplican y se segregan los cromosomas adecuadamente en las dos células hijas. Este
proceso esta regulado por proteinas maestras heterodiméricas; que tienen dos
componentes, la subunidad catalitica, proteinas cinasas dependientes de ciclinas (cdks) y
la subunidad reguladora: las ciclinas. La asociacion de compaieros especificos (cdk-

ciclina) permite que el ciclo celular avance en cada una de sus etapas.

En el higado, la sefalizacién a través de los mitdgenos, modifica el perfil de
expresion génica en cuestién de horas después de la hepatectomia, dirigiendo todo el
proceso a un objetivo primario: la proliferacion. La expresion de ciclina D1 y la formacion
de los complejos ciclina D/cdk4,6 es el primer paso secuencial de este mecanismo ya que
el resto de las ciclinas no son regulables por mitdgenos ni por las condiciones externas de
la células (Alberts, 1994). Dentro del los blancos mas importantes de este complejo
ciclina-cinasa se encuentra la fosforilacion de pRb. La fosforilacion de pRb permite la
disociacion de un potente factor transcripcional que se encuentra unido a pRb en su
estado hipofosforilado: E2F el cual al liberarse se une al promotor del gen de la ciclina E.
La expresion de esta ciclina y la formacién del complejo ciclina E/cdk2, termina de
fosforilar a pRb y lo pasa a su estado hiperfosforilado, con lo cual se libera el resto de E2F
y este ultimo, al unirse a sus mdltiples genes blanco, permite la progresion del ciclo de G,
a S. Enlafase S, la accién de E2F activa el gen de la ciclina A, y ésta al acomplejarse con
cdk2, fosforila a E2F, lo cual hace que este factor se disocie del DNA y se inactive. Cuando
se introduce E2F en células quiecentes, este factor es capaz de llevarlas a la fase S por los
mecanismos mencionados, sin embargo la sobreexpresion de este factor o la prevencion
de su inactivacion —ya sea sobreexpresando una forma mutante de E2F que no tiene el
sitios de fosforilacién o inhibiendo especificamente la actividad del complejo ciclina
A/cdk2— lleva a las células a apoptosis por ambas vias dependiente e independiente de
p53, una vez que han superado la fase S (Lees J., 1999).
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El principal punto de regulacion de la fase G; del hepatocito, esta gobernado por la
interaccion entre estas dos familias de proteinas: E2F y la familia ‘pocket’. En la primera
de ellas se han identificado ocho miembros, los cuales se unen directamente al DNA y
regulan la expresion de varios genes involucrados en la progresion del ciclo celular de G; a
S: E2F1, E2F2 y E2F3a funcionan como activadores, mientras E2F3b, E2F4, E2F5, E2F 6 y
E2F 7 son represores (Stanelle J.,2006). E2F3a y E2F3b son codificados por un solo locus
a través del uso de diferentes promotores y exones 5 codificantes (Leone., 2000) Estas
proteinas comparten los dominios de union al DNA y la region de unioén a las proteinas
pocket, pero tienen distinta regién amino terminal. En el higado los principales
reguladores son E2F-1 y E2F-3. Dentro de los blancos principales de este factor se
encuentran el gen para la ciclina A, Ciclina E, CDC25A, PCNA, MCM5 MCM7 y c- myc. Por
otro lado la familia pocket incluye a pRb y sus proteinas relacionadas p107 y p130, las
cuales se encuentran unidas en condiciones normales a los miembros de E2F mediante el
‘domino pocket'.

El control en Gy/S es suficiente para detener la progresion del ciclo o promoverlo
del estado quiescente, por lo cual es uno de los puntos conocidos como check points del
ciclo celular, y es uno de los mecanismos oncogénicos que utilizan las proteinas E1 y E7
del virus del papiloma humano. En el caso de las células epiteliales, cuando las células se
desprenden de la matriz y se pierde la comunicacidn a través de la integrina B1, éstas se
arrestan en G; justo con la pérdida de actividad del complejo ciclina E/cdk2 vy ciclina
D1/cdk4,6 mediante la desfosforilacion de pRb (Mark Day, 1997) lo cual conlleva a
encender el programa apoptdtico. Por otro lado, células tumorales de origen epitelial en
presencia de anti-neoplasicos como vincristina, que induce apoptosis, expresan la
integrina B1, pues al anclarse nuevamente a la matriz, la sefial supresora de apoptosis,
supera ampliamente los efectos del farmaco (Brakebush Cord, et.al., 2002; Mizejewski,
1999).

La otra parte de la regulacién en G;/S Se lleva a cabo mediante la expresion de la
proteina p21°PKP/"af | 5 proteina p21 tiene una expresidn bifasica dentro de las primeras
36 horas post hepatectomia en el modelo murino, y es inducida tanto por factores de
crecimiento como HGF y activina A, como por el TGFB (Albrecht J., 1997), por lo cual se
le atribuye una funcién dual dentro de la progresién del ciclo celular, ya que es necesaria
para la traslocacion del complejo ciclina D1/cdk 4,6 del citosol al nicleo, como es capaz



24

de inhibir la progresidon a mitosis por varias vias. Asi mismo, la inhibicion del ciclo celular
después de la hepatectomia, ha sido reportada en el ratén transgénico que sobreexpresa
p21 bajo el control de promotores hepatico-especifico (Wu et.al., 1996). El papel
inhibitorio de p21 se ejerce mediante la competencia con la fosfatasa CDC25A, por el
sitio de union a los complejos ciclina E/cdk-2 y ciclina A/cdk2. En condiciones normales, la
CDC25A remueve el grupo fosfato de la TYR-15 de la cdk2, permitiendo la completa
activacion de los complejos ciclina /cinasa, que regulan la fase S, p21 al unirse con el
complejo ciclina/cinasa, impide la accidén de la fosfatasa y la sucesiva activacion de las
cinasas (Jaime M., 2002). Por otro lado, se ha documentado que p21 se une directamente
tanto a E2F como STAT-3, inhibiendo su actividad transcripcional. Asi mismo, p21 puede
unirse a PCNA vy bloquear la actividad de la polimerasa §, durante la fase de sintesis. El
promotor de p21 muestra varios sitios de unién a p53 (el-Deiry, 1993); sin embargo el
ratdn knockt out p53 -/- vy el ratdon wild type mantienen una expresién semejante del
RNAm durante las primeras 36 horas posteriores a la hepatectomia del 70%. Sin embargo
en respuesta al tratamiento con cicloheximida —inhibidor de la sintesis de proteinas— o a
la restriccion de proteinas en la dieta, seguidos de una hepatectomia, el fenotipo wild
type presenta una marcada induccidon del p21 RNAm, no asi el knocktout p53 -/-, quien
no presenta induccion (Albrecht J., 1997). Esto sugiere fuertemente que la expresion del
RNAm de p21 ésta regulado por la proteina p53, aunque un reporte posterior demuestra
que dicho aumento no es regulado directamente por la actividad transcripcional de p53,
sobre el promotor de p21, sino por el aumento en la fosforilacion de p38, una cinasa de

respuesta a estrés que estabiliza a la proteina p21 (Stepeniak E., 2006).

El factor transcripcional p53 tiene multiples funciones incluyendo la de arrestar el
ciclo celular y dirigir el destino hacia apoptosis cuando existe un dano en el DNA. con un
papel esencial en el punto de control de dafio al DNA en G; a través de la activacién de
p21 (Taylor WR, Stark GR. 2001; Ohi R, Gould KL. 1999), también presenta funciones
importantes en el punto de control de dafio al DNA en G,, ya que este inhibe a Cdc2 a
través de la activacion de Gadd45, y 14-3-30. Las cinasas ATM y ATR fosforilan la Ser15
de p53 después del dano al DNA. La fosforilacion previene la interaccion de p53 con
Mdm2, por lo tanto la proteina p53 es estabilizada, y se acumula al prevenirse su

degradacion por ubiquitinilacion, lo cual aumenta su concentracién en la célula,
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permitiendo que actie como factor transcripcional (Kraft C. 2003). Se ha demostrado que
p53, tras el dano al DNA, induce la transcripcion de la proteina 14-3-30, la cual se une y
secuestra a la ciclina B1 en el citoplasma. También se ha reportado que la actividad del
complejo ciclina B1 /cdc2 es regulado por p53 a través de las proteinas p21 y Gadd, y la
activacion constitutiva del complejo ciclina B1/cdc2 elimina el arresto en G2 inducido por
p53. (Zhao R., et.al.,2005)

Utilizando la tecnologia de recombinacion especifica mediante adenovirus — vy la
expresion de la recombinasa cre — se puede lograr la deplecidon homocigota del gen
blanco, en un cultivo primario de hepatocitos desde 24 horas posteriores a la infeccién (S.
Sheahan., 2004). A través de esta metodologia, se han hecho deleciones de pRb, p53 y
p21, asi como combinaciones de dobles y triples deleciones, resultando en el aumento de
incorporacion de BrUd de forma lineal en un lapso de 5 dias en cultivo, sin embargo la
delecion de p21 hace que la incorporacion de BrUd tenga un comportamiento exponencial,
con un pico maximo a las 48 horas. En la delecion triple, el efecto se potencia
manteniendo la incorporacion durante mas tiempo, con lo cual se demuestra el control
que tiene la relacién p21-p53 sobre la sintesis de DNA y la progresién del ciclo (S.
Sheahan., 2004). La importancia clinica de esta regulaciéon se hace patente cuando se
demuestra que existe una expresion aumentada del RNAm para p21 y ciclina D en
patologias como hepatitis crénica, cirrdsis alcoholica y colangitis primaria (Albrecht J.,
1997), las cuales a pesar de mantener diferente etiologia, coinciden en mantener la
imposibilidad del hepatocito para proliferar y restaurar el érgano. En el modelo de dafio
hepatico crénico inducido por la administracion de acetaminofluoreno, seguido de una
hepatectomia parcial, se induce el aumento de p53 y p21 a partir de las 12 horas
postcirugia, ademas de un considerable retardo y disminucién en la expresion de las
ciclinas D, E y A. Asi mismo, los experimentos de inmunofluorerencia muestran que la
expresion de ciclinas y PCNA se encuentra limitada a las células ovales que se inducen
durante la exposicion con el hepatotoxico (Trautwein C., et.al.,, 1999 ). Ante la
imposibilidad del hepatocito para proliferar en respuesta a un dafio crénico, las células
ovales aumentan su poblacion, tanto en el modelo experimental (Trautwein C., et.al.,
1999 ), como en pacientes con diversos grados de patologias hepaticas cronicas (Yeoh
G., 2005). Sin embargo, lejos de presentarse una restauracion del higado, la presencia de
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células ovales origina la aparicion de puntos focales de células indiferenciadas, que
presentan transformacion y constituyen el origen de hepatocarcinomas, tanto en el
modelo experimental de administracion de acetaminofluoreno, como en pacientes con

patologias crénicas del higado (Trautwein C., et.al., 1999; Yeoh G., 2005).

La regulacion de la regeneracion hepatica constituye uno de los puntos clave para
el establecimiento de los tratamientos terapéuticos de las enfermedades crénico-
degenerativas del higado y vias biliares, hepatocarcinomas, asi como para la optimizacién
de transplantes hepaticos, que es el tratamiento Ultimo de estas enfermedades, conocidas
en conjunto como ESLD —£nd Stage Liver Diseases— (Pahlavan P., 2006). Hasta el
momento, los modelos experimentales nos han permitido conocer los elementos que
participan en el proceso regulatorio de la proliferacién, asi como el establecimiento de
algunos de los mecanismos mas conservados, y junto con el avance tecnoldgico en la
identificacion masiva de la expresidon génica (analisis por microarreglos, protedmica, chips
de citocinas), se espera terminar la caracterizacion de estos elementos en un plazo
préximo. A este respecto, Xu y su grupo mediante el uso de microarreglos identificé que
existen 300 genes que cambian su expresion en mas de dos veces sobre el control al
momento de realizar la hepatectomia parcial del 70%.(Xu C.S., 2005). De estos genes,
156 no habian sido reportados con anterioridad. Dentro de la expresion temprana , 34 de
estos genes alteraron su expresién dentro de las primeras 6 hrs. y entre las 8 y 36 hrs.
posteriores a la hepatectomia, la expresion de 86 genes fue alterada marcadamente, los
cuales pertenecen al metabolismo de lipidos, y cadena respiratoria, y otros mas se
encuentran sin funcion descrita. Por otro lado, Guo demuestra mediante el abordaje
protedmico, que existen 29 proteinas que incrementan su expresion después de la
hepatectomia, reportando la relacion existente entre el metabolismo de lipidos, las
defensas antioxidantes y la regulacién de la expresion de factores transcripcionales (Guo
F., 2006). La construccion de modelos regulatorios a través de estos analisis genera un
esquema mas amplio de interaciones que nos permite establecer a E2F, Rb y la fosfatasa
CDC25A, como posibles blancos farmacoldgico, los cuales se perfilan a ser los
controladores clave del ciclo celular durante los eventos regenerativos del higado, y
durante el desarrollo del hepatocarcinoma primario.
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4. El metabolismo de la Adenosina
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Fig.5 Estructura de la adenosina

La adenosina es un nucledsido de produccidén enddgena, descrita inicialmente por
Drury y Szet Gyorgyi en 1921. Se encuentra conformada por una base purica conocida
como adenina vy la D-ribosa, un azlcar. Esta molécula posiblemente fue formada durante
la sintesis abidtica a partir de moléculas mas simples como el CH4, NH4, H20, segun los
experimentos de Miller (Leheninger, 2003). La adenina quizas fue la primera y mas
abundante base nitrogenada en aparecer en la Tierra. Curiosamente la mayoria de los
cofactores enzimaticos contienen adenosina como parte de su estructura, a pesar de que
la adenosina no juega ningun papel directo en la funcidn del cofactor (Leheninger, 2003).
La conservacién de esta molécula a través de la evolucién permitié diversificar su
presencia en casi todos los organismos, asi como establecer una participacion activa en
una amplia gama de procesos fisioldgicos dentro de los vertebrados. Esta diversidad de
funciones puede concretarse esencialmente en dos aspectos principales; el primero como
mensajero quimico, y visto de tal forma, la adenosina tiene un comportamiento complejo,

ya que dependiendo del sistema, puede actuar de forma autdcrina, paracrina o enddcrina.

La adenosina es un poderoso vasodilatador y cardioprotector, y se ha descrito
desde 1963 como reguladora del flujo sanguineo en el corazén, musculo esquelético e
higado, asi mismo reduce el movimiento intestinal, produce hipotermia, sueiio, disminuye
el flujo sanguineo en los rifones, puede actuar como un neuromodulador en el sistema

nervioso central y regular la respuesta inmune (Chagoya De Sanchez V., 1995)
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En el contexto metabdlico, el higado es el principal sitio de sintesis de purinas, no
solo para su propio uso, sino que puede actuar como un donador de purinas en forma de
adenosina, hipoxantina o adenina a los tejidos que son incapaces de sintetizar de novo las
bases puricas (Chagoya De Sanchez V., 1995). Se piensa que la exportacion de adenosina
desde el higado, depende de la concentracion de oxigeno en el tejido.

Por otro lado, el catabolismo de purinas en el higado es muy activo, siendo los
principales desechos nitrogenados el acido Urico, la alantoina y la urea, dependiendo de la
especie que se trate. Ademas, la concentracién de adenosina en el higado varia con
respecto a la hora del dia, en un ciclo circadico dando un perfil de concentraciéon bimodal
con dos picos: el primero localizado entre las 12:00 y 14:00 horas y el segundo entre las
02:00 y 04:00, donde ademas los niveles de inosina e hipoxantina permanecen bajos,
(Chagoya De Sanchez V., 1995). Consistente con esto, los niveles de adenosina en sangre
permanecen bajos durante el dia, (8:00 a 20:00), incrementandose durante la noche y
alcanzando el pico hacia la media noche. El perfil encontrado para la inosina y la
hipoxantina, fueron opuestos que el encontrado para la adenosina, mostrando un minimo
de ambas moléculas hacia la media noche, el cual fue mantenido por 12 horas para la
hipoxantina y 5 para la inosina, alcanzando un pico maximo a las 22:00 h., descendiendo
repentinamente para coincidir con el pico de adenosina a la media noche. Se ha propuesto
que durante el dia, la sangre mantiene elevadas la concentracion de inosina de las 6-22
horas, de hipoxantina 12-22 hrs o adenosina 22-06 hrs. Una posibilidad atractiva es que
tanto la inosina como la hipoxantina producidas por el catabolismo de purinas hepatico,
son transformados a AMP por la via de salvamento de purinas durante el dia, mientras que
la adenosina es fosforilada a AMP por la adenosina cinasa durante la noche, manteniendo
un papel clave en la regeneracién y el mantenimiento del nivel de purinas en las células

sanguineas (Chagoya De Sanchez V., 1995).

El hepatocito juega un papel clave dentro de la administracion de nutrientes que
llegan al higado a través de la vena porta. La accion de los transportadores de la
membrana plasmatica es responsable de la captacién de estos compuestos de la sangre
aferente y la mayoria de estos sistemas es regulado por el estado nutricional y algunos
factores endocrinos, como es el caso del transporte de aminoacidos neutros en las células

hepaticas, donde ademas se muestra una alta especificidad en la captacién. Hasta el
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momento se ha descrito el sistema A, para el transporte de aminoacidos neutros, que de
hecho es regulado positivamente en la fase temprana del crecimiento hepatico, (después
de realizar la hepatectomia parcial) por un mecanismo consistente en la sintesis de novo
de proteinas transportadoras (Pastor-Anglada, 1998), y aunque su papel ha sido debatido
anteriormente, es posible que exista un transporte de nucledtidos de adenina del higado
hacia otros 6rganos.

A pesar de que el ATP es la molécula de intercambio energétco mas usada en la
célula, el 5’AMP ocupa una posicion estratégica, ya que esta en posicion de determinar por
un lado, la via de salvamento o el catabolismo de los nucleétidos de adenina.

En todas las células, el equilibrio bioquimico del adenilato, se presenta de ATP + 5 AMP
a 2ADP, y controla el estado energético celular, el cual esta regulado por la adenilato
cinasa.

La proporcién ATP/ 5°AMP determina el estado energético celular, por lo tanto un
exceso de 5°AMP puede irse tanto a la via de salvamento a través del ADP, o
catabolizarse principalmente a través de dos caminos. El principal es a través de la inosina
5 "monofosfato (IMP) por la enzima AMP deaminasa. El IMP se convierte rapidamente a
inosina, hipoxantina y finalmente llega a acido Urico, que en humanos y otros primates es
excretado. En otros mamiferos, el acido Urico es catabolizado hasta alantoina antes de ser
excretado. El IMP puede entrar a la via de salvamento para regenerar el 5 AMP a través
de un ciclo de los nucledtidos de purina, usando adenilosuccionato como intermediario.

Una ruta menos usada para la degradacion del 5°AMP es la defosforilacion directa
hacia adenosina, por la 5 nucleotidasa. Este proceso puede llevarse a cabo de forma intra
o extracelularmente por una isoforma de la enzima. La adenosina intracelular, es
degradada hacia inosina por la adenosina deaminasa (ADA) y eventualmente hasta acido
urico. Intracelularmente la refosforilacion de adenosina a 5°AMP se lleva a cabo por la

adenosina cinasa.

La adenosina extracelular puede entrar a la via de sus transportadores, o unirse a
sus receptores. Estos ultimos, son proteinas de siete dominios transmembranales
acopladas a proteinas G, que inhiben/estimulan la adenilato ciclasa y otras proteinas
transductoras. La participacion de los receptores de adenosina es heterogénea ya que
cada uno mantiene distintas afinidades por su ligando. Alternativamente, la adenosina
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puede ser tomada por al menos dos tipos de transportadores celulares tales como los
Transportadores de Nucledtidos Equilibrados (ENT 's) que son dependientes de gradiente
o los Transportadores de Nucledtidos Concentradores (CNT 's) que son intercambiadores
de cationes como el sodio ( Lee C.C., 2008).

Tales transportadores son especialmente importantes en las células que no tienen
sintesis de novo de nucledsidos, tal como es el caso de los eritrocitos. Debido al papel
central del higado en la administracion e interconversion de nutrientes, es posible que se
lleve a cabo un transporte de los nucledtidos de adenina a través flujo sanguineo, aunque
el papel del higado como donador de adenosina es controversial (Lee C.C., 2008).

La actividad de los transportadores de adenosina, puede ser regulada por
los receptores de adenosina, tal y como ha sido demostrado en los CNT2, que estan
controlados por los receptores Al. Sin embargo una ves dentro de la célula, la adenosina
es rapidamente fosforilada a 5’AMP debido a que la Km de la adenosina cinasa para la
adenosina es de uno a dos ordenes de magnitud menor que la presentada por la
Adenosina Deaminasa ( Lee C.C., 2008).

Por otro lado, la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK) es una enzima
alostérica, activada por 5°AMP, que ha sido implicada como un regulador positivo del
transporte de glucosa en musculo, la glicdlisis y la oxidacion de acidos grasos. Asi mismo,
se ha demostrado que el 5°AMP es un regulador alostérico de dos enzimas claves en el
metabolismo de glucosa: es un regulador positivo de la fructosa 1,6 fosfatasa (FDP) y es
un regulador negativo de la fosfofructosa cinasa (PFK). La FDP es una enzima limitante
para la gluconeogenesis y convierte la fructuosa 1,6 difosfato a fructosa 6-fosfato. La
union de FDP con 5°AMP inhibe su actividad enzimatica y de ese modo limita la
gluconeogénesis. En la direccidn reversa, la fosfofructucinasa PFK, es el paso limitante de
la glucolisis, convierte a la fructosa 6 fosfato en fructosa 1,6, bifosfato utilizando una
molécula de ATP. A diferencia de la FDP la actividad de esta enzima se potencia con la
union del 5 AMP, incrementando asi la tasa de glucolisis. Para ambas enzimas, los efectos
de la unidn con el ATP son los opuestos que los observados con el 5°AMP debido a que
los nucledtidos de adenina, se unen al mismo dominio regulatorio. Se ha propuesto
anteriormente, que la elevacién de los niveles celulares de 5 AMP después de su
captacion, altera el equilibrio a favor de la produccion de ADP, reduciendo los niveles
celulares de ATP. Se piensa que la deplecion en los niveles de ATP que puede reducir la
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actividad termoregulatoria y permitir el establecimiento de un estado hipometabdlico. La
salida de este estado a través de la conversién de 5°'AMP a IMP o adenosina por las
nucleotidasas citosdlicas, podrian representar un mecanismo para salir de dicho estado (
Lee C.C., 2008).

Los niveles de ATP no pueden decrementarse de forma infinita, puesto que se
iniciaria un cierre de las funciones celulares, por lo cual aun si los niveles de 5 AMP
aumentaran drasticamente. Es por ello que la Km de la adenosina deaminasa para el
5°AMP es mas alto que el de la adenilato cinasa para 5 AMP. Este exceso de 5 AMP
cerca y mas alla de la km de la adenilato cinasa es rapidamente catabolizado por la AMP
deaminasa hacia IMP, limitando asi la sobredeplecion de ATP en la célula ( Lee C.C.,
2008).

5. Antecedentes

El modelo de hepatotoxicidad causado por la administracion crénica de CCl4 en
rata, asemeja algunos de los eventos degenerativos de la cirrosis humana, por lo cual se
ha utilizado ampliamente como modelo experimental en el estudio de los mecanismos
moleculares que pueden intervenir en la progresién de esta patologia, asi como la
efectividad de terapias hepatoprotectoras. (Pérez Tamayo R., et.al., 1983). La toxicidad
directa del CCl, es ejercida en todos los tejidos capaces de metabolizarlo debido a la
produccion de radicales libres por el sistema de citocromos p-450. En este modelo, el
impacto del dafio mitocondrial recae directamente sobre la induccion de la fibrosis, por lo
cual el desbalance del estado redox celular se ve afectado. El estado redox celular, es un
regulador importante de varios flujos metabdlicos, y puede ser especialmente relevante en
el metabolismo de colagena ya que el aumento del poder reductor hepatico NADH
favorece la conversion de glutamato a prolina, con lo cual decrece su degradacion,
ademads de que aumenta el transporte de prolina hacia la mitocondria para su posterior
oxidacion y promueve las interacciones entre la prolina y demas rutas metabdlicas, como
la lanzadera de hexosas fosfato. (Hernandez-Mufioz, 1994)

El higado al recibir un dafo toxico crénico, disminuye los niveles energéticos, (ATP)

asi como la concentracion de adenosina. Por lo cual en un razonamiento inicial, se penso
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que el dafo causado por un agente hepatotdxico podria ser revertido por la administracion
exogena de adenosina, debido a que este nucledsido es la Unica sustancia conocida hasta
este momento capaz de aumentar el estado energético celular, (Chagoya De Sanchez,
1972) por lo cual se administro inicialmente a los animales cirréticos tratados con CCl, de
forma cronica, esperando restaurar el estado redox y consecuentemente la funcion
mitocondrial. Los resultados obtenidos indicaron un mejoramiento de la funcién hepatica,
una reduccién en la acumulacién de colagena y una elevacion del cociente NAD/NADH
tanto mitocondrial, como citosolico. (Hernandez-Mufioz, 1994). La normalizacién del
estado redox por parte del nucledsido, asi como el mejoramiento general de las funciones
hepaticas por accién de la adenosina, repercutié directamente con la disminucién del
porcentaje de fibrosis después de 15 semanas, asi como una disminucion importante en

los principales componentes de la matriz extracelular.
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Fig 6. Efecto de la adenosina sobre la recuperacién espontanea de animales cirréticos en 5y 10
semanas de tratamiento con el nucledsido. En la parte izquierda de la grafica se aprecia el indice mitdtico y la
actividad de timidina cinasa en animales cirréticos a tiempo 0. Después de 5 y 10 semanas posteriores al
establecimiento de la cirrdsis, se observan los niveles de ambos parametros idénticos al tiempo 0, en los
animales tratados 3 veces por semana con solucidon salina. Por el contrario, los animales tratados con
adenosina, muestran una marcada elevacion de la proliferacion celular desde las cinco semanas de
tratamiento. En la parte derecha de la gréfica, los niveles de expresion de PCNA en homogenado total son
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congruentes y coinciden con este resultado, elevandose hasta 4 veces sobre el control a las 5 semanas del
tratamiento. Esto demuestra que la adenosina es capaz de aumentar la proliferacion de un higado cirrdtico.

Resumen del efecto de la adenosina sobre los animales cirroticos

ADN

(estimulo regenerativo)

capacidad

Funciones anormales| Tiempo de Recuperacion con ADENOSINA
en el higado cirrético |establecimiento  [Espontanea

experimental
Acumulacion 10 semanas VSC 4.6 VSC 2.8
de coladgena I
Aumento en la actividad] 10 semanas VSC 3.2 VSC 0.8
de prolil-hidroxilasa.
Disminucién del cociente 5 semanas Continua Bajo Aumenta
mitocondrial.
NAD/NADH
Aumento en la sintesis de 5 semanas Aumenta Disminuye
proteinas de RFA
Disminuye la sintesis de| 10 semanas Perdida hasta del 60% de la

Cuadro 1. La columna uno muestra las funciones hepaticas que mayormente son alterados cuando se
establece un cuadro de cirrésis experimental. La columna dos, nos indica el tiempo en que tardamos en
establecer la alteracion de dicho parametro, usando un esquema de inyeccion intraperitoneal de 25mg/kg de
peso corporal de CCl; 3 veces por semana. RFA= Respuesta de Fase Agua. VSC= Veces sobre el control. La
columna cuatro muestra claramente una aumento de la actividad colagenolitica, asi como una disminucién del

deposito de colagena.
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Hipotesis

La adenosina es capaz de modular la respuesta proliferativa del higado,
durante los eventos regenerativos después de la hepatectomia parcial.
Su mecanismo de accion puede involucrar un aumento en la
biodisponibilidad de factores de crecimiento, citocinas o tener un efecto

directo sobre la regulacion del ciclo celular en el control de G;/S.
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Objetivo General

Determinar si el efecto de la adenosina sobre la proliferacion
celular en un de un higado dafiado puede ser reproducido durante la
hepatectomia parcial, y establecer el mecanismo de accion del
nucledsido, mediante el cual exacerba la capacidad proliferativa del

hepatocito en el proceso regenerativo.

Objetivos Especificos

Demostrar si la administracion exdgena de adenosina incrementa la sintesis de

DNA vy el indice mitdtico en animales sujetos a hepatectomia parcial de un 30%.

Determinar si la administracion de adenosina modifica la concentracion y/o el
perfil temporal de la expresion las ciclinas D1, E, A y B1, asi como los inhibidores

del complejo ciclina/cinasa p21 y p27.

Establecer si la adenosina modifica la expresion nuclear de los factores de
transcripcion DP-1, AP-1, E2F-1, E2F-3, STAT-3, NF-kB, que regulan el paso G;/S

del ciclo celular.



36

Metodologia

Secuencia de una hepatectomia parcial al 30%. a) Incision debajo del cartilago xifoideo,
b) Exposicion del lobulo medial e izquierdo, c) - e) ligamiento y excision del I6bulo izquierdo,
f)-g) sutura por planos.

Fig. 7 Proceso Quirdrgico.

La reseccion del 30% de la masa hepatica se llevd a cabo bajo la induccién
anestésica con éter etilico. Posterior a la anestesia quirtrgica (Fase III), se realizd una
incision en el plano medio ventral de rata, desde el extremo distal del cartilago xifoideo
hasta alcanzar los 4 cm de longitud, exponiendo asi la capa muscular y posteriormente se
realizd un segundo corte para exponer la cavidad peritoneal y los I6bulos izquierdo y
medio del higado. A continuacidn se ligé el I6bulo izquierdo del higado para cortar la
masa hepatica correspondiente al 30%; esta pieza de tejido fue pesado para determinar el
porcentaje de masa hepatica escindido y obtener la variacion del procedimiento
quirdrgico. El calculo de la masa hepatica regenerada se realizd tomando en cuenta que el
higado conforma a aproximadamente un 5% del peso corporal. Posteriormente se suturo
la capa muscular con punto de anclaje (hilo reabsorbible catgut simple no.0) y la piel con
puntos separados (hilo de seda 00).
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Para cumplir con los objetivos del trabajo, se realizaron dos curvas temporales
posteriores a la hepatectomia, una a tiempos cortos incluyendo 0.5, 1.5, 3y 6 horasy
otra a tiempos largos de 12, 24, 48 y 72 horas con una n minima igual a cuatro

animales.

Extraccion del higado.

Se sacrifico a los animales en el tiempo determinado por la curva temporal con una
dosis letal de pentobarbital sddico (5g/kg de peso corporal) y se extrajo el higado.
Posteriormente se retiro el exceso de sangre con una solucidon de PBS frio y se congeld

inmediatamente en nitrégeno liquido (-140° C) hasta su analisis posterior.

Analisis Histologico

Al momento del sacrificio de la rata, se separd una porcion del higado de
aproximadamente 80 mg y se fijé en p-formaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos
(fosfato mono-basico de potasio 80mM, fosfato dibasico de potasio 20mM, pH= 7.2).
Cada muestra se fijo por al menos 48 horas, y al termino de las cuales, se deshidrato el
tejido en un tren secuencial creciente de etanol, finalmente se incluyo en parafina, se
hicieron cortes secuenciales de 10 um y se montaron en los portaobjetos. Posteriormente
se desparafinaron y se rehidrataron de forma secuencial. Al término, se realizo la tincién
de hematoxilina-eosina. Se cuantificaron las mitosis encontradas en al menos 20 campos
de 40X, por laminilla. Se contabilizaron obtuvo una n minima de 6 animales por grupo
experimental y/o control. El indice mitético fue definido como el promedio de las mitosis

encontradas por campo.

Fraccionamiento Subcelular

Posterior a la extraccion del higado, se retird el exceso de sangre y areas
necréticas y homogeneizd el tejido en amortiguador Tris-HCl (Tris 10mM, Sacarosa
225mM, E.D.T.A. 0.3Mm, pH= 7.4), en una relacién peso: volumen 1:4. El homogenado
se centrifugd a 1500 g por 15 minutos a 4°C. el botdn resultante fue recuperado para

purificar la membrana plasmatica. El sobrenadante se recupero y se centrifugo a 7000 g y
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12, 000 por 15 minutos a 4°C para recuperar la fraccion mitocondrial en el botén. El
sobrenadante fue centrifugado a 100,000 g por 60 minutos a 4°C. La fraccion del
sobrenadante fue denominado como la fraccidn citosdlica y el botdn formado se designd

como la fraccion de microsomas.

Obtencion de Nucleos celulares y proteina nuclear.

Se homogeneizo el tejido en una relacidén peso: volumen 1:2 con amortiguador frio
de HEPES 10Mm, MgCl, 5mM y KCl 25mM pH= 7.5 en presencia de inhibidores de
proteasas (Roche). Posteriormente se afiadid 2.06% del volumen total, del amortiguador
HEPES 10Mm, MgCl, 2mM y Sacarosa 2.4M pH= 7.5. Una vez mezclado por inversion se
anadio el 192% del volumen anterior, del amortiguador HEPES 10Mm, MgCl, 2mM y
Sacarosa 2.3M pH= 7.5. Nuevamente se mezcld por inversion. Posteriormente se coloco el
homogenado en un gradiente de sacarosa, y se centrifugo a 106,000 X g por 45 minutos a
4 °C en un rotor SW-28 Beckmann. Se considerd el botdn resultante como la fraccion
nuclear, la cual posteriormente fue recuperada y lavada dos veces en la solucién de lavado
(HEPES 10Mm, MgCl, 2mM y Sacarosa 0.25M pH= 7.5), centrifugandola nuevamente a
165 X g durante 10 minutos a 4 °C. Finalmente se resuspendieron los nucleos en 2 ml de
la solucion de lavado y fueron preservados a -70 °C hasta su analisis. Una vez
recuperados los nucleos, se solubilizaron en un amortiguador de lisis (HEPES 10mM,
MgCl, 5mM, KClI 25mM, Coctel de inhibidores de proteasas -ROCHE-, SDS 1.4%,
deoxicolato de sodio 0.5%, NP-40 2% vy glicerol al 5%), se agitaron en vortex durante 30

segundos y se dividid la muestra en alicuotas para su posterior cuantificacion.

Para la cuantificacion de proteinas nucleares solubilizadas con detergentes idnicos,
se utilizd la reaccién del acido bincinconico. (Scientific Thermofisher). Debido a que la
presencia de detergentes en la reaccién de Lowry original, tiende a sobreestimar la
cantidad de proteinas. Este método combina la reduccion del Cu ** a Cu * por la proteina
en un ambiente alcalino (reaccién de biuret) con la alta sensibilidad y selectividad de la
reaccion colorimétrica del cation cuproso usando un reactivo que contiene el acido
bincinconico. La coloracién morada producto de la reaccion de este ensayo es formada por
la quelacion de dos moléculas de BCA con un ién cuproso, y este complejo hidrosoluble
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exhibe una fuerte absorbancia a 562 nm que presenta un incremento lineal al aumento en

la cantidad de proteinas en un rango de trabajo de 20 a 2000 ug/ml.

Determinacion de la Actividad de Timidina Cinasa (EC 2.7.1.21)

La incorporacion de nucledtidos trifosfatados al DNA, es una de las actividades
marcadoras de la fase de sintesis del ciclo celular, (Alberts, 1994) para el caso de la
timidina, el paso limitante de la reaccidn es catalizado por la enzima timidina cinasa (TK),
que realiza la fosforilacién de timidina a timidina mono fosfato, La actividad de TK fue
determinada por el método de Sauers y Wilmanns, utilizando [metil -°>H] timidina (sp. act.
2Ci/mmol: New England Nuclear Co. Boston, MA). El método se basa en determinar la
cantidad de timidina marcada se une al filtro de intercambio idnico, (Dietilaminoetil
celulosa, Whatman DE 81) de forma posterior a la incubacion del citosol de las muestras

con timidina marcada/fria.

Western Blot

Se cargaron 25ug de proteina nuclear solubilizada por carril y se separaron en una
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) en un gel al 12% de acrilamida, utilizando una
curva de voltaje creciente (65-110 volts). Al término de la electroforesis, se tifieron los
geles con la tincién de plata y con azul de Coomassie para utilizarlos como controles. Al
término de la electroforesis, la proteina separada se transfirid6 a una membrana de PVDF
(Bio-rad, CA) usando un amperaje constante de 250mA, por 2 horas a 4°C.
Posteriormente se bloquearon los sitios inespecificos con un amortiguador de Caseina 1%-
gelatina 0.3% (Sigma) en PBS-Tween 20 al 0.3%. (Bio-rad, CA)

Al término del blogueo, se optimizaron los tiempos y concentraciones tanto del
anticuerpo primario, como el secundario, quedando el procedimiento general como
incubacion 1:10000 overnight a 4°C para el anticuerpo primario y 1:10000 por 60 min. a
temperatura ambiente para el anticuerpo secundario. Después de la incubacién con el

anticuerpo primario y secundario, se lavaron las membranas para retirar el exceso de
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anticuerpo y las interacciones inespecificas, con 8 lavados de PBS -Tween 20 al 0.3%. por

5 minutos.

Los anticuerpos usados se listan la Tabla-A del apéndice. Asi mismo, se emplearon
anticuerpos secundarios acomplejados a peroxidasa de rabano, por lo cual se visualizo la
sefal a través de la incubacidn de la membrana con un sustrato quimioluminicente segln
las instrucciones del fabricante (Millipore 6 ECL-plus de Amersham) y se expuso a
diferentes tiempos a una placa fotosensible (Sistema GBX Kodak) para su revelado
posterior y visualizacion del resultado. La digitalizacion de la reaccién del Western blot, y
el analisis densitométrico fueron realizados en el sistema de fotodocumentacién Gel Doc
XR y con el software Quantity One version 4.6.0 (Bio-rad, CA). Una vez que se obtuvo el
resultado con las proteinas blanco, se desvistié la membrana incubandola 60 minutos a 60
OC con el siguiente amortiguador (Tris 62.5mM pH 6.7, B-mercaptoetanol 100mM, 2%
SDS) con agitacion continua. A continuacion se lavd la membrana 10 veces por 5 minutos
en agitacién continua con PBS-Tween al 0.2%. Al término se incubd nuevamente con el
amortiguador de bloqueo y posteriormente se incubd con anti-lamina B1, para el control
de cargado de proteina nuclear y con anti a-actina para el control de cargado de

homogenado total o citosol.
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Resultados

Efecto Dosis-Respuesta sobre la proliferacion

Parametros de la proliferacion hepatica
Tratamiento Ganancia de Actividad de TK | Indice Mitético
masa hepatica
Sham + saline 0.25 + 0.03 0.4 £0.1
Sham + 25 mg ADO 0.20 + 0.02 0.5+£0.1
Sham + 50 mg ADO 0.27 £ 0.03 0.6 £ 0.2
Sham + 100 mg ADO 0.31 + 0.03 0.6 £ 0.1
Sham + 200 mg ADO 0.26 + 0.03 0.4 £0.1
PH + saline 105+ 1.2 1.32 £ 0.19* 5.5 £ 1.4%
PH + 25 mg ADO 124+ 1.4 1.23 £ 0.21* 6.1 £ 0.9*
PH + 50 mg ADO 15.3 £ 1.6** 1.55 £ 0.20*,** 6.1 £ 1.2%
PH + 100 mg ADO 18.2 £ 1.9%* 2.66 £+ 0.37* ** 7.9 £ 1.0*
PH + 200 mg ADO 149 + 1.3* 1.45 + 0.30* 6.2 £1.1%

Tabla 1. * P<0.01 comparado con el grupo control (sham). ** P<0.01 vs el grupo hepatectomizado. Los
resultados fueron obtenidos utilizando una n= 4 animales por grupo. Los datos estan expresados como
promedio %error estandar.

La hepatectomia parcial del 30% induce un incremento maximo de la actividad de
TK (5.3 £ 0.8 veces sobre el control) y el indice mitético (13.0 + 3.5) a las 24 y 48 horas
posteriores a la cirugia, respectivamente. Adicionalmente, se obtuvo una recuperacién del
masa hepatica de un 10.5% = 1.2 del 30% de la masa removida. La administraciéon de
adenosina a estos animales incrementd los parametros proliferativos indicando una clara
potenciacion de la regeneracién. En la dosis mas baja probada (25 mg/kg de peso
corporal) los efectos fueron discretos y no estadisticamente significativos; sin embargo en
el rango de 50 a 100 mg/kg de peso corporal, se alcanzd un incremento significativo de la
proliferacion celular. Inesperadamente con la dosis de 200 mg/kg de peso no se promovio

la maxima respuesta proliferativa. (Tabla 1, Fig.1). En este trabajo seleccionamos la dosis
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de 100 mg/kg de peso para buscar los posibles mecanismos involucrados en la

potenciacion de la actividad proliferativa del

PCNA A
SHAM HP CIRUGIA
=== 50 100 200 DOSIS
—> . *" 12 HRS
- e 1

Ciclina E B
SHAM HP CIRUGIA
e 50 100 200 DOSIS
- a S 12 HRS
24 HRS

— ——

Fig.1. Western Blot del efecto dosis-respuesta de la administracion de adenosina sobre la abundancia
nuclear de PCNA (A) y Ciclina E (B), a las 12 y 24 horas posteriores a la reseccién hepatica. Se encuentra una
expresién maxima de ambas ciclinas en la dosis de 100 mg/kg de peso. El peso molecular corresponde a 37kd
paraPCNA y 55 kd para ciclina E.

higado por accion del nucledsido. Con esta dosis también encontramos un adelanto en el
indice mitotico, obteniendo un pico de mitosis a las 24 horas post cirugia, mientras que
en los animales sometidos Unicamente a la cirugia, el maximo de la respuesta lo
encontramos a las 48 horas posteriores a la hepatectomia. El incremento en el nimero de
mitosis por accion de la adenosina, es similar al encontrado en modelos donde se extrae
una mayor cantidad de masa hepatica como en la reseccidon del 70% (dato no mostrado).
Asi mismo, la robustez de la expresion de PCNA (Fig. 1A) es semejante al encontrado en
hepatectomia mayores.

Al realizar la curva temporal, encontramos que la adenosina incrementa hasta tres
veces el indice mitdtico en los animales sujetos a hepatectomia parcial cuando se les
administra la dosis de 100 mg/kg de peso del nucledsido, manteniendo constante este
incremento hasta las 48 horas posteriores a la cirugia. (Fig. 2A). Por otro lado, los niveles
de PCNA se incrementan a mas del doble a las 24 horas, en el grupo hepatectomizado
mas adenosina, (Fig. 2B) mientras que el antigeno nuclear Ki-67 alcanza valores
estadisticamente significativos hacia las 48 posteriores a la cirugia, incrementandose en el

grupo sometido a la cirugia mas el nucledsido (Fig. 2C).
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Figura 2

il A Al

Figura 2. La microfotografia muestra los campos representativos de las mitosis encontradas 24 horas
posteriores a una falsa cirugia (A), una hepatectomia parcial (B) 6 hepatectomia parcial mas 100 mg/ kg de
peso corporal de adenosina (C). Las flechas sefialan las mitosis encontradas, nétese que el tratamiento con
adenosina promueve un aumento en el nimero de mitosis.
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Figura 3. Efecto de la adenosina en la tasa de mitosis hepdtica y en la expresion del PCNA y del antigeno
nuclear Ki-67. Los resultados se expresan como el promedio *+ error estandar. Se hicieron al menos cuatro
observaciones independientes por cada punto en la curva. En A se observa el indice mitético definido por el
nimero de mitosis encontradas en 20 campos, vistos en un objetivo de 40X. En B, se muestra la cuantificacién
del PCNA inmunodetectado, el valor en unidades arbitrarias de densitometria (UAD) de PCNA = 689
UAD/mm?. La imagen inferior pertenece a un Western Blot representativo. Se utilizd la inmunodeteccion de
lamina B1 como control de cargado del experimento. En C, se detecto la presencia del antigeno nuclear Ki-67
por Western blot. El valor del control de ki-67 = 203 UAD/mm?. La imagen bajo la grafica pertenece a lamina
B1 como control de cargado. En ambos experimentos de Western blot se normalizo el valor de UAD/mm?,
como veces sobre el control. Las barras en blanco (HP) respresentan los grupos Unicamente
hepatectomizados, mientras que las barras negras (HP+ADO) representan los animales sujetos a hepatectomia
parcial mas 100 mg/ kg de peso corporal de adenosina i.p. Excepto donde se indica, no se encontraron
diferencias significativas entre los diferentes tiempos post cirugia analizados en los animales con falsa cirugia




45

(sham), ni entre los animales sham tratados con adenosina, por lo cual el se realizo la comparacion de los
grupos experimentales vs. el valor promedio sham de todos los tiempos definido anteriormente como control.
Efecto de la adenosina sobre el Ciclo celular

Acorde al aumento en el nimero de mitosis que encontramos con la administracion de
adenosina, decidimos monitorear la progresion del ciclo celular a través de la expresion
nuclear de las ciclinas D1, E, A y B1, las cuales también se modificaron con el tratamiento
del nucledsido. La adenosina adelanta la expresion de la ciclina D1 desde las 12 horas post
cirugia, aumentando su abundancia hasta 5 veces sobre control, manteniendo sus niveles
elevados hasta las 72 horas posteriores a la reseccion. Este efecto contrasta con el patron
normal de expresion que se observa en los animales que Unicamente fueron
hepatectomizados, donde el pico de expresidn se observa hacia las 48 horas (Fig. 4A).
La presencia de la ciclina E nuclear, se vié6 dramaticamente aumentada partir de las 12
horas post cirugia en el grupo hepatectomizado mas el nucledsido, obteniendo un
incremento de 12 veces sobre el grupo Unicamente sujeto a la reseccion hepatica; asi
mismo, a las 24 horas post cirugia, el tratamiento con el nucledsido mantiene al menos al
doble la expresidn nuclear de ciclina E sobre el grupo Unicamente hepatectomizados (Fig.
4B). Después de una reseccion del 30% de la masa hepatica, la cantidad de ciclina A
nuclear encontrada en el grupo hepatectomizado aumentd progresivamente a partir de las
12 horas y llega a un pico maximo hacia las 48 horas post cirugia. La adenosina promovié
un aumento abrupto de dicha ciclina desde las doce horas post cirugia doblando la
cantidad de la proteina a este tiempo vs. el grupo Unicamente sujeto a la reseccidn
parcial. Asi mismo suprimio el pico de expresidén hacia las 48 horas, manteniendo los
niveles de esta ciclina por arriba de 10 veces sobre el control a todos los tiempos
monitoreados (Fig. 4C). La ciclina Bl se acumula en el nucleo progresivamente
alcanzando un pico hacia las 24 horas en los animales sujetos a la hepatectomia parcial.
Debido a que esta ciclina debe degradarse justo antes de que la celula inicie la mitosis, se
espera un decremento en su nivel de expresion hacia las 72 horas posteriores a la cirugia.
La administracién de adenosina promovié un aumento significativo doblado la cantidad
presente de dicha ciclina, hacia las doce horas posteriores a la operacién; sin embargo, en
los tiempos posteriores su comportamiento no difiere significativamente del patron
cursado por los animales sujetos Unicamente a la HP. (Fig. 4D). La proteina p21¢P/kP
aumentd ligeramente sus niveles de expresion nuclear en respuesta a la cirugia hasta

alcanzar un pico de 3 veces sobre el control entre las 48 y 72 horas. La administracién de
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adenosina dobld la cantidad nuclear de esta proteina durante las primeras 24 horas post

cirugia (Fig. 4E). El inhibidor p27°*%" en un animal hepatectomizado se acumuld hacia las

72 horas post hepatectomia. El tratamiento con adenosina indujo un pico de 6 veces sobre
el control hacia las 48 horas post cirugia. (Fig. 4F).
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Figura 4. Western Blot del efecto de la adenosina sobre la expresion nuclear de las ciclinas p21 y p27 en los
animales sujetos a la reseccion de un tercio de la masa hepatica. Las graficas corresponden a el promedio del
andlisis densitométrico + error estandar. Se hicieron al menos 4 observaciones independientes por cada punto
en la gréfica. Se normalizaron como en la figura 3. Los valores del control son (en UDO/mm?) 5530 para la
ciclina d1, 5310 para la ciclina E, 11302 para la ciclina A, 9260 para p21 y 10895 para p27. Los simbolos en el
extremo superior derecho. La significancia estadistica es como se indica en la figura 2.

Efecto de la adenosina sobre el punto de control Rb

Uno de los blancos principales de los complejos con actividad de cinasa ciclina
E/cdk2 y ciclina A/cdk 2, es la fosforilacion de la proteina Rb, con lo cual se libera el factor
transcripcional E2F y forma un heterodimero funcional con la proteina nuclear DP-1 (Fig
5). El aumento de la proteina Rb fosforilada en la serina 795 en el homogenado total, se
incrementd a las doce horas de la hepatectomia hasta 4 veces sobre el control sham,
siguiendo un incremento maximo a las 48 horas post cirugia. Sin embargo, el tratamiento
con la adenosina a los animales parcialmente hepatectomizados, parcialmente bloqueo el
aumento de dicha molécula, manteniendo los niveles significativamente mas bajos a lo
largo de toda la curva temporal. (Fig. 5A). Por otro lado, la concentracion nuclear de
E2F-1 en las primeras horas post hepatectomia se mantuvo en niveles nucleares bajos
hasta las 48 horas, donde se presentd un incremento subito de hasta 60 veces sobre el
control, bajando su concentracion hacia las 72 horas posteriores a la hepatectomia. La
accion del nucledsido adelantd ligeramente la expresion nuclear de E2F-1 durante las
primeras 24 horas post cirugia, y retrasé el pico de 48 horas, alcanzando un aumento de
50 veces sobre el control hasta las 72 horas posteriores de la reseccion hepatica (Fig.
5B). El perfil de concentracidon expresado por pRb y E2F-1 coincidieron en el grupo que
fue Unicamente hepatectomizado; sin embargo el tratamiento con adenosina suprimid
que produce la hepatectomia, cambiando drasticamente el perfil nuclear de este factor
transcripcional. Otro de los miembros de esta familia, E2F-3, aumentd abruptamente su
expresion nuclear a las 24 horas post cirugia. Sin embargo, la adenosina redujo
significativamente este aumento (Fig. 5C). La proteina DP-1 conforma el complemento
transcripcional de E2F, sin embargo los cambios posteriores a la hepatectomia parcial en
la expresidn nuclear de esta molécula, fueron mas discretos. Encontramos un aumento a
las doce horas de la operacién, después del cual bajan sus niveles y nuevamente hacia
las 72 horas se elevaron discreta, pero significativamente su concentracién. El tratamiento

con adenosina redujo significativamente dicho aumento en todos los tiempos de la curva
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temporal, encontrando una reduccion significativa a las doce y 72 horas post hepatectomia
(Fig. 5D).
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Figura 5. Western blot y analisis densitométrico. Efecto de la adenosina sobre la tasa de expresion
hepdtica de pRB, E2F-1, E2F-3 y DP-1 en animales sujetos a la hepatectomia parcial de un tercio. Las graficas
corresponden al promedio del analisis densitométrico + error estandar. Se hicieron al menos 4 observaciones
independientes por cada punto en la grafica. Se normalizaron como en la figura 2. Los valores del control son
(en UDO/mm?) 835 para pRb, 1103 para E2F-1, 1465 para E2F-3 y 2052 para DP-1. Los simbolos en el
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extremo superior derecho. La significancia estadistica es como se indica en la figura 3. C+ corresponde al
homogenado total de un embridn de rata de 19 dias usado como control positivo.

Efecto de la hepatectomia parcial y tratamiento con adenosina sobre el HGF, HGFA su
correspondiente proteasa activadora y c-Met, su receptor especifico.

Los niveles del receptor ¢ met en la membrana plasmatica, se incrementan a las
doce horas post cirugia por arriba de veinte veces sobre el control sham, disminuyendo su
abundancia hasta las 72 horas. El tratamiento con adenosina, decrementa hasta en un
50% la abundancia del receptor a las doce horas posteriores a la hepatectomia, sin
embargo permite que el receptor aumente su cantidad hasta tres veces sobre el grupo
que soélo fue hepatectomizado, a las 72 horas posteriores a la reseccion (Fig. 6A). El
HGFA, es una proteasa especifica para el péptido precursor del HGF, que permite junto
con el sistema de trombina, y urokinasa, pasar al HGF a su forma activa. Esta molécula
dentro del tejido hepatico se incrementa doce horas postcirugia en mas de dos veces
sobre el control sham y disminuye de 24 a 48 horas para posteriormente dar un segundo
pico de expresion hacia las 72 horas post hepatectomia (Fig. 6B). El tratamiento con el
nucledsido incrementa los niveles de expresion a 24 y 72 horas posteriores a la cirugia.
Los niveles de HGF en el higado se mantienen bajos en respuesta a la cirugia por las
primeras 72 horas, sin embargo, el tratamiento con adenosina incrementa hasta 7 veces la
expresion de esta molécula a 72 horas de la hepatectomia parcial (Fig. 6C). Asi mismo,
en contraste con el resto de los parametros medidos, los niveles séricos de HGF son
afectados en su respuesta tanto a la laparoscopia, como a la hepatectomia parcial, dando
por resultado un incremento en ambos grupos, especialmente a las 12 y 72 horas de la
operacion. (Fig. 6D).

Efecto de la HP y el tratamiento con adenosina sobre la expresion de los protooncogenes
c-myc, c-fos y c-jun.

La expresion del protooncogen c-fos durante los primeros minutos posteriores a la
hepatectomia parcial fue examinada en la figura 7A donde se muestra un pico de
expresion a los 30 minutos. El tratamiento con adenosina, retrasa claramente este pico
hasta los 180 minutos, donde se ve un incremento de mas de 3 veces, en el nivel nuclear
para c-fos por accion del nucledsido. Asi mismo, la reseccion hepatica promueve un

aumento en la cantidad de c-jun hacia los 180 minutos posteriores a la reseccion (Fig.
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7B). La administracion de adenosina, parece no promover ningun cambio en la
concentracion nuclear de esta proteina.
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Figura 6. Western Blot del efecto de la adenosina sobre la expresion hepatica de los niveles de HGF, HGFA y
c met. Las graficas corresponden a el promedio del analisis densitométrico + error estandar. Se hicieron al
menos 4 observaciones independientes por cada punto en la grafica. Se normalizaron como en la figura 3. Los
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valores del control son (en UDO/mm?) 895 para el HGF sérico, 560 para el HGF en el tejido, 113 para c-met y
1011 para la protesa HGFA. Los simbolos en el extremo superior derecho. La significancia estadistica es como
se indica en la figura 3.

Por otro lado, la abundancia de c-myc durante los primeros minutos post
hepatectomia se mantiene constante durante las primeras 3 horas, sin embargo, el
tratamiento con adenosina, promovié un incremento abrupto de la proteina de este proto-
oncogen, dando por resultado un aumento significativo a los 30 minutos de por lo menos

4 veces sobre el grupo control y sobre el grupo sujeto a hepatectomia parcial (Fig. 7C).

Efecto de la HP y el tratamiento con adenosina sobre la expresion de los receptores

de adenosina.

La presencia de los cuatro subtipos de los receptores de adenosina: Al, A2a, A2by
A3 se cuantificé en el homogenado total del higado a través del Western blot. (Fig. 8)
Todos los subtipos fueron detectables en los grupos controles. Los subtipos A1, A2a y A2b
no cambiaron su expresion significativamente, ni en el curso temporal dentro de las
primeras 72 horas posteriores a la cirugia, ni con el tratamiento de adenosina. De hecho,
el receptor A3 fue solo ligeramente detectable, manteniéndose fuera de los limites de

cuantificacion tanto del fotodocumentador, como de su software (Fig. 8C).

Discusion

La adenosina es considerada una molécula autocoide con una amplia diversidad de
papeles bioldgicos, y posiblemente actla como un regulador del metabolismo hepatico
(Chagoya de Sanchez, et.al.,, 1993) Este nucledsido tiene efectos farmacoldgicos
interesantes en el higado de la rata, ya que puede aumentar los niveles de ATP y carga
energética in vivo (Chagoya de Sanchez, et.al., 1972), asi como estimular el metabolismo
oxidativo en la mitocondria en animales control (Hernandez-Mufioz et.al., 1990, 1992,
1994), revirtiendo la cirrosis hepatica por la restauracion del potencial proliferativo

celular. Por lo tanto, el presente trabajo es un intento por
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Figura 7. Western blot de efecto de la hepatectomia parcial sobre la expresién nuclear de los protooncogenes
c-myc, c-fos y c-jun. Las graficas corresponden a el promedio del andlisis densitométrico + error estandar. Se
hicieron al menos 4 observaciones independientes por cada punto en la grafica. Se normalizaron como en la
figura 2. Los valores del control son (en UDO/mm?) 4012 para c-myc, 3800 para c-fos y 2800 para c-jun. Los
simbolos en el extremo superior derecho. La significancia estadistica es como se indica en la figura 3.

extender nuestro conocimiento de los mecanismos involucrados que participan en la

estimulacion producida por el nucledsido en las células hepaticas.
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Figura 8. Western blot de los receptores de adenosina A1, A2a, A2b y A3 en homogenado total de higado,
de animales sujetos a hepatectomia parcial y hepatectomia parcial mas el tratamiento de adenosina i.p..Se
cargo una mezcla de 4 individuos por tiempo y por grupo. TPS = tiempo posterior a la cirugia y AT =
tratamiento con adenosina.

Nuestros resultados indican que la adenosina es capaz de acelerar e incrementar la
regeneracion hepatica inducida por la reseccion de un tercio de higado. (Tabla 1, Figura 1,
Figura 2) modificando la regulacion temporal del ciclo celular. De hecho, la adenosina
afecta profundamente el perfil de expresion que presentan las ciclinas D1, E, A y B1, asi
como lo niveles de las proteinas inhibidoras del ciclo celular p219°/%P y p279P/%" Durante la
regeneracion hepatica, p219"’P se indujo durante la fase prereplicativa (G1) y se expresd

méximamente durante la sintesis de DNA del hepatocito. Por su parte p27°P*P esta



54

presente en el higado quiescente y es minimamente inducido por la hepatectomia parcial
durante los primeros dias post cirugia. (Albretch, et.al., 1998) Se acepta, en el caso de
p219PKP  que su papel se define mas bien como regulador del ciclo celular, y aunque ha
sido descrito como inhibidor de la proliferacion (Blagosklonny, 2002; Coqueret, 2003), su
union al complejo ciclina D1/cdk-4,6 es necesario para que el complejo sea traslocado del
citoplasma al nucleo. (Albretch, et.al., 1998). La administracion de adenosina promueve
una alteracion profunda del perfil de expresiéon de p21°PKP, aumentando junto con los
niveles de la ciclina D1, a las 12 y a las 24 post cirugia. Esta coincidencia en temporalidad
sugiere que a pesar de la potenciacion de la proliferacién ocasionada por el nucledsido, el
sistema aun es susceptible del control del ciclo celular; lo cual es confirmado por la
elevacién a las 48 horas de p27°"'P (Fig. 4E y 4F respectivamente). El perfil de expresion
nuclear de las ciclinas, obtenido con la reseccion de un tercio del higado y el tratamiento
con adenosina, es semejante al perfil encontrado en resecciones mas grandes, lo cual
concuerda en la idea de que p21°?P es un regulador de la tasa proliferativa durante la
fase G; del ciclo celular (Albretch, et.al., 1998).

Acorde a nuestros datos, la adenosina no actia como un mitdgeno por si mismo,
sin embargo ejerce su accion controlando la progresiéon del ciclo celular, acortando la
fase G1/S y el tiempo requerido para la divisidon celular durante la regeneracion hepatica,
involucrando un cambio en el perfil de abundancia nuclear de las ciclinas reguladoras de la
proliferacion (Ehrenfried et.al., 1997; Schwabe et.al., 2003). La fosforilacion de la Rb es
un bien conocido punto de control de la proliferacion vy el tratamiento con adenosina
parece alterarlo, una vez que el higado ha alcanzado el tiempo optimo para la division
celular, aunque se requiere de una caracterizacion mas cuidadosa al respecto, las
evidencias conjuntadas en este trabajo, sugieren a este punto regulatorio, como un blanco
potencial para la accién de la adenosina, dado que pRB baja su concentracién en el tejido
de forma muy semejante a la caida que presentan en nlcleo las proteinas E2F (Fig. 5). A
pesar del hecho de que la familia E2F incluye proteinas que actiian como inhibidores de la
proliferacion celular, la sobre expresion de E2F-1, 2 y 3 pueden dirigir a las células
quiescentes a iniciar un estado proliferativo (Trimarchi y Lees, 2002). La adenosina
cambia los perfiles de expresion nuclear de E2F-1 y E2F-3 (Fig. 5) posiblemente debido a

la aceleracion en el perfil de expresion de las ciclinas. A pesar del doble papel que se le ha
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atribuido a E2F-1 durante la regeneracién hepatica en roedores (Conner et.al., 2000;
Stanelle y Putzer, 2006) la adenosina puede promover un desenlace temprano de la
proliferacion hepatica consecuentando en la acumulacion nuclear de E2F-1. Esta molécula
parece jugar un papel importante en el control de la divisidn celular durante los periodos
de proliferacion robusta, donde un incremento temprano de la actividad transcripcional de
E2F-3 aparece después de la hepatectomia de dos tercios. Sin embargo, el papel de estos
factores transcripcionales en el curso temporal después de la reseccion hepatica de un
tercio, alin no es claro. De hecho, nuestros datos revelan una falta de correlacién temporal
entre la acumulacién nuclear de E2F-1 y E2F-3 en el presente modelo experimental (Fig.
5). Debido a que la adenosina acelera la proliferacién hepatica mientras aumenta
exclusivamente la abundancia nuclear de E2F-1, suponemos que este factor se encuentra
mayormente asociado al control de la division celular del higado después de una
hepatectomia parcial de un tercio.

Dada la importancia de la adenosina como molécula vasodilatadora (Lautt et.al.,
1985) creemos que el nucledsido puede cambiar la biodisponibilidad y/o la distribucién de
los factores de crecimiento que controlan la regeneracidon hepatica. Entre ellos, el Factor
de Crecimiento Hepatico (HGF) ha sido identificado como el mitdgeno mas importante
para que las células hepaticas puedan pasar el punto de restriccion (R) que se encuentra
en la fase G;/S (Michaelopoulos y Zarnegav, 1992; Michaelopoulos y DeFrances, 1997;
Michaelopoulos G., 2007). De hecho, el HGF fue descrito como un mitdgeno completo y ha
sido propuesto como uno de los principales controladores de la regeneracion hepatica
(Kaibori et.al., 2003; Okajima et.al., 1997). Los datos recogidos en el presente trabajo no
obtienen una diferencia significativa entre los grupos hepatectomizados y los grupos que
ademas de la cirugia fueron sometidos a la administracion de la adenosina, con respecto
al los niveles séricos y/o hepaticos del Factor de Crecimiento Transformante alfa (TGF-a) y
el Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) —datos no mostrados—. Sin embargo, el
nucledsido si es capaz de aumentar tanto los niveles hepaticos, como séricos del HGF, lo
cual correlaciona con un incremento en la expresion de su receptor c-Met en la membrana
plasmatica (Fig. 6). En el higado, la participacion de la proteasa HGFLA es necesaria para
que el HGF pase a su forma activa de heterodimética (Miyazawa et.al., 1994). Debido a
que el nucledsido aumenta significativamente los niveles de esta proteasa en el tejido, es
posible que exista alguna retroalimentacion que regule la abundancia en el tejido de
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HGF/HGFLA (Fig. 6). También es interesante, que los animales sham que recibieron
adenosina, muestren un incremento en los niveles séricos de HGF, posiblemente
exacerbando el proceso de cicatrizacion estimulado por la laparotomia. Estos datos en
conjunto, podrian indicar que la adenosina directamente induce la produccién y/o
liberacién del HGF, pudiendo derivar un tema de estudio aparte, enfocando a identificar
las células que producen el HGF por periodos prolongados de tiempo, de forma semejante
a los datos encontrados en el modelo de induccion de cirrosis micronodular por
administracion de CCl, (datos no publicados). Nuestros datos muestran que los niveles de
HGF se increment6 por la administracién de adenosina después de que se alcanzo el pico
maximo de sintesis de DNA, lo cual podria indicar que el HGF no esta jugando un papel
importante en los efectos de la adenosina. Sin embargo, debido a que no se conoce bien
el curso temporal de la expresién de HGF posterior a una hepatectomia de un tercio,
podemos especular que el decremento temprano de los niveles de HGF y c-met inducido
por la adenosina, es debido al decremento de la actividad transcripcional, al inicio de la
sintesis de DNA (Fig. 6). Mas aun, el incremento de los niveles de HGF promovido por el
nucledsido podria estar mas relacionado con otras acciones de este factor de crecimiento,
tales como potenciar la respuesta inmune, atenuacion de la inflamacion, la necrosis y la

apoptosis etc., como ya ha sido descrito anteriormente (Fausto N., 2000).

La expresién de las ciclinas D y E, dependen grandemente de la expresion del
protooncogen c-jun (Ehrenfried et.al., 1997, Schwabe et.al., 2003). De hecho ha sido
descrita una clara conexion entre las ciclinas del ciclo celular y la expresién de
protooncogenes (Schwabe et.al., 2003). En este trabajo encontramos que la adenosina
disminuye tempranamente los niveles de c-fos (Fig. 7). Este resultado puede ser una
evidencia indirecta de una conformacion alterada del factor transcripcional AP-1, aunque el
nucledsido acelera la transicion de la fase G;/S del ciclo celular, y por lo tanto promueve
una traslocaciéon temprana de las ciclinas A y B; al nlcleo, lo cual acelera la mitosis sélo en
las células ‘cebadas’ para proliferar.

El proto-oncogen c-myc es uno de los principales reguladores de la proliferacion
tanto en la regeneracion del higado adulto, como en el crecimiento fetal (Sanders y
Gruppuso, 2006). Nuestros datos muestran un incremento muy temprano (30 minutos
post cirugia) de este proto-oncogen causado por la administracion del nucledsido, incluso
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en los animales controles (Fig. 7). Este aumento de c-myc por la adenosina, puede
constituir el principal mecanismo bajo el cual, el nucledsido ejerce sus efectos sobre la
proliferacion, ya que c-myc es un poderoso inductor de la sintesis de DNA (Conner et.al.,
2003; Sheen y Dickson, 2002) involucrado en la generacién de células poliploides durante
la carcinogénesis (Santoni-Rigiu, et.al., 1999): Aunque la delecién de c-myc no presenta
defectos en la regeneracion hepatica de ratones, (Li. et.al., 2006) su sobre-expresion si
produce una potenciacion en la proliferacion (Santoni-Rigiu, et.al., 1999). Por lo tanto, la
adenosina puede potenciar la sintesis de DNA a través de la sobre expresion de c-myc,
facilitando la transicién de G;/S controlada por el punto de verificaciéon Rb/E2F.

En el tejido hepatico, un cierto nivel de adenosina se mantiene en el medio
extracelular (Pastor-Anglada et.al., 1998) que interactla con sus receptores especificos
(A1, A2a, A2b y A3). Con nuestro abordaje experimental, los receptores de adenosina no
cambiaron su expresion de forma significativa bajo nuestras condiciones experimentales,
sin embargo  no es posible descartar su participacion en las acciones del nucledsido,
aunque es evidente que la presencia del receptor A3 es nula en nuestro modelo
experimental y si el resto de los receptores tiene participacion activa, esta no depende de
los cambios en su expresidn durante las 72 horas posteriores a la hepatectomia parcial.

Por otro lado, es posible estimular la proliferacion de los hepatocitos in vitro a
través de la estimulacién del receptor purinergico P2Y con ATP involucrando la
participacion de AP-1 y ciclina D1 (Thevananther et.al., 2004). Esto sugiere que los niveles
extracelulares de ATP conforman una sefial mitogénica (Thevananther et.al., 2004), que
puede mediar los efectos que estudiamos en este trabajo, ya que la administracion de
adenosina incrementa los niveles de ATP y promueve un estado redox mas oxidado
(NAD/NADH par redox) en animales controles, (Chagoya de Sanchez, 1972; Garcia-Sainz
et.al., 1980) y también restaura la energia disponible en el higado cirrético (Hernandez-
Munoz et.al., 1990, 1994). Si la adenosina acelera la progresion del ciclo celular en la
regeneracion hepatica a través del aumento en los niveles energéticos y potencial redox,

es un tema actual de estudio en el laboratorio.

En conclusién, la administracién de adenosina a los animales sujetos a una
hepatectomia parcial no solo acelera la proliferacion celular, sino también incrementa la

tasa de mitosis. Esta aceleracion en el proceso de hiperplasia hepatica, inducido por el
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nucledsido, es altamente regulado y parece ser dependiente principalmente de la
expresion coordinada de c-myc, E2F y las ciclinas del ciclo celular, ademas de asociarse a
un aumento en los tiempos tardios de HGF. Los efectos de la adenosina pueden estar muy
relacionados con los cambios en el flujo hemodinamico y los cambios metabdlicos en el
higado proliferativo, probablemente a través de la interaccion con sus receptores y/o a
través de los receptores purinérgicos involucrando un mecanismo semejante al reportado

para el ATP.
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Perspectivas

El objetivo cubierto en el presente trabajo fue demostrar la potenciacion de la

proliferacion hepatica, causada por la administracion exdgena de adenosina, dentro del

modelo de hepatectomia parcial. Si bien aun queda por explorar el mecanismo exacto que

involucra el nucledsido, podemos establecer al menos 4 lineas independientes de

investigacion futura.

1)

2)

El efecto de la adenosina sobre el aumento en la degradacién de la matriz
extracelular, descrito anteriormente en el modelo de cirrosis hepatica, (Chagoya de
Sanchez et.al., 1991; Hernandez Mufoz et.al., 2001) establece un aumento en la
actividad de las metaloproteasas MMP-1, 3 y 9. Asi como una disminucién de los
respectivos inhibidores TIMPS. Queda esclarecer si este efecto, en primer lugar es
exclusivo en MMPs o si el nucleésido aumenta (directa o indirectamente) la
actividad de otras proteasas, particularmente TACE/ADAM 17 que permite la pasar
a la forma activa a la forma de TGF-o anclada a la matriz extracelular. Este
resultado, ademas de identificar otro posible blanco de la adenosina, permitiria
establecer si la comunicacion entre el trinomio célula de Kupffer, matriz
extracelular y el hepatocito adquiere una forma mas dinamica que la propuesta
actual (Yang L. et.al.,2005), donde el macréfago hepatico existe sélo como un
“sensibilizador” del hepatocito ante los factores de crecimiento e interleucina 6.

La adenosina promueve un drastico aumento de las ciclinas D1 y E, en los

animales hepatectomizados. Por un lado se sabe que el complejo ciclina E/cdk-2



3)

4)

5)

59

puede fosforilar los blancos propios del complejo ciclina D1/cdk-4,6 (Malumbres
2004). En este punto podemos especular que el mecanismo que involucra el
nucledsido, promueve una forma distinta de regulacion del ciclo celular donde se
activen ambos complejos al mismo tiempo, existiendo una sinergia en la
fosforilacion de sus proteinas blanco, lo cual reduce de forma significativa, el
tiempo requerido para la sintesis de DNA vy la duplicacion del materia genético. El
modelo de un tercio de hepatectomia parcial, ofrece la posibilidad de explorar esta
regulacion acoplando el uso del siRNAm, y el Far-Western Blot, para inicial el
estudio de la interaccion proteina-proteina, entre los complejos ciclina E/cdk-2 y

pRb, y otros.

Existen evidencias de que esta ciclina puede funcionar en al menos dos formas, la
primera a través de la asociacion de la proteina de 56 kd con el cdk-2 para formar
el complejo proteina-cinasa clasico. Por otro lado, se han descrito recientemente
un grupo de isoformas de la ciclina E menores a 25 kd. Estas isoformas son
producto de un procesamiento proteolitico de la proteina de 56 kd, y funcionan
predominantemente en sistemas de proliferacion muy alta, con ciclo celular
bifasico, como el caso de tumores (Stanelle R., 2006). Dentro del presente trabajo,
se encontrd una reaccion altamente especifica dentro del western blot para ciclina
E, a la altura de 25 kd. El patrén es semejante al que sigue el resultado mostrado,
sin embargo es posible que estas isoformas actien dentro del modelo de
regeneracion hepatica y posiblemente sean reguladas por el nucledsido, ya sea
directa o indirectamente. Los puntos 2 y 3 exponen dos ideas de investigacion
mutuamente excluyentes en apariencia, sin embargo son un blanco de
investigacion atractivo por las implicaciones terapéuticas que pueden derivar.

Un ultimo aspecto en el cual se debe profundizar, es en la regulacion de los
factores transcripcionales que en apariencia son sensibles a la administracién del
nucledsido, como es el caso de c-myc y NF-«xB. Hasta el momento, sdlo se ha
visualizado la translocacion de los complejos al nucleo, lo cual aunque es un indicio
de su actividad —junto con el aumento en los parametros proliferativos—, no se ha

dirigido un ensayo para probar que el nucledsido efectivamente aumenta la
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actividad transcripcional, asi mismo seria interesante revisar si existe algin cambio

en los genes blanco de dichos complejos.



Apéndice A

Proteina Blanco Especie del Huésped Tipo
Ciclina D1 raton monoclonal
Cliclina D1 Conejo Policlonal
Cicliina E Conejo policlonal
Ciclina A Conejo policlonal
Ciclina B1 Conejo policlonal
P21 Conejo policlonal
p27 Conejo policlonal
PCNA Conejo policlonal
Ki-67 Ratdn Monoclonal
pRb Raton monoclonal
E2F-1 Conejo policlonal
E2F-3 Raton monoclonal
DP-1 Conejo policlonal
HGF Conejo policlonal
HGF-a Conejo policlonal
c-Met Conejo policlonal
c-myc Raton monoclonal
c-fos Raton monoclonal
c-jun Raton monoclonal
Al Conejo Policlonal
A2a Conejo Policlonal
AZb Conejo Policlonal
A3 Conejo Policlonal
P65 Conejo Policlonal
P65 Raton monoclonal
P50 Conejo Policlonal
P50 Raton monoclonal
TNF-a Conejo Policlonal
TNF-a Raton monoclonal

Tabla A. Listado de anticuerpos utilizados. Fuente Santa Cruz Biotechnology, CA, USA.
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Célula Funcion Higado Higado normal Higado en Regeneracion
Embrionario

Acumulacién de retinol Activacion del catabolismo de retinoides
Célula de Ito Sintesis de las proteinas de la matriz extracelular
Contraccion y regulacidon del flujo sanguineo en los
sinusoides
Expresion y secrecion de Factores de Crecimiento Secrecion de HGF de forma paracrina
Célula de Kupffer Fagocitosis de particulas >0.100m, microorganismos, | Liberacion de il-6, il-1 y TNFa durante los eventos

células tumorales, eritrocitos viejos. Presentacion y
secuestro de antigenos MHC-II

Residente) Produccion de interleucinas, TNF-a, eicosanoidese
interferonay b

(Macrofago proliferativos

Célula Endotelial Barrera entre la sangre y el hepatocito Cambios en las primeras horas post hepatectomia

Tabla 3. Resumen comparativo de las funciones hepaticas durante los tres estados
metabdlicos que se han reportado para el 6érgano. La degradacion de colores indicada
entre rojo y amarillo, representa la concentracion de oxigeno y nutrientes dentro del
gradiente generado por la posicion del hepatocito. El color azul corresponde a la zona | de
mayor oxigenacién y el rojo a la zona lll, de menor aporte.
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ABSTRACT

We have shown that adenosine administration is capable of
reversing fibrosis in the carbon tetrachloride-induced rat cir-
rhotic liver, stimulating the diminished proliferative potential of
the cirrhotic liver. To characterize adenosine actions on liver
cellular proliferation, we used rats subjected to one-third partial
hepatectomy (PH). In PH animals acutely administered with
adenosine (25-200 mg/kg b.w.), parameters indicative of cell
proliferation were determined. In addition, hepatocyte growth
factor (HGF), epidermal growth factor, and transforming growth
factor-a, cyclins, members of the E2F family, proto-oncogenes,
and adenosine-receptors were determined through Western
blot analyses. Adenosine (100 mg/kg body weight) induced an
earlier increase in liver cell proliferation as evidenced by en-
hanced levels of proliferating cell nuclear antigen, nuclear Ki-67
antigen, and those for cyclins (D1, E, A, and B1), as well as by

an increased mitotic index. These effects were also accompa-
nied for a long-lasting increase of serum and liver levels of HGF
and liver expression of c-Met and HGF liver activator. Adeno-
sine effects on cell proliferation could be mediated by an early
increase in E2F-1 and by that of c-Myc, despite the fact that
phosphorylation of the Rb protein and expression of E2F-3
were decreased. Moreover, the liver amount of specific recep-
tors for adenosine was not significantly changed by PH and/or
adenosine treatment. In conclusion, these data suggest that
adenosine actions can accelerate and increase proliferation in a
“primed” liver, mainly through enhancing c-Myc, E2F family,
cell-cycle cyclins, and HGF expression. Therefore, these phar-
macological adenosine effects suggest a modulating role for
the nucleoside on mitogenic events once the liver has been
triggered to proliferate.

Liver regeneration represents proliferation of highly dif-
ferentiated cells in order to rapidly reconstitute the original
functional mass of the organ even after 70% partial hepatec-
tomy (PH) in rats. During regeneration, liver functions are
compromised and limited to the minimum, depending on an
equilibrium between the essential functions and the rate of
cell proliferation tightly controlled in the remnant liver
(Michalopoulos and DeFrances, 1997).

The PH has been a useful model to study liver regeneration
for many years, given an ordered and synchronized prolifer-
ation of hepatic cells and involving various phases of the cell
cycle (Michalopoulos and DeFrances, 1997). In rats subjected
to PH, it is possible to establish different thresholds of pro-
liferation, proportional to the extent of the removed liver
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mass. Indeed, one-third PH produces a low proliferative
burst, with diverse metabolic changes that differ from the
maximum achieved with two-thirds PH (Hernandez-Mufioz
et al., 2003; Lépez-Valencia et al., 2007), proving useful to
assess effects of drugs with presumably stimulatory or inhib-
itory actions on cell proliferation.

We reported previously that adenosine administration
(200 mg/kg b.w., administered intraperitoneally three times
a week) can reverse a pre-established micronodular cirrhosis
induced in rats by chronic CCl4 treatment. The beneficial
action of the nucleoside seems to rely on three major effects:
an enhanced liver collagenolytic activity, recovery of the mi-
tochondrial function, and restoration of the cell-proliferative
potential of the cirrhotic liver (Hernandez-Murioz et al., 1992,
1994, 2001). However, the mechanisms underlying the stim-
ulatory effect of adenosine on hepatocyte proliferation re-
main elusive, being extremely difficult to establish a cause-
effect relationship. Adenosine administration increases liver

ABBREVIATIONS: PH, partial hepatectomy; HGF, hepatocyte growth factor; HGFLA, HGF liver activator; PCNA, proliferating cell nuclear antigen;
TGF-a, transforming growth factor; TK, thymidine kinase; WB, Western blot; PBS, phosphate-buffered saline; ADU, arbitrary densitometry units.
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thymidine kinase (TK) activity, mitosis, and the expression of
the proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in cirrhotic
rats, which readily indicate active liver cell proliferation
(Hernédndez-Murtioz et al., 2001). However, the large temporal
windows in the generation and recovery in the CCL4-induced
cirrhosis model in rats do not allow us to study the time
course of adenosine-induced stimulation of cell proliferation
and the putative mechanisms involved here. Hence, the
present study was addressed at assessing adenosine effects
on liver regeneration induced by one-third PH, where the
temporal sequence of proliferative events has been well
characterized.

Based on the aforementioned, we believe that adenosine
(directly or indirectly) can modify the progression of the cell
cycle in hepatocytes already primed to proliferate. Hence, the
main goal of the present study was to assess the effects of
adenosine administration on the mechanisms involved in the
PH-induced liver regeneration, mainly focused on the expres-
sion of cyclins and transcriptional factors involved in cell-
cycle progression to gain some insight about what is occur-
ring at the onset of rat cirrhosis where adenosine has shown
a clear antifibrotic action (Herndndez-Munoz et al., 2001).
Results strongly suggest that the nucleoside is capable of
readily modulating liver regeneration through a direct effect
involving regulators of the cell cycle, similar to that reported
for other purine-related molecules, such as caffeine and S-
adenosyl-methionine, as metabolic switches of the hepatocyte
function (Bode and Dong, 2007; Martinez-Chantar et al.,
2006; Pascale et al., 1991).

Materials and Methods

Materials. All antibodies used in this study were purchased from
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). The enhanced chemi-
luminescence system (ECL Plus) was from GE Healthcare (Chalfont
St. Giles, UK). The biotin-avidin system and the compatible BCA kit
detergents were obtained from Pierce Biotechnology (Rockford, IL).

Animal Treatments. Male Wistar rats, weighing between 230
and 250 g, were housed in separated groups of four to five animals,
with free access to laboratory chow and water in a 12:12-h light/dark
cycle. All procedures were conducted in accordance with the Institu-
tional Guide for Animal Experimentation (National University of
Mexico). Animals were subjected to one third PH under light ether
anesthesia, according to the technique described by Webber et al.
(1993). Other PH groups were treated with adenosine (as a single
intraperitoneal administration ranging from 25 to 200 mg/kg body
weight immediately after surgery). The control group consisted in
sham-operated rats. Animals were euthanized at selected times, and
blood serum and liver samples were collected.

Liver Subcellular Fractionation. Liver total homogenate was
obtained in a lysis buffer containing 20 mM HEPES, pH 7.5, 5 mM
MgCl,, 25 mM KCl, protease inhibitor cocktail, 1.4% SDS, 0.5%
sodium deoxycholate, and 2% Nonidet P-40. The cytosolic and
plasma membrane fractions were isolated according to the protocol
described by Aguilar-Delfin et al. (1996). Membrane proteins were
solubilized in a buffer solution containing 100 mM Tris-HCl (pH 7.4)
and protease (Roche-Sintex de México, Mexico City, Mexico), as well
as phosphatase inhibitor cocktails (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
0.1% SDS, 0.05% Triton X-100, and 0.05% sodium deoxycholate. In
the cytosolic fraction, the activity of TK was measured with [*H]thy-
midine (2 pCi/mmol; PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Bos-
ton, MA) according to the method of Sauer and Wilmanns (1983).

Purification of Liver Nuclei and Nuclear Protein Prepara-
tion. Nuclear fraction was obtained by the method reported by
Sindic et al. (2001). In brief, livers were homogenized in ice-cold 10
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mM HEPES buffer, pH 7.5, containing 5 mM MgCl,, 25 mM KCl, and
the protease inhibitor cocktail. Homogenates were spun through a
discontinuous sucrose gradient and resuspended in the indicated
medium (Sindic et al., 2001). Protein quantification was determined
with BCA kit detergents.

Western Blot. For this analysis, 30 pug of nuclear protein were
loaded on each well. For serum samples, 25 pg of total protein with
a PBS buffer (1:10 v/v) were loaded per well and separated in a 10%
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Fifty micrograms of total
homogenate and plasma membrane proteins were loaded and sepa-
rated in 12% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, transferred to
a nitrocellulose membrane for 2 h at a constant current of 250
mA/cm?. Nonspecific sites were blocked with 1% casein and 1 and
0.3% gelatin in PBS-0.15% Tween 20 buffer. The nitrocellulose mem-
branes then were incubated with monoclonal or polyclonal antibodies
(each case indicated) against PCNA, nuclear Ki-67 antigen, cyclins
D1, E, A, B1, p21, p27, E2F-1, and E2F-3, as well as ¢-Myc, c-Fos, and
c-Jun overnight at 4°C. In addition, the goat polyclonal antibody for
A3 adenosine receptor, rabbit polyclonal antibody for A1 adenosine
receptor, rabbit polyclonal antibody for A2b receptor, and mouse
monoclonal antibody for A2a receptor were also used. Thereafter,
nitrocellulose membranes were washed five times with PBS-0.15%
Tween 20 and probed with polyclonal anti-rabbit, anti-mouse, or
anti-goat IgG1 antibodies bound to HPR (0.2 pg/ml) for 70 min at
room temperature. The membranes were now incubated with ECL
Plus and exposed on a photographic film. The images obtained were
captured in a Gel Doc XR photo documenting system and analyzed
with Quantity One software version 4.6.0 (Bio-Rad, Hercules, CA) to
obtain the densitometry plots.

Mitotic Index. Fixed liver samples (10-pm thickness) were
stained with hematoxylin-eosin. Mitotic figures were counted in 20
fields per slide using a 40X lens, and the mitotic index was defined
as the average of the mitoses found per field (Herndndez-Munoz et
al., 2001).

Calculations and Statistical Analysis. The gain of liver mass
as a function of time after surgical resection was calculated as
described by Diehl et al. (1990). All comparisons were done between
means of the PH group and those of PH plus adenosine group using
Sigma StatSoftware package version 3.5 for personal computers.

Results

Effects of Several Adenosine Dosage on Some Pa-
rameters Indicative of Liver Cell Proliferation When
Administered to PH Rats. One third PH induced maximal
increases of TK activity (5.3 + 0.8 times over control) and of
mitotic index (13.0 £ 3.5 times over control) at 24 and 48 h
after surgery, respectively (Table 1). In addition, we recorded
a recovery of 10.5 = 1.2% of the original lost mass (30%) 72 h
after PH (Table 1). Administration of adenosine to these
animals increased the parameters indicative of liver prolif-
eration even more. With the lowest doses tested (25 mg/kg
b.w.), the effects were discrete and nonsignificant statisti-
cally; however, in the range of 50 to 100 mg, we achieved a
significant increase of liver regeneration over rats only sub-
jected to one third PH (Table 1). Unexpectedly, the highest
adenosine doses (200 mg/kg b.w.) did not promote the maxi-
mal proliferative response (Table 1). Hence, we selected the
dose of 100 mg/kg body weight to be administered to PH rats
to find out possible mechanisms involved in the stimulatory
action of the nucleoside on liver regeneration. Indeed, this
adenosine dose administered to rats undergoing one-third
PH, elicited a “robust” mitotic response as early as 24 h after
surgery (for this experimental PH model), which was evi-
dently higher than that found in PH rats receiving the aden-
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TABLE 1

Parameters indicative of liver proliferation as a function of several adenosine (ADO) doses administered to 30% PH rats

Results are expressed as mean *= S.E. for four independent observations per experimental group. Gain of liver mass is the percentage of recovered mass corresponding at
72 h after PH compared with the initial mass loss of 30%. TK activity is expressed as nanomoles of produced [*H]TMP - h~* - mg ™! of cytosolic protein, whereas the mitotic
index corresponds to the average of the mitoses found per field (in 20 fields per slide) from liver samples stained with hematoxylin/eosin.

Parameter of Liver Proliferation

Treatment . . o
Gai gt Livr e
Sham + saline 0.25 + 0.03 0.4 +0.1
Sham + 25 mg ADO 0.20 = 0.02 0.5+0.1
Sham + 50 mg ADO 0.27 = 0.03 0.6 +0.2
Sham + 100 mg ADO 0.31 = 0.03 0.6 0.1
Sham + 200 mg ADO 0.26 = 0.03 04 +0.1
PH + saline 105 £ 1.2 1.32 = 0.19% 5.5 = 1.4%
PH + 25 mg ADO 124+ 14 1.23 + 0.21% 6.1 + 0.9*
PH + 50 mg ADO 15.3 = 1.6%* 1.55 * 0.20% ** 6.1 = 1.2%
PH + 100 mg ADO 18.2 + 1.9%* 2.66 + 0.37%** 7.9 = 1.0%
PH + 200 mg ADO 14.9 = 1.3% 1.45 = 0.30* 6.2 = 1.1%

* P < 0.01 against the control (sham-operated) group; and ** P < 0.01 vs. PH rats only.

osine vehicle (Fig. 1). This stimulated mitosis in the remnant
liver from PH rats and induced by the nucleoside was almost
similar to that found in rats subjected to a larger PH (70%
liver mass; data not shown). Figure 2 depicts the time course
of the adenosine effects on the mitotic index and expression of
PCNA and Ki-67. Whereas we found a mitotic peak at 48 h
after surgery, in those animals concomitantly treated with
adenosine, the maximal mitotic peak was achieved 24 h
earlier. The effect of the nucleoside was also evident on
PCNA expression, given that adenosine increased its levels
more than three times over the group with PH alone (24 h
after surgery; Fig. 2B). Mitotic cells were scanty in control
rats, and adenosine treatment had no effect (Table 1; Fig.
2A). In addition, the nuclear Ki-67 antigen was progressively
increased after PH, reaching a maximal peak at 72 h after
surgery, which was also significantly increased by adenosine
treatment at the time of the maximal mitotic index found in
these remnant livers (48 h post-PH; Fig. 2C).

Effects of PH and Adenosine Treatment on Expres-
sion of Cyclins, p21 and p27. The PH-induced pattern of
cyclin expression (namely D1, E, A, and B1), which are con-
sidered as main regulators of the cell cycle, was modified by
the adenosine treatment (Fig. 3). Adenosine administration
moved forward the increased levels of cyclins D1 and E (12 h
after PH), enhancing their expression 5- and 10-fold, respec-
tively, compared to rats that are hepatectomized (Fig. 3, A
and B), whereas expression of cyclins A and Bl was less
affected by the nucleoside (Fig. 3, C and D). Adenosine also
increased the nuclear amount for the p21/Cip/Kip protein, a
cell-cycle inhibitor, even higher than in PH alone (Fig. 3E). In
addition, PH-induced enhancement of the p27/Cip/Kip pro-
tein was potentiated by treatment with the nucleoside (Fig.
3F). Sham-operated controls did not change expression of
these proteins in function of the time, and adenosine admin-
istration to these control rats did not significantly modify
these parameters (data not shown).

Effects of PH and Adenosine Treatment on Expres-
sion of Phosphorylated Rb Protein and of the Tran-
scriptional Factors E2F-1 and E2F-3 and on Formation
of the DP-1 Complex. The main target of the complex cyclin
E/Cdk-2 and that of cyclin A/Cdk-2 is phosphorylation of Rb
proteins, which release the transcriptional factors E2F and
form the functional heterodimer DP-1 (Fig. 4). The amount of
phosphorylated Rb protein (Ser 795) in liver homogenates

Fig. 1. Micrographs of representative fields with liver cell mitoses in rats
subjected to one-third PH and treated with adenosine. Each micrograph
was taken at 40X objective. A, sham control. B, 30% PH at 24 h after
surgery. C, a PH-rat and treated with 100 mg/kg b.w. of adenosine at 24 h
after treatments. Mitoses are indicated with arrowheads. Note that aden-
osine treatment induced even more mitoses than the PH alone.
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increased 12 h after surgery up to four times compared with
the sham control. However, adenosine treatment to these
animals partially blocked the PH-induced enhancement in
the expression of pRb protein (24 to 72 h after surgery; Fig.
4A). Expression of E2F-1 expression was progressively in-
creased from 10- to 60-fold, peaking at 48 h post-PH, com-
pared to control rats, and adenosine treatment promoted
even higher E2F-1 expression (12-24 h after surgery) and
elicited a mirror image at later times (48—72 h post-PH; Fig.
4B). The PH induced a progressive increase in the E2F-3
expression, peaking at 24 h and abruptly declining thereaf-
ter, whereas adenosine decreased this PH-induced effect
(Fig. 4C). Hence, the complex DP-1 formation increased with
two maximal peaks at 12 and 72 h post-PH, respectively.
Adenosine reduced the maximal DP-1 expression without
modifying its time course (Fig. 4D). Expression of these fac-
tors did not change with the time after the sham-operation or
with adenosine administration (data not shown).

Effects of PH and Adenosine Treatment on Serum
HGF, HGF Liver Activator, and c-Met Receptor Level.
Liver plasma membrane levels for c-Met receptors were in-

Lamina B1 W W9 0 @ ) G S e

WB for lamina B1. Symbols for exper-
imental groups are given at the top of
the figure. Ado, adenosine. Statistical
significance: *, p < 0.01 versus sham-
operated controls; and **, p < 0.01
versus the group with one-third PH.

creased early (12 h after PH), remaining increased at 72 h
after surgery (Fig. 5A); this effect was associated with an
enhanced expression of the activator for HGF (a serine-pro-
tease) induced by the PH (Fig. 5B). Administration of aden-
osine to PH rats unexpectedly decreased both parameters
(Fig. 4, A and B). In addition, we observed an early increase
in the hepatic level for HGF (12 h after PH); the nucleoside
also decreased early expression of liver HGF, increasing this
protein level at 72 h post-PH (Fig. 5C). In contrast, with the
other parameters measured, adenosine increased serum
HGF levels in sham-operated animals (Fig. 5D). The PH
greatly enhanced serum HGF level, with a maximal peak
early at 12 h after surgery, which declined slowly but re-
mained significantly higher 72 h after PH (Fig. 5D). Concom-
itant administration of adenosine induced a second peak,
clearly observed 3 days post-PH (Fig. 5D).

Effects of PH and Adenosine Treatment on Liver
Expression of ¢-Fos, c-Jun, and c-Myec. The expression of
proto-oncogenes c-Fos, c-Jun, and c-Myc during the first 180
minutes after liver resection was examined (Fig. 6). We found
that adenosine reduced the PH-induced elevation of nuclear
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groups, are as indicated in Fig. 2. Statistical significance, as indicated in Fig. 2.
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Symbols for experimental groups at the top of the figure and statistics are

c-Fos level by half, whereas that for c-Jun was not affected
(Fig. 6, A and B). On the contrary, c-Myc was promptly
translocated into the nucleus (30 min after surgery) in con-
trol animals receiving adenosine (Fig. 6C), and nuclear level
of c-Myc was constantly increased after PH, accelerating its
expression (Fig. 6C).

as indicated in Fig. 2.

Effects of PH and Adenosine Treatment on Liver
Expression for Adenosine Receptors. Adenosine receptor
subtypes Al, A2a, A2b, and A3 in liver homogenates were
quantified through Western blot (WB) assays (Fig. 7). All of
these receptors for adenosine were expressed in control liv-
ers, thus detectable through WB analysis. The Al, A2a, or
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Fig. 5. Effects of adenosine on the rate of liver expression for HGF, its corresponding protease activator (HGFLA), and specific receptor, c-Met, in rats
subjected to one-third PH. Results are expressed as mean = S.E. for times over control values (n = 4). The WB analyses of the nuclear fraction were
done for liver c-Met (A), HGFLA (B), and liver level of HGF (C). D, the immunodetected amount of HGF in serum. Representative WB is shown at the bottom
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groups are as follows: Sham plus adenosine (white bars), PH only (gray bars), and PH plus adenosine (black bars). Statistics are as indicated in Fig. 2.

A2b adenosine receptor was not significantly changed by
either PH or adenosine administration (Fig. 6). Despite the
fact that only a lower amount for the A3 adenosine receptor
was detected through the antibody used, it seemed that PH
and/or adenosine did not have significant effects in the liver
amount for this receptor (Fig. 6). Adenosine administration
to sham-operated controls did not significantly modify the
expression for adenosine receptors (data not shown).

Discussion

Adenosine is considered an autacoid, i.e., a molecule with
diverse biological roles, and probably acts as a physiological
regulator of liver metabolism (Chagoya de Sanchez et al.,
1991). This nucleoside has interesting pharmacological ef-
fects on rat liver, increasing liver ATP levels and energy
charge in vivo (Chagoya de Sanchez et al., 1972) and stimu-
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lating mitochondrial oxidative metabolism in naive rats
(Hernandez-Munoz et al., 1987). In addition, adenosine ad-
ministration to cirrhotic rats improves liver function, reduces
collagen accumulation, and maintains cell energy availabil-
ity (Hernandez-Muioz et al., 1990, 1992, 1994), reversing rat
cirrhosis by stimulating the lost cell-proliferative potential
(Hernandez-Muifoz et al., 2001).

Therefore, the present study has been an attempt to extend
our understanding of the nature of the underlying mecha-

nisms participating in the nucleoside-induced stimulation of
liver cell proliferation. Here, adenosine accelerated and in-
creased PH-induced rat liver regeneration (Table 1; Figs. 1
and 2), probably by affecting the time course of cell-cycle
regulation. Indeed, the PH-induced pattern of cyclin expres-
sion was changed by adenosine (Fig. 3), as well as the nuclear
amount for p21 and p27 Cip/Kip proteins. Protein p21, a
cell-cycle inhibitor, is reversibly linked to the cyclin D1/Cdk-
4,6 complex in the cytoplasm, and it moves further into the
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time is shown. TPS, time after surgery; AT, adenosine treatment.

nucleus, correlating with cyclin D1, Cdk-4, and -6 expression,
whereas p27 arrests cell cycle in Go/M (Blagosklonny 2002;
Coqueret, 2003). However, p21 is also necessary to translo-
cate the cyclin D/Cdk-4,6 complex into the nucleus (Albrecht
et al., 1998); indeed, adenosine accelerates cell cycle while
enhancing expression of p27 in PH animals, which suggests
that this acceleration in the cell cycle is still strictly main-
tained under regulation (Fig. 3). The p21 was induced during
the prereplicative (G;) phase maximally expressed at the
onset of hepatocyte DNA synthesis, whereas p27 was present
in quiescent liver and minimally induced after PH (Albrecht
et al., 1998). Our results then indicated that adenosine ad-
ministration to rats subjected to one-third PH elicited a re-
sponse that would be expected in animals subjected to larger
hepatectomies (two-third PH). Therefore, the results agree
with the statement that p21 regulates the rate of progression
through G; phase of the cell cycle in vivo (Albrecht et al.,
1998). It seems that the nucleoside is not a mitogen by itself
but rather exerts a controlling action on cell-cycle progres-
sion. Adenosine seems to shorten the G,/S phase and the
time required for cell division during liver regeneration,
probably involving cyclin participation (Ehrenfried et al.,
1997; Schwabe et al., 2003). Moreover, Rb phosphorylation is
a well known point of proliferation control, and adenosine
treatment seems to down-regulate it once the liver has
reached the optimal time for cell division. Although a careful
characterization of this issue is needed, this checkpoint (di-
rectly or indirectly) could be a potential target for adenosine
actions, given that pRb down-regulation followed a profile
quite similar to that of nuclear E2F proteins (Fig. 4). Despite
the fact that the E2F transcriptional factor family includes
proteins acting as inhibitors of cell proliferation, the E2F-1,
-2, or -3 overexpression can drive quiescent cells to a prolif-
erative state (Trimarchi and Lees, 2002). Adenosine changed
the expression of E2F-1 and E2F-3 (Fig. 3), probably accel-
erating cyclin expression and committing hepatic cells into
an active cell cycle. Despite the dual role of E2F-1 reported

during rodent liver regeneration (Conner et al., 2000; Sta-
nelle and Piitzer, 2006), adenosine might promote an early
onset of liver proliferation consequently to E2F-1 nuclear
accumulation. E2F-1 seems to play an important role in
cell-growth control during periods of robust proliferation,
whereas an early increase of transcriptional active E2F-3
appears after two-third PH. However, the time course of liver
expression of these transcriptional factors is unknown after
one-third PH-induced rat liver regeneration. Indeed, our
data revealed a lack of temporal correlation between E2F-1
and E2F-3 in the present experimental model (Fig. 4). Be-
cause adenosine accelerated liver proliferation while exclu-
sively enhancing nuclear levels of E2F-1, this confers more
importance to this factor in controlling liver regeneration.

Given the vasodilator role of adenosine in liver circulation
(Lautt et al., 1985), we believe that the nucleoside may
change the bioavailability and/or distribution of growth fac-
tors in the regenerating liver. Among them, the HGF has
been identified as the major mitogen able to overcome the
restriction point in the G, of hepatic cells during liver regen-
eration (Michalopoulos and Zarnegav, 1992; Michalopoulos
and DeFrances, 1997). In fact, the HGF is described as a
complete mitogen and has been proposed as one of the main
controlling steps during liver regeneration (Kaibori et al.,
2003; Okajima et al., 1997). Here, adenosine did not signifi-
cantly modify the PH-induced changes on serum levels for
TGF-a and epidermal growth factor (data not shown); how-
ever, the nucleoside did increase the serum and hepatic lev-
els of HGF correlating with increased expression of its recep-
tor, the c-Met, but at later times (Fig. 5). In the liver,
participation of the protease HGFLA is necessary to cleave
single chain HGF into its active heterodimeric form
(Miyazawa et al., 1994). It was also interesting that sham-
operated receiving adenosine showed increased serum levels
of HGF. This could mean that adenosine directly induces
production and/or release of this growth factor, constituting
an issue to further the study focused, in particular, at iden-
tifying the still nonidentified liver cells that produce HGF for
longer times, similar to what we are found in the animals
with CCl -induced micronodular cirrhosis (unpublished
data). We found that HGF levels were increased by adenosine
administration after the onset of maximal DNA synthesis,
which could demonstrate that HGF is not playing an impor-
tant role in the effects of adenosine. However, because the
time course of HGF expression after one-third PH is not well
known, we can speculate that early decrease of HGF and
c-Met levels, induced by adenosine, is due to a down-regula-
tion of this transcriptional factor at the onset of DNA syn-
thesis (Fig. 5); moreover, the increase of HGF levels pro-
moted by the nucleoside could be related more to other HGF
actions (enhanced intrinsic defense system, attenuation of
liver inflammation, necrosis, and apoptosis), which have
been described previously (Fausto, 2000).

The expression of cyclins D1 and E largely depends on
expression of the c-Jun proto-oncogene (Ehrenfried et al.,
1997; Schwabe et al., 2003). Indeed, a clear connection be-
tween cell-cycle cyclins and the proto-oncogene expression
has been established during liver regeneration (Schwabe et
al., 2003); here, we found that adenosine decreased early the
amount of c-Fos (Fig. 6). These results could be indirect
evidence of altered transcriptional factor AP-1 formation,
although the nucleoside accelerated cell-cycle G,/S phase
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transition. Therefore, adenosine could promote an earlier
translocation of cyclin A and B1 into the nucleus, accelerat-
ing mitosis only in primed growing cells.

The c-Myc proto-oncogene is one of main controls of cell
proliferation in both adult liver regeneration and fetal
growth (Sanders and Gruppuso, 2006). Here, adenosine ad-
ministration up-regulated c-Myc expression very early after
surgery (30 min), even in control animals (Fig. 6). This ade-
nosine-induced c-Myc up-regulation could be the main mech-
anism underlying its actions, because c-Myc is a potent in-
ducer of DNA synthesis (Conner et al., 2003; Sheen and
Dickson, 2002) involved in the generation of polyploid cells
during carcinogenesis (Santoni-Rugiu et al., 1999). Although
deletion of c-Myc does not impair mice liver regeneration (Li
et al., 2006), its overexpression is associated with enhanced
proliferation (Santoni-Rugiu et al., 1999). Therefore, adeno-
sine could enhance DNA synthesis through c-Myc up-regula-
tion, facilitating the G;/S transition controlled by Rb/E2F
checkpoint.

In the liver tissue, a certain adenosine amount is main-
tained in the extracellular medium (Pastor-Anglada et al.,
1998) that interacts with its specific receptors (A1, A2a, A2b,
and A3). Despite the fact that liver amount for adenosine
receptors did not significantly change under our experimen-
tal conditions, it is not possible to definitively rule out par-
ticipation of its receptors in adenosine actions. In fact, hepa-
tocytes can be stimulated to proliferate in vitro through
stimulating the purinergic receptor P2Y with ATP and in-
volving participation of AP-1 and cyclin D1 (Thevananther et
al., 2004), which has led to the suggestion that extracellular
ATP is a hepatic mitogen (Thevananther et al., 2004). Aden-
osine administration increases liver ATP and promotes a
more oxidized redox state (NAD/NADH redox pair) in naive
rats (Chagoya de Sanchez et al., 1972; Garcia-Sdinz et al.,
1980) and also restores energy availability in the rat cirrhotic
liver (Hernandez-Mufioz et al., 1990, 1994). Whether adeno-
sine accelerates cell-cycle progression in the regenerating
liver by enhancing energy and redox potentials is a current
issue under study by our group.

In conclusion, adenosine administration to rats subjected
to one-third PH not only accelerates cell proliferation but also
increases the rate of cell mitosis. This accelerated liver hy-
perplasia induced by the nucleoside is highly regulated and
seems to be dependent mainly on coordinated expression of
c-Myc, E2F, and cell-cycle cyclins associated with long-last-
ing levels of serum and liver HGF. Adenosine effects could be
closely related to enhancing hemodynamic flux and metabolic
changes in the proliferating liver, probably through interac-
tions with its receptors and/or through purinergic receptors
involving a mechanism similar to that reported for ATP.

Acknowledgments

We thank Dr. Alberto Aranda-Faustro for expert help in evaluat-
ing the mitotic index rate and Benito Chavez for technical assistance.

References

Aguilar-Delfin I, Lopez-Barrera F, and Hernandez-Muiioz R (1996) Selective en-
hancement of lipid peroxidation in plasma membrane in two experimental models
of liver regeneration: partial hepatectomy and acute CCl4 administration. Hepa-
tology 24:657—662.

Albrecht JH, Poon RY, Ahonen CL, Rieland BM, Deng C, and Crary GS (1998)
Involvement of p21 and p27 in the regulation of CDK activity and cell cycle
progression in the regenerating liver. Oncogene 16:2141-2150.

Blagosklonny MV (2002) Are p27 and p21 cytoplasmic oncoproteins? Cell Cycle
1:391-393.

131

Bode AM and Dong Z (2007) The enigmatic effects of caffeine in cell cycle and cancer.
Cancer Lett 247:26-39.

Chagoya de Sanchez V, Brunner A, and Pina E (1972) In vivo modification of the
energy charge in the liver cell. Biochem Biophys Res Commun 46:1441-1445.

Chagoya de Sanchez V, Hernandez-Muifioz R, Sanchez L, Vidrio S, Yafiez L, and
Sudrez J (1991) Twenty-four-hour changes of S-adenosylmethionine, S-
adenosylhomocysteine adenosine and their metabolizing enzymes in rat liver;
possible physiological significance in phospholipid methylation. Int J Biochem
23:1439-1443.

Conner EA, Lemmer ER, Omori M, Wirth PJ, Factor VM, and Thorgeirsson SS
(2000) Dual functions of E2F-1 in a transgenic mouse model of liver carcinogenesis.
Oncogene 19:5054-5062.

Conner EA, Lemmer ER, Sdnchez A, Factor VM, and Thorgeirsson SS (2003) E2F1
blocks and c-Myc accelerates hepatic ploidy in transgenic mouse models. Biochem
Biophys Res Commun 302:114-120.

Coqueret O (2003) New roles for p21 and p27 cell-cycle inhibitors: a function for each
cell compartment? Trends Cell Biol 13:65-70.

Diehl AM, Wells M, Brown ND, Thorgeirsson SS, and Steer CJ (1990) Effect of
ethanol on polyamine synthesis during liver regeneration in rats. J Clin Invest
85:385-390.

Ehrenfried JA, Ko TC, Thompson EA, and Evers BM (1997) Cell cycle-mediated
regulation of hepatic regeneration. Surgery 122:927-935.

Fausto N (2000) Liver regeneration. J Hepatol 32:19-31.

Garcia-Sainz JA, Hernandez-Muiioz R, Glender W, Pina E, and Chagoya de Sanchez
V (1980) Effects of adenosine on ethanol-induced modifications of liver metabo-
lism. Role of hepatic redox state, purine and fatty acid metabolism. Biochem
Pharmacol 29:1709-1714.

Hernandez-Muiioz R, Diaz-Munoz M, and Chagoya de Sanchez V (1987) In vivo and
in vitro adenosine stimulation of ethanol oxidation by hepatocytes, and the role of
the malate-aspartate shuttle. Biochim Biophys Acta 930:254—-263.

Hernédndez-Muiioz R, Diaz-Munoz M, Sudrez J, and Chagoya de Sanchez V (1990)
Adenosine partially prevents cirrhosis induced by carbon tetrachloride in rats.
Hepatology 12:242-248.

Hernandez-Muiioz R, Diaz-Muiioz M, and Chagoya de Sanchez V (1992) Effects of
adenosine administration on the function and membrane composition of liver
mitochondria in carbon tetrachloride-induced cirrhosis. Arch Biochem Biophys
294:160-167.

Hernandez-Muiioz R, Diaz-Munoz M, and Chagoya de Sanchez V (1994) Possible role
of cell redox state on collagen metabolism in carbon tetrachloride-induced cirrhosis
as evidenced by adenosine administration to rats. Biochim Biophys Acta 1200:93—
99.

Hernandez-Muifioz R, Diaz-Mufioz M, Sudrez-Cuenca JA, Trejo-Solis C, Lopez V,
Sanchez-Sevilla L, Yanez L, and De Sanchez VC (2001) Adenosine reverses a
preestablished CCl4-induced micronodular cirrhosis through enhancing collageno-
lytic activity and stimulating hepatocyte cell proliferation in rats. Hepatology
34:677-687.

Hernédndez-Munoz R, Sanchez-Sevilla L, Martinez-Gémez A, and Dent MA (2003)
Changes in mitochondrial adenine nucleotides and in permeability transition in
two models of rat liver regeneration. Hepatology 37:842—851.

Kaibori M, Yokoigawa N, Yanagida H, Nagahama T, Kwon AH, Kamiyama Y, and
Okumura T (2003) Effect of exogenously administered HGF activator in liver
regeneration. Transplant Proc 35:439—-440.

Lautt WW, Legare DJ, and d’Almeida MS (1985) Adenosine as a putative regulator
of hepatic arterial flow (the buffer response). Am J Physiol 248:H331-H338.

Li F, Xiang Y, Potter J, Dinavahi R, Dang CV, and Lee LA (2006) Conditional
deletion of c-myc does not impair liver regeneration. Cancer Res 66:5608-5612.
Lopez-Valencia V, Rangel P, Rodriguez S, and Hernandez-Muiioz R (2007) Involve-
ment of alcohol and aldehyde dehydrogenase activities on hepatic retinoid metab-
olism and its possible participation in the progression of rat liver regeneration.

Biochem Pharmacol 73:586—596.

Martinez-Chantar ML, Vazquez-Chantada M, Garnacho M, Latasa MU, Varela-Rey
M, Dotor J, Santamaria M, Martinez-Cruz LA, Parada LA, Lu SC, et al. (2006)
S-Adenosylmethionine regulates cytoplasmic HuR via AMP-activated kinase. Gas-
troenterology 131:223-232.

Michalopoulos GK and Zarnegav R (1992) Hepatocyte growth factor. Hepatology
15:149-155.

Michalopoulos GK and DeFrances MC (1997) Liver regeneration. Science 276:60—66.

Miyazawa K, Shimomura T, Naka D, and Kitamura N (1994) Proteolytic activation
of hepatocyte growth factor in response to tissue injury. o Biol Chem 269:8966—
8970.

Okajima A, Miyazawa K, Naitoh Y, Inoue K, and Kitamura N (1997) Induction of
hepatocyte growth factor activator messenger RNA in the liver following tissue
injury and acute inflammation. Hepatology 25:97-102.

Pascale RM, Simile MM, Satta G, Seddaiu MA, Daino L, Pinna G, Vinci MA, Gaspa
L, and Feo F (1991) Comparative effects of L-methionine, S-adenosyl-L-methionine
and 5'-methylthioadenosine on the growth of preneoplastic lesions and DNA
methylation in rat liver during the early stages of hepatocarcinogenesis. Antican-
cer Res 11:1617-1624.

Pastor-Anglada M, Felipe A, Casado FJ, del Santo B, Mata JF, and Valdés R (1998)
Nucleoside transporters and liver cell growth. Biochem Cell Biol 76:771-7717.

Sanders JA and Gruppuso PA (2006) Coordinated regulation of c-Myc and Max in rat
liver development. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 290:G145-G155.

Santoni-Rugiu E, Jensen MR, Factor VM, and Thorgeirsson SS (1999) Acceleration
of c-myc-induced hepatocarcinogenesis by co-expression of transforming growth
factor (TGF)-alpha in transgenic mice is associated with TGF-betal signaling
disruption. Am J Pathol 154:1693-1700.

Sauer H and Wilmanns W (1983) Thymidine kinase. In: Methods of Enzymatic
Analysis (Bergmeyer HU, Bergmeyer J, and Grassl M, eds) pp 468—-473, Verlag
Chemie, Deerfield Beach, FL.

Schwabe RF, Bradham CA, Uehara T, Hatano E, Bennett BL, Schoonhoven R, and



132

Mendieta-Condado et al.

Brenner DA (2003) c-Jun-N-terminal kinase drives cyclin D1 expression and
proliferation during liver regeneration. Hepatology 37:824—832.

Sheen JH, and Dickson RB (2002) Overexpression of c-Myc alters G(1)/S arrest
following ionizing radiation. Mol Cel Biol 22:1819-1833.

Sindié¢ A, Aleksandrova A, Fields AP, Volinia S, and Banfi¢ H (2001) Presence and
activation of nuclear phosphoinositide 3-kinase C2-B during compensatory liver
growth. J Biol Chem 276:17754-17761.

Stanelle J and Pitzer BM (2006) E2F1-induced apoptosis: turning killers into ther-
apeutics. Trends Mol Med 12:177-185.

Thevananther S, Sun H, Li D, Arjunan V, Awad SS, Wyllie S, Zimmerman TL, Goss
JA, and Karpen SJ (2004) Extracellular ATP activates c-jun N-terminal kinase
signaling and cell cycle progression in hepatocytes. Hepatology 39:393—402.

Trimarchi JM and Lees JA (2002) Sibling rivalry in the E2F family. Nat Rev Mol Cell
Biol 3:11-20.

Webber EM, FitzGerald MdJ, Brown PI, Bartlett MH, and Fausto N (1993) Trans-
forming growth factor-a expression during liver regeneration after partial hepa-
tectomy and toxic injury, and potential interactions between transforming growth
factor-a and hepatocyte growth factor. Hepatology 18:1422-1431.

Address correspondence to: Dr. Rolando Herndndez-Muiioz, Departamento
de Biologia Celular, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM), Apdo. Postal 70-243, México 04510, D.F., Mex-
ico. E-mail: rhernand@ifc.unam.mx




	Portada
	Índice
	Resumen
	Hipótesis
	Objetivos
	Metodología
	Resultados
	Discusión
	Perspectivas
	Apéndices
	Referencias
	Artículo



