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“Anyone who has read the literature
in Cystic Fibrosis and says

he isn’t confused,

Is confused”

Efraim Rakers (1985, NIH)



RESUMEN

MODULACION DE LA EXPRESION DEL GEN MTND4 MITOCONDRIAL
MEDIADA POR LA ACTIVIDAD DEL CFTR

Resumen

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad autosOmica recesiva
producida por mutaciones en el gen que codifica el canal de cloruro CFTR.
Mediante la metodologia de “Differential Display” (DD) detectamos que la
expresion del gen mitocondrial MTND4 esta regulada negativamente en FQ.
MTND4 es un gen que codifica para la subunidad ND4 del Complejo |
mitocondrial (Clm). Esta subunidad es fundamental para la correcta actividad
del CIm. Nuestro objetivo principal fue determinar si la reduccion de la
expresion de MTND4 en FQ induciria una falla en la actividad del Cim.
Primero, validamos los resultados del DD mediante RT-PCR semi-cuantitativa
en células FQ (CFDE) asi como también en células donde la expresion del
CFTR habia sido corregida (CFDE/6RepCFTR) y en células CFDE/6RepCFTR
tratadas con inhibidores de la actividad del CFTR (glibenclamida y CFTR(inh)-
172). A su vez, medimos la actividad del CIm mediante la técnica “Blue Native-
PAGE”", en mitocondrias extraidas desde diferentes modelos de células FQ.
Asi, observamos una disminucién significativa de la actividad del Cim en los
distintos modelos FQ. También detectamos un aumento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en células FQ, mediante la sonda
diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA). Finalmente, medimos
el numero de copias de ADN mitocondrial (ADNmt) mediante “Real-Time"-PCR
para determinar si existia una disminucién en el nUmero de copias que pudiese
explicar la reduccion de la expresion de MTND4. Sin embargo, no encontra-
mos diferencias significativas entre las células FQ y sus controles. Nuestros
resultados sugieren que existe una relacién causal entre la falla del CFTR y la
disminucién de la expresion de MTND4. Esta disminucion en la expresion de
MTND4 esta acompafiada de una reduccion en la actividad del Cim y por un

aumento en la produccion de ROS, lo que podria tener un rol trascendental en
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los procesos inflamatorios y apoptoticos observados en FQ, para los cuales no

se conocen los mecanismos ni las implicancias fisiopatolégicas.

Palabras claves : Fibrosis Quistica; CFTR; MTND4; Complejo |
mitocondrial; ROS; apoptosis.
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SUMMARY

MODULATION OF EXPRESSION OF THE MITOCHONDRIAL GENE MTND4
MEDIATED BY CFTR ACTIVITY

Summary

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by mutations in
the gene encoding CFTR chloride channel. By using the "Differential Display”
(DD) methodology, we detected that MTND4 gene expression is down-
regulated in CF. MTND4 is a mitochondrial gene encoding for the ND4 subunit
of mitochondrial Complex | (mCl). This subunit is essential for correct activity of
mCl. Our main objective was to determine whether reduced expression of
MTND4 in CF induces a failure in the activity of the mCIl. First, we validate the
DD results by semi-quantitative RT-PCR in CF cells (CFDE) as well as in CFDE
cells where CFTR expression has been corrected (CFDE/6RepCFTR) and in
CFDE/6RepCFTR cells treated with inhibitors of the CFTR activity
(glibenclamide and CFTR(inh)-172). In addition, we measured the mCl activity
by using the Blue Native-PAGE technique, on mitochondria extracts from
different CF models cells. Thus, we observed a significant decrease in the mCl
activity in the different CF models. We also detected, through diacetate 2',7'-
dichlororofluorescein probe (DCFH-DA), an increase in the production of
reactive oxygen species (ROS) in the different CF cells. Finally, we measured
the copy number of mitochondrial DNA (mtDNA) by Real-Time-PCR to
determine if there was a decrease in the number of copies that could explain
the reduction in the MTND4 expression. However, we found no significant
differences between the CF cells and their controls. Our results suggest a
causal relationship between CFTR failure and MTND4 decreased expression.
This decrease in the MTND4 expression is accompanied by a reduction in the
mCl activity and an increased ROS production, which could have an important
role in inflammatory and apoptotic processes observed in CF, for which there

are no known mechanisms and pathophysiological implications.
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Keywords: Cystic fibrosis, CFTR; MTND4; mitochondrial complex I,
ROS, apoptosis.
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adenosina monofosfato ciclico

acido ribonucleico mensajero

adenosina trifosfato

ADN mitocondrial

“cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”
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didxido de carbono
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“differential display”

medio de cultivo Dulbeco
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desoxirribonucleasasa recombinante humana
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fibrosis quistica

ion ioduro
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leucotrieno B4

acido 3-[N-morfolino]propanosulfénico
“membrane spanning domain”

Subunidad ND4 del Complejo | mitocondrial
Gen de la subunidad ND4 del Complejo | mitocondrial
“nucleotide-binding domain”

“nitro blue tetrazolium”

factor regulador del intercambio sodio-protones
5-nitro-2(3-phenypropyl amino) benzoato
“outwarly rectifying CI" channels”

reaccion en cadena de la polimerasa
proteina quinasa A

proteina quinasa C
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ABREVIATURAS

ROS
RT-PCR
SD
ShARNI
SPQ
SRC/c-Src

“reactive oxygen species”
transcripcion reversa seguida de PCR
“Standard Deviation”

“short hairpin” ARN de interferencia
6-methoxy-N-3-sulfopropyl

tirosina quinasa SRC (pp60c-Src)
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INTRODUCCION

La Fibrosis Quistica (FQ) es la enfermedad de transmision autosomica
recesiva mas severa y frecuente en la poblacion americana de origen europeo
(caucasica) y constituye en esa poblacién la causa mas importante de
enfermedad pulmonar crénica y de insuficiencia pancreética exécrina en las
tres primeras décadas de vida. La incidencia de ésta enfermedad en dicha
poblacion es de 1 en 2500 recién nacidos vivos (Gregg et al., 1993). Este valor
varia en los diferentes grupos étnicos; por ejemplo, en los afro-americanos es
mucho menos frecuente (1 en 15.300 nacidos) (Hamosh et al., 1998). También
se ha reportado en indigenas americanos y asiaticos, pero con muy baja
incidencia (1 en 90.000 nacidos vivos) (Grebe et al., 1992; Powers et al., 1996).

La principal complicacion a la que se enfrentan los pacientes FQ es el
dafio pulmonar crénico y progresivo, aunque otros Organos y todas las
glandulas de secrecion exdcrina se encuentran afectados, en mayor o menor
grado. Aproximadamente el 90 % de los pacientes con FQ presentan
insuficiencia pancreética exocrina (Zielenski, 2000) y entre el 10 y el 20 % de
los recién nacidos presentan ileo meconial, causado por un tapon espeso de

mucus que obstruye el colon (Eggermont, 1996).

La FQ es provocada por mutaciones en el gen CFTR (siglas de “Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator”). EI mismo fue aislado por
Riordan en el afio 1989 (Riordan et al., 1989), por clonado posicional; se
localizé asi en el brazo largo del cromosoma 7 (7q31). EI gen contiene 27
exones que cubren una region de 250 kilobases (Kb) y codifican un ARN

mensajero maduro (ARNm) de 6,5 Kb (Rommens et al., 1989).

La proteina codificada por el gen CFTR funciona como canal de transporte
de iones cloruro a través de la membrana apical de células epiteliales,
principalmente del pancreas, glandulas salivares, glandulas sudoriparas,
pulmon y tractos gastrointestinal y genitourinario (Bradbury, 1999). La actividad
de transporte de CI" por el CFTR es regulada por AMP ciclico (AMPc)
(Anderson et al., 1991), principal caracteristica que lo diferencia de otros

canales de CI.



INTRODUCCION

1. ASPECTOS CLINICOS DE LAFQ

1.1. Fisiopatologia y manifestaciones clinicas de |  a enfermedad

El defecto o ausencia de la proteina CFTR lleva a la produccion de
secreciones alteradas de iones y de mucus, que generan la obstruccion del
tracto respiratorio, los conductos pancreaticos, los conductos hepatobiliares, el

lumen intestinal y los vasos deferentes (Leigh, 1999).

La FQ no sigue el mismo patrén en todos los pacientes, sino que afecta a
los portadores de las distintas mutaciones en grado y formas diferentes. Asi,
en la mayoria de los casos no existe una correlacion significativa entre el tipo
de mutacion que afecta al CFTR (genotipo) y el grado de severidad de la
enfermedad (fenotipo) (Collins, 1992; Welsh & Smith, 1995). De modo que
todavia no es posible realizar una prediccion fiable de la evolucion clinica del
paciente segun el genotipo y existe una enorme variabilidad en la magnitud de

la enfermedad pulmonar dentro de genotipos similares (Welsh & Smith, 1995).

Numerosos factores pueden modificar las manifestaciones clinicas de la
enfermedad, principalmente aquellos vinculados al dafio pulmonar. Estos
incluyen factores genéticos distintos al CFTR, diferencias en el tratamiento
clinico, influencia del medio ambiente y diversas infecciones (particularmente
bacterianas y virales) (Welsh & Smith, 1995). Por otra parte, es importante
destacar que los heterocigotas para FQ no presentan sintomas clinicos
facilmente reconocibles (Noone & Knowles, 2001). Esto indica que una sola
copia del CFTR salvaje es suficiente para restaurar el transporte normal de

cloruro.

La expectativa de vida de los pacientes con FQ esta determinada, en gran
medida, por la progresion del dafio pulmonar, que representa la causa de mas
del 90 % de los casos letales. Durante el curso de la enfermedad se desarrolla
una obstruccion pulmonar cronica, que se caracteriza por una progresion lenta
desde la bronquiectasia (dilatacién patoldgica de los bronquios o bronquiolos
por acumulacion de secreciones) hasta la muerte por paro cardiorrespiratorio.

Otras complicaciones que aparecen durante el transcurso de la enfermedad
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son las infecciones sucesivas con distintos patdgenos, principalmente

Staphilococus aereus y Pseudomonas aeruginosa (Guggino, 1999).

1.2. Infecciones e inflamacion pulmonar

En la Fibrosis Quistica, la actividad mucociliar defectuosa, sumada a la
viscosidad anormal del mucus, hace que las vias respiratorias sean incapaces
de eliminar eficientemente las bacterias (Koch & Hoiby, 1993). Est4 aun en
discusion si el aumento de viscosidad del mucus se debe a una mayor
acumulacion de éste por la sobreproduccion de mucinas (Gonzalez-Guerrico et
al., 2002), a una mayor deshidratacién del mismo (Potter et al., 1967; Kilbourn,
1978), o0 a ambas causas. Ademas, algunos datos sugieren que el liquido de la
superficie de las vias respiratorias en los pacientes con FQ presenta una
importante disminucibn en la actividad de sustancias antibacterianas

enddgenas, como por ejemplo B-defensinas y lisozima (Goldman et al., 1997).

Todos los factores indicados contribuyen a la susceptibilidad de los
pacientes frente a las infecciones, en las cuales Pseudomonas aeruginosa es
el principal patdgeno bacteriano (Guggino, 1999). Esta bacteria coloniza las
vias respiratorias inferiores, primero intermitentemente y después de forma
cronica, observandose con el transcurso del tiempo un cambio en el morfotipo
de P. aeruginosa. En infecciones tempranas predomina el morfotipo clasico,
mientras que en las infecciones cronicas se encuentra un morfotipo
denominado “mucoide”, debido a la biosintesis y secrecion de grandes
cantidades de un polisacarido (alginato) por parte de estas cepas. Cabe
destacar que todas las cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes FQ
pueden producir alginato, aun las consideradas no mucoides. Esto sugiere que
el microambiente del pulmon FQ presenta factores que estimulan la expresion
del fenotipo mucoide (Gilligan, 1991). EI alginato permite a los micro-
organismos un crecimiento en microcolonias, que se encuentran protegidas
frente a los anticuerpos o antibidticos, favoreciendo asi la persistencia de la
infeccion. De todos modos, el mecanismo exacto que lleva a esta falla inmune
en FQ no esta claro y no se pueden descartar otras posibles causas, cOmo una
falla generalizada de los mecanismos de defensa innata (Pier, 2000) o de
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defensa adquirida (Krauss et al., 1992; Moss et al., 2000; Bubien, 2001), por
causa del transporte ineficiente de CI. El estudio de estos aspectos apenas ha

comenzado y queda mucho por ser analizado.

La infeccion bacteriana en el pulmén estimula la respuesta inflamatoria
desencadenando un circulo vicioso. Las Pseudomonas comienzan a producir
poderosos quimioatractantes de neutrdfilos, lo que establece su infiltracion en
el pulmoén en forma persistente. A su vez, los neutrofilos se autoactivan y
liberan mas guimioatractantes, entre ellos leucotrieno B4 (LB4), que sostienen
la infiltracidon neutrofilica. También se estimula la secrecién de IL-8 desde las
células epiteliales por la accidon de la elastasa liberada por los neutréfilos. Este
reclutamiento masivo de neutréfilos no es efectivo para destruir las bacterias y
causa un dafio considerable al pulmén (Kim et al., 1989; DiMango et al., 1995;
DiMango et al., 1998).

Segun estudios realizados en muestras de fluido bronqueoalveolar de
nifios asintomaticos, el aumento de IL-8 parece ser una caracteristica temprana
de la enfermedad en las vias aéreas (Armstrong et al., 1995; Cantin, 1995;
Khan et al., 1995). Las células epiteliales son una importante fuente de IL-8 en
FQ, observandose una regulacién positiva para la expresion de esta citoquina
en dichas células. Por otro lado, se encuentra disminuida la expresion de IL-
10, una citoquina de caracteristica antiinflamatoria. También se ha encontrado
aumentada la concentracion de otras citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1,
IL-6 e IL-8) en el fluido de lavados bronqueoalveolares de las vias aéreas FQ
(Bonfield et al., 1995a; Bonfield et al., 1995b).

2. ESTRUCTURAY FUNCION DEL CFTR

2.1. Las numerosas mutaciones del gen CFTR

Hasta el momento se han descrito mas de 1600 mutaciones diferentes en

el gen CFTR (“Cystic Fibrosis Mutation Data Base”), pero la mutacion mas

comun es la pérdida de la fenilalanina de la posicion 508 (AF508), que ocurre
en el 66 % de los casos (Mateu et al., 2002). Se ha observado un amplio rango

de funcion pulmonar en los pacientes homocigotas con la mutacién AF508;
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hecho que reflejaria la interaccion de diversas variables, incluyendo influencias
genéticas distintas al gen CFTR, medio ambiente, eventos infecciosos y
diferencias en el tratamiento de la enfermedad (Knowles et al., 1983; Noone &
Knowles, 2001).

2.2. Clasificacion de las mutaciones del CFTR

Las mutaciones en el CFTR han sido divididas en cinco grupos o clases,
de acuerdo a las alteraciones encontradas en el camino biosintético o en la
funcion del CFTR (Tsui, 1992; Welsh & Smith, 1993).

» Mutaciones Clase |: Resultan en una producciéon proteica defectuosa
del CFTR, que por lo general refleja mutaciones de terminacion
temprana de la traduccion. También se las puede asociar con ARNm
inestables (rapidamente degradados) (Hamosh et al., 1992). Las

mutaciones W1282X y R553X pertenecen a esta clase.

» Mutaciones Clase Il: Se caracterizan por el procesamiento defectuoso
de la proteina. Estas incluyen a la mutacion mas comun (66 %),
caracterizada por la pérdida de la fenilalanina en la posicion 508
(AF508), que genera una proteina con glicosilacion alterada, mal
plegada y que se degrada en gran proporcion antes de llegar a la
membrana plasmatica (Cheng et al., 1990) (Riordan, 1999). Sin
embargo, estudios realizados in vitro, han demostrado que la mutante
AF508 se pliega normalmente a bajas temperaturas (23-30 °C) y se
dirige normalmente a la membrana apical, donde exhibe una funcion
parcial como canal de cloruro regulado por AMPc (Anderson & Welsh,
1992; Li et al., 1993). De modo que la actividad del canal no estaria
alterada en FQ, sino el transporte del mismo hacia la membrana

plasmatica.

» Mutaciones Clase Ill: Corresponden a defectos en la regulacion del
canal CFTR. Aunque el transporte de la proteina a la membrana
plasmatica es correcto, las mutaciones pueden tanto impedir su funcién

en forma drastica (mutacion G551D) como dejar alguna actividad
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residual (mutaciéon G551S) (Strong et al., 1991; Li et al., 1993; Welsh &
Smith, 1993).

» Mutaciones Clase IV: Estas afectan la conductividad de los iones
cloruro (Sheppard et al., 1993; Welsh & Smith, 1993). Muchas
involucran residuos de arginina en la region transmembrana del canal.
Estas mutaciones presentan una conductividad residual y con frecuencia
los pacientes tienen una funcion pancreatica exocrina normal. Las mas
comunes de este tipo son: R117H, G314E, R334W y R347P.

» Mutaciones Clase V: Este tipo de mutaciones crean o alteran sitios de
procesamiento del ARNm del CFTR, sin alterar la secuencia codificante
(Highsmith et al., 1994; Zielenski et al., 1995; Highsmith et al., 1997).
Estas mutaciones pueden provocar una reduccion parcial o total de la
proteina CFTR. La mutacion mas comun de este tipo es la 3849+10Kb
C a T, que crea un sitio de procesamiento activo en el intron 19 y lleva a

una insercion de 84 pares de bases con un codon de terminacion.

2.3. Estructura y funcion

El CFTR es una glicoproteina integral de membrana, que funciona como
canal de cloruro. Su estructura primaria la ubica dentro de la familia de
proteinas transportadoras llamadas “ATP-binding cassette” (ABC), que poseen
al menos un sitio de union de ATP. Varios miembros de esta familia utilizan la
energia de la hidrélisis de ATP para transportar sustancias a través de la
membrana en forma activa. Entre ellos se incluyen las proteinas mediadoras
de la multiresistencia a farmacos antineoplasicos, la glicoproteina—P, vy
diferentes transportadores de membrana de bacterias y levaduras (Sheppard &
Welsh, 1999).

En la Figura 1 se muestra un modelo del canal CFTR, derivado
principalmente de la estructura primaria y por comparacibn con otros
transportadores de la familia. Se destacan 12 hélices que atraviesan la

membrana celular en dos grupos de 6 regiones, que contribuyen a la formacion
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del poro selectivo a CI'. También presenta dos dominios de unién a nucleotidos
(NBD, “nucleotide-binding domain”), que hidrolizan ATP para regular el bombeo
del canal, y una zona intracitoplasmatica, que es el dominio regulatorio (R), el
cual es fosforilado por las quinasas PKA (Sheppard & Welsh, 1999) y PKC (Jia
et al., 1997) para controlar la actividad del mismo (Hwang & Sheppard, 1999;
Sheppard & Welsh, 1999).
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Figura 1: Modelo del CFTR. MSD (“Membrane-spanning Domain”), dominios transmembrana;

R, dominio regulatorio; NBD (“Nucleotide Binding Domain”), dominios de unién a nucleétidos.

Mientras que la mayoria de los transportadores ABC se componen de
cuatro dominios (dos dominios transmembrana y dos dominios de union a
nucleotidos), el CFTR es el Unico miembro de la familia que presenta un
dominio regulatorio. Ademas, el CFTR posee dos sitios de glicosilacion en N-
Asn, en el cuarto rulo extra-citoplasmatico (Chang et al., 1994). Aungque
algunos estudios realizados con mutantes sugieren que las glicosilaciones no
son necesarias para la actividad normal del canal ni para su correcto
plegamiento, hay otros estudios que indican alteraciones en la actividad del
canal (Chang et al., 1994).

2.4. Regulacion general del CFTR

El transporte de CI" a través del CFTR depende de dos factores. Por un

lado, depende de la fosforilacion de 4 residuos serina situados en el dominio
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regulatorio (R) de la proteina mediante PKA (Sheppard & Welsh, 1999) y PKC
(Jia et al., 1997) y por otro, de un cambio conformacional inducido por la
hidrolisis de ATP (Cheng et al., 1991). Ambos eventos deben ocurrir para que

el canal funcione correctamente.

La Figura 2 muestra un modelo de como ocurriria la regulacién del
CFTR. La fosforilacion por PKA de los residuos serina del dominio R induce un
cambio conformacional por el cual el poro se despeja. Luego, la unién e
hidrolisis de ATP por el dominio NBD1 provocan la apertura del canal y
permanece abierto hasta que NBD2 une e hidroliza otra molécula de ATP.
Cuando esto ocurre, el dominio R se vuelve accesible a fosfatasas y se inactiva
por desfosforilacion. De esta forma el canal vuelve al estado de quiescencia
(cerrado) (Berger et al., 1993). Estas caracteristicas hacen que la apertura del
canal CFTR esté estrechamente controlada por el balance de las actividades

quinasa y fosfatasa dentro de la célula, ademas de los niveles de ATP.

Mientras que PKA activa el CFTR por fosforilacion directa de los sitios
dentro del dominio R, la activacibn por PKC es mucho menor, aunque
incrementa la sensibilidad de respuesta a PKA (Jia et al., 1997). Aunque el
mecanismo molecular de regulacion por PKC es pobremente entendido, ha
sido reportado que la actividad del CFTR puede ser modulada por
interacciones mediadas por el dominio PDZ a través de proteinas de la familia
NHERF (factor regulador del intercambio sodio-protones) (Wang et al., 2000 ;
Raghuram et al., 2001 ) y que dichas interacciones serian reguladas por la
fosforilacion mediada por PKC en la Ser-162 del dominio PDZ2 de NHERF
(Raghuram et al., 2003).

Por otra parte, hay datos que sugieren que la fosforilacion por la tirosina
quinasa SRC/c-Src es capaz de producir la apertura del CFTR (Fischer &
Machen, 1996).
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Citoplasma

Figura 2: Modelo de regulacion del canal CFTR por f osforilacion y ATP
intracelular. La fosforilacién de R por PKA abre el paso a los iones cloruro y la hidrélisis de
ATP en el dominio NBD1 permite la apertura del canal. La accion de las fosfatasas permite que
el canal vuelva a cerrarse. PKA, proteina quinasa dependiente de AMPc; PPasas, fosfatasas;
ATP, adenosina trifosfato; ADP, adenosina difosfato; P;, fosfato inorganico; P, fosforilaciones

del dominio regulatorio. Imagen obtenida de (Li et al., 2007).

2.5. Interacciones del CFTR

Varios trabajos sugieren que el CFTR se acopla con diversos procesos
intracelulares a través de interacciones con otras proteinas. En una de éstas
observaciones, se encontré que el extremo N-terminal del CFTR interacciona
con sintaxina 1A, un componente de membrana que forma parte de la
maquinaria de trafico celular. La sintaxina 1A inhibe al canal por interacciones
fisicas directas (Naren et al., 1998). De esta manera, en células epiteliales, la
regulacion del transporte de CI' se encuentra acoplada a la regulacion del
trafico proteico intracelular (Peters et al., 1999; Kirk, 2000 ). Por otro lado, los
mismos autores (Peters et al., 1999) proponen que esta interaccion modula los
eventos de fusibn de membrana que regulan a su vez el numero de moléculas

de CFTR en la membrana plasmatica.

El dominio C-terminal del CFTR presenta una secuencia consenso T-
K/R-L, conservada desde Xenopus hasta humanos (Wang et al., 2000 ), que
constituye un motivo de union a proteinas con dominios PDZ (Figura 3). Las
proteinas con dominios PDZ son generalmente multivalentes (presentan varios

dominios PDZ) y promueven interacciones homotipicas o heterotipicas entre
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proteinas. Estas interacciones podrian facilitar la formacion de agregados de
los canales i6nicos en microdominios sobre la superficie celular (“clustering”) y
de esta forma promover el ensamblado de complejos de sefializacion en la
membrana plasmatica (Ranganathan & Ross, 1997). Entre las proteinas que
interactian con CFTR mediante dominios PDZ podemos mencionar a NHERF1
(isoforma 1 del factor regulatorio del intercambiador Na*/H"), también conocida
como EBP50 (proteina de union a ezrina, con localizacion apical). Esta ultima
es responsable de la localizacién del CFTR en la membrana apical de células

epiteliales (Moyer et al., 1999).

Se especula que las interacciones mediadas por PDZ facilitan la
intercomunicacion (“cross-talk”) entre CFTR y otros transportadores de iones
con mecanismos de regulacion paralelos. En efecto, ademas de funcionar
como canal de cloruro, el CFTR modula canales de Na" epiteliales (Chinet et
al.,, 1994; Stutts et al., 1995), canales ORCC (“Outwarly Rectifying CI
Channels”) (Gabriel et al., 1993; Schwiebert et al., 1995), canales de K*
apicales (McNicholas et al., 1997), canales de aquaporina (Schreiber et al.,
1999), intercambiadores de CI/HCO3; (Lee et al., 1999) y mecanismos de
liberacion de ATP (Reisin et al., 1994; Schwiebert et al., 1995; Prat et al., 1996;
Jiang et al., 1998).

También se propone que el dominio de unién a PDZ podria acoplar el
canal de ClI"a moléculas de sefalizacion especificas (quinasas y fosfatasas), a
elementos del citoesqueleto y a otras proteinas de transporte. Por ejemplo, el
CFTR se encuentra unido a la proteina fosfatasa 2C, la cual regula su actividad
(Travis et al., 1997; Zhu et al., 1999; Dahan et al., 2001). Por otra parte, se ha
observado que la dimerizacion del CFTR, que ocurre por la interaccion de los
dominios PDZ de la region C-terminal, produce un aumento en la probabilidad

de apertura del canal (Raghuram et al., 2001 ).
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Figura 3: Interacciones del CFTR: Se muestran algunas proteinas que interactdan directa o
indirectamente con el CFTR, entre ellas la proteina fosfatasa-2A (PP2A), AMP quinasa
(AMPK), sintaxina 1A (SYN1A), la proteina asociada a sinaptosoma de 23 KDa (SNAP23) y
Munc-18A. Estas proteinas inhiben la actividad del canal y reducen la secrecién de CI
mediada por CFTR a través de la membrana plasmatica apical en células epiteliales. Otras
proteinas que interaccionan con el CFTR potencian su actividad directa o indirectamente; entre
otras la isoforma 1 del factor regulatorio del intercambiador Na'/H* (NHERF1), el receptor de
quinasa-1-C (RACKZ1), proteina quinasa C (PKC), proteina quinasa A (PKA) y la proteina ezrin.
NBD, “Nucleotide Binding Domain” (Dominio de Unién a Nucleétido); PIP,, fosfatidilinositol
bifosfato; R, dominio regulatorio. La figura fue levemente modificada desde una ya publicada
(Guggino & Stanton, 2006).

Un caso muy interesante de interaccion a través de los dominios PDZ,
es el que conduce a la modulacién de la expresion, dependiente del CFTR, de
la citoquina RANTES. Esta citoquina promueve de manera selectiva la
transmigracion de los linfocitos T CD45 RO" y eosindfilos (Schwiebert et al.,
1999b). Recientemente, se ha reportado que las células epiteliales aéreas FQ
expresan poco y nada de la proteina 0 ARNm de RANTES comparado con los
controles no FQ (Schwiebert et al., 1999b). A su vez, se demostré que la
correccion de las células FQ, mediante la insercion de CFTR salvaje, es capaz
de restaurar la expresion de RANTES a nivel transcripcional por un mecanismo
dependiente de NF-kB. Por otra parte, los datos aportados por el grupo de
Schwiebert (Estell et al., 2003) demuestran que el CFTR dispara la expresion
de RANTES por un mecanismo independiente de la actividad del canal de

cloruro CFTR, ya que ni la inhibicién selectiva del transporte de CI" por el CFTR
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ni la expresion de canales de CI alternativos (por ejemplo CIC-2), afectd la
expresion de RANTES. De esta manera, mediante estudios de expresion de
CFTR con fragmentos truncados, se determind que el extremo C-terminal del
CFTR, incluyendo su dominio PDZ, es necesario para la expresion del gen
RANTES dependiente del CFTR. Estudios complementarios, sugieren que la
proteina EBP50 de union a PDZ podria estar involucrada en el mecanismo de
regulacion de la expresion de RANTES y de activacion de NF-kB dependientes
de CFTR (Estell et al., 2003). Por lo tanto, para la modulacién de la expresion
del gen RANTES dependiente del CFTR seria necesaria la presencia del CFTR
en la membrana plasmatica para formar un complejo macromolecular de

sefalizacion.

2.6. Rol del CFTR en FQ

El alto grado de conservacion del CFTR entre especies sugiere un rol
crucial de su funcion (Diamond et al., 1991). Por otro lado, ciertos defectos en
las funciones celulares del epitelio, en enfermos FQ, no pueden ser vinculados
Gnicamente a la falla de una proteina que solo funciona como canal de CI
(Schwiebert et al., 1999a). Entre los efectos secundarios que aparecen por el
mal funcionamiento del CFTR, puede mencionarse la desregulacion de los
canales de CI' ORCC (Hryciw & Guggino, 2000 Nov).

Otra anormalidad, no relacionada con los defectos en los canales de ClI-,
fue propuesta originalmente por Quinton (Quinton, 1983) e identificada por
Boucher y colaboradores (Boucher et al., 1986); se trata de la hiperabsorcion
de Na+ a través del epitelio respiratorio y la hiperactividad de los canales de
Na+ en células epiteliales aisladas del sistema respiratorio de pacientes FQ
(Chinet et al.,, 1994). De modo que, indirectamente, el CFTR regula el

transporte de diversos canales.

Asimismo, tanto la falta de regulacion de la endocitosis y la exocitosis por
AMPc en células FQ, como la falta de una acidificacion suficiente en sus
organelas han sido bien documentadas (Barasch & al-Awgati, 1993; Imundo et

al., 1995). Una consecuencia de esto podria ser las fallas en las modi-
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ficaciones post-traduccionales y en el transito del CFTR y de otras glico-

proteinas a la membrana.

En sintesis, la enfermedad podria ser causada por una combinacion
compleja de defectos primarios en la funcién del CFTR como canal de CI
(Welsh & Smith, 1993), defectos secundarios en las conductancias de otros
canales iénicos regulados por CFTR, tales como los canales ORCC (Gabriel et
al., 1993; Schwiebert et al., 1995; Hall et al., 1998; Hryciw & Guggino, 2000
Nov), los canales epiteliales de Na* (Knowles et al., 1983; Boucher et al., 1986),
los canales renales de K" (McNicholas et al., 1997), y por una posible
perturbacion terciaria en las modificaciones, el trafico y el plegamiento de otras

proteinas.

Ademas de los efectos provocados por el CFTR sobre la funcién de
otros canales ionicos, ha sido demostrado que el CFTR también es capaz de
regular la expresion de varios genes involucrados en la respuesta inflamatoria,
incluyendo RANTES (Schwiebert et al., 1999b), interleuquina- (IL-8) (DiMango
et al.,, 1995; DiMango et al., 1998), IL-10 (Bonfield et al., 1995a) y la 6xido
nitrico sintetasa inducible (Steagall et al., 2000). Como se describié en el caso
de la regulacion de RANTES, la misma involucra la interaccion del CFTR con la
proteina EBP50, con la que formaria un complejo macromolecular de activacion
de factores de transcripcion, como por ejemplo NF-kB (Schwiebert et al.,
1999b). Estos datos, sugieren un posible rol del CFTR en la funcion epitelial

durante la respuesta inmune innata y adquirida.

Por otra parte, se han reportado diversas alteraciones en la actividad
mitocondrial en FQ, lo que sugiere un rol muy importante del transporte de CI a
través del CFTR en los procesos de fosforilacion oxidativa y homeostasis del
calcio intracelular (Feigal & Shapiro, 1979; Feigal et al., 1982; Shapiro, 1988, ,
1989). Este tema se desarrollara con detalle mas adelante, ya que es el tema
principal de esta tesis.
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3. DIAGNOSTICO DE LA FQ

En los paises desarrollados, gracias al diagnostico precoz y a la
disponibilidad de tratamientos adecuados, son pocos los casos en los que el
estado final de la enfermedad ocurre en la primera década de vida. En
contraste, en los paises subdesarrollados el tiempo de sobrevida es mucho
menor, con una vida media de 12 afos, en lugar de 35 a 40 afios, como ocurre

en los paises desarrollados (Macri C, 1996).

De los diversos métodos de examen para diagnosticar FQ, el “test” del
sudor es el mas utlizado y consiste basicamente en cuantificar la
concentracion de NaCl presente en el sudor. En este examen, se frota una
pequefia cantidad de un compuesto quimico llamado pilocarpina (de carga
positiva) en el brazo o en la pierna del paciente. Luego, se colocan electrodos
gue generan una pequefia corriente eléctrica indolora y que permite mediante
iontoforesis la penetracion del compuesto. La pilocarpina induce asi la
sudoraciéon. Posteriormente, con un pafio de gasa o un papel de filtro se cubre
la zona por unos 30 minutos y finalmente el sudor colectado en la gasa o en el
filtro es analizado para medir los niveles de NaCl. Niveles muy elevados de
cloruro pueden indicar FQ, pero no la severidad de la enfermedad.

Debido a que los nifios recién nacidos no producen cantidades
significativas de sudor se recurre al “test” inmunoreactivo para tripsindgeno,
que analiza la presencia de tripsindgeno en sangre. Este “test” es obligatorio
desde hace algunos afios, por Ley. La desventaja del ensayo de tripsinégeno
es la frecuente presencia de falsos positivos, lo que hace necesaria su

confirmacién mediante el “test” de sudor y posterior analisis molecular.

En los casos en los que se tiene sospecha clinica de la enfermedad o en
los casos en que los andlisis mencionados han dado positivos, se recurre al
diagnéstico mediante ensayos basados en técnicas de biologia molecular, con
el fin de caracterizar el genotipo. EI diagndstico molecular permite realizar
tanto diagnoésticos prenatales como deteccion de portadores y se encuentra
incluido en algunos programas de deteccion precoz cuando se determina

hepertripsinemia (Ranieri et al., 1994). En general, la estrategia para realizar el
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diagnostico molecular comienza con el andlisis de las mutaciones mas
frecuentes en FQ. Si estas mutaciones no son identificadas, se realiza un
rastreo del gen CFTR por técnicas que permitan detectar cualquier cambio
existente en la secuencia del ADN de la muestra. Algunas de las técnicas
utilizadas inicialmente fueron la electroforesis en geles de gradiente
desnaturalizante (DGGE) (Costes et al., 1993) y el analisis de la conformacion
de ADN de cadena simple (SCCA) (Orita et al., 1989). En la actualidad, los
centros de diagnéstico especializados cuentan con nuevas plataformas
tecnologicas que permiten realizar andlisis a gran escala y que varian en

costos, flexibilidad y analisis de datos.

4. TERAPIAS EXISTENTES PARA FQ

La FQ permanece incurable y los tratamientos empleados en la
actualidad tienen como objetivo aliviar los sintomas o desacelerar el proceso, a
fin de mejorar la calidad de vida del paciente. Debido a que en FQ la principal
causa de enfermedad y mortalidad se debe a la enfermedad pulmonar, los
tratamientos estan enfocados en reducir el dafio en las vias respiratorias. Los
distintos tipos de terapias se ajustan a las necesidades de cada paciente y
combinan el uso de antibidticos y antiinflamatorios, en conjunto con diferentes

estrategias para eliminar el mucus espeso de los pulmones.

4.1. Despeje de las vias respiratorias (“Airway cle  arence”)

Una vez establecida la infeccion e inflamacion en las vias aéreas, las
células inflamatorias muertas liberan altas concentraciones de ADN,
confiriéndole mayor viscosidad a las secreciones aéreas. Se suma a esto una
mayor deshidratacién de la capa de liquido luminal y el posible aumento en la
secrecion de mucus. Como consecuencia, se reduce el despeje de las vias
aéreas, lo que permite que el ciclo de infeccidn e inflamacidon continte y

conduzca al dafio pulmonar (Davis, 1999).

La finalidad de las técnicas de despeje de las vias respiratorias es

ayudar a remover las secreciones aéreas viscosas, que contienen altas
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concentraciones de bacterias, elastasas, citoquinas y otros productos
bacterianos. Existen varios métodos para llevar a cabo esta terapia; entre ellos
se encuentran la fisioterapia de pecho tradicional, el ejercicio fisico, el uso de
aparatos mecanicos y técnicas de respiracion y tos especificas (Davidson AGF,
1995). Es importante que la terapia comience tan pronto como sea posible, ya
gue desde un comienzo muy temprano de la enfermedad se pueden encontrar
mediadores inflamatorios y bacterias, por lo que la intervencion para eliminar
las secreciones bronqueoalveolares es muy beneficioso (Konstan et al., 1994;
Khan et al., 1995).

4.2. Terapia con antibioticos

El desarrollo de antibi6ticos potentes de amplio espectro, en particular
los dirigidos contra Pseudomonas, han permitido aumentar la supervivencia de
los pacientes con FQ desde hace varias décadas (Pedersen et al., 1987). La
finalidad del uso racional de antibiéticos en FQ es reducir la infeccién bacterial
cronica que induce la inflamacion de las vias aéreas, la obstruccién de las
mismas y la bronquiectasia. La infeccion con P. aeruginosa no puede ser
completamente erradicada a pesar de una terapia agresiva con antibioticos,
pero si puede ser reducida (en conjunto con otras terapias como el despeje de
las vias respiratorias), observandose una mejora en los sintomas y en la

funcion pulmonar (Smith et al., 1988).

Los antibiéticos pueden ser administrados en forma intravenosa, oral o
aerosolizados, lo que depende de la situacién clinica de cada paciente en
particular. Para realizar una terapia exitosa con antibiéticos administrados por
via intravenosa, es fundamental usar la combinacion y la dosis apropiada de
drogas durante un tiempo adecuado. También es muy importante identificar las
bacterias presentes en el esputo del paciente para guiar la eleccién de los
antibioticos. La terapia intravenosa es generalmente aplicada a las exacer-
baciones severas de la enfermedad. La terapia oral en cambio, se encuentra
mas limitada a las exacerbaciones de severidad moderada. Los antibidticos de
amplio espectro pueden proveer beneficios clinicos aiun cuando no sean

activos contra las especies de Pseudomonas, ya que son efectivos contra otras
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bacterias presentes en el tracto respiratorio inferior (Jewes & Spencer, 1990).
El uso de antibiéticos administrados por inhalacién presenta la ventaja de
aportar una mayor concentracion de la droga en las vias aéreas (Littlewood et
al., 1993; Toso et al., 1996).

4.3. Tratamiento con DNasa

Debido a que la presencia de altas concentraciones de ADN en las
secreciones de las vias aéreas aumentan la viscosidad del mucus, su ruptura
mediante el tratamiento con desoxirribonucleasa recombinante humana (DNasa
rh) favoreceria el despeje de las vias aéreas. La DNasa rh ha sido probada en
analisis clinicos y aprobada por la “U.S. Food and Drug Administration” (Shak,
1995). Los estudios in vitro junto con los estudios clinicos demostraron que la
DNasa reduce las propiedades viscoelasticas del esputo en FQ (Aitken et al.,
1992; Hubbard et al., 1992; Ramsey et al., 1993).

4.4. Terapia antiinflamatoria

El tratamiento de la inflamacién es fundamental para el manejo de la
enfermedad pulmonar en FQ, particularmente por la evidencia de inflamacién
en la vida temprana de los pacientes. El uso sistémico de corticosteroides para
este proposito estd limitado por la alta incidencia de efectos laterales
(Rosenstein & Eigen, 1991). Por otra parte, el ibuprofeno es el antiinflamatorio
no esteroideo mas utilizado en FQ por su capacidad de inhibir la migracion de
los neutrdfilos (Konstan, 1998), aunque también posee algunos efectos
secundarios. En la actualidad, se buscan alternativas antiinflamatorias de

menor toxicidad.

5. EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES EN FQ

5.1. Antecedentes
Desde 1994 nuestro laboratorio estudia la expresion de genes que
pudiesen estar modulados especificamente en la FQ, con el fin de conocer con

mayor detalle los mecanismos involucrados en la enfermedad. En ese
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entonces no se conocia ningun gen CFTR-dependiente y no se conocian las
interacciones del CFTR a través de los dominios PDZ. Tampoco se sabia si el
transporte de CI" podria tener algin efecto gendémico (aun hoy se ignora con
certeza). Para explorar la hipdtesis de la existencia de genes CFTR-
dependientes se utilizé6 el método denominado “differential display” o “display”
diferencial (DD) (Liang & Pardee, 1992; Cafferata et al., 1996). De ésta manera
se lograron observar diferentes genes cuya expresion dependia de la presencia
o de la actividad del CFTR. Uno de los fragmentos de ADN copia (ADNCc)
observados en el “display” diferencial de células CFDE (fenotipo FQ) fue
clonado, secuenciado e identificado como correspondiente a la tirosina quinasa
SRC (Gonzalez-Guerrico, 2001; Gonzalez-Guerrico et al., 2002). Asimismo, se
comprobd el incremento de la actividad de SRC y se observd que la expresion
de MUCL1 se encontraba aumentada en células FQ, por lo que SRC podria ser
el puente entre la sobrepodruccion de mucinas y la falla del CFTR en FQ
(Gonzalez-Guerrico et al., 2002).

Este trabajo de tesis comenzé a partir de los resultados obtenidos en un
“display” diferencial (Marcucci, 2003; Valdivieso et al., 2007). EIl mismo fue
realizado con la finalidad de continuar con el estudio de genes dependientes
del CFTR, pero al contrario que en el caso de c-Scr, cuyo gen era
sobreexpresado (Gonzélez-Guerrico, 2001), se buscé un gen cuya expresion
se encontrara reducida en FQ. Entonces, se seleccion6 del DD una banda con
expresion disminuida en FQ, que luego fue identificada como un ARNmM
correspondiente al gen MTND4. Dicho gen codifica para la subunidad ND4 del
complejo | mitocondrial (Clm), una de las 7 subunidades de este complejo
codificadas por el genoma mitocondrial (Chomyn et al., 1985; Chomyn et al.,
1986).

En la actualidad se desconoce la funcion exacta de dicha subunidad vy si
la misma se encuentra o no involucrada en la transferencia de electrones o en
la translocacion de protones. Sin embargo, se ha reportado en varios trabajos
que la subunidad ND4 es un componente fundamental para la correcta
actividad del CIm (Degli Esposti et al., 1994).
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5.2. El modelo utilizado para el “Display” diferenc ial (DD)

Brevemente, el DD fue realizado con ARNm aislado de células CFDE
(provenientes de un paciente con FQ), células CFDE/6RepCFTR (células
CFDE normalizadas en la expresion de CFTR salvaje) y éstas Ultimas tratadas
con un inhibidor del CFTR (glibenclamida). El inhibidor se utilizo para revertir el
fenotipo normalizado de las células CFDE/6RepCFTR hacia un fenotipo
enfermo. De esta manera, se descartaron los genes que podian tener afectada
su expresion por causas diferentes a la alteracién del transporte de CI” por
CFTR; por ejemplo, debido a efectos producidos por la transfeccién, por alguna
variacion en la historia de las células post transfeccion (p.e., seleccion clonal de
las mutantes que tuviesen mayor velocidad de crecimiento), o por la simple
presencia de la proteina CFTR en la membrana. Asi, los genes cuya expresion
depende exclusivamente de la actividad del CFTR deberian tener niveles
diferentes en las células transfectadas y este cambio deberia poder revertirse
tras el tratamiento con el inhibidor del CFTR. En otras palabras, buscabamos
identificar en el DD aquellos fragmentos de expresion diferencial entre las
células corregidas y las FQ, que podian revertirse con el tratamiento con
glibenclamida. Ademas, esta reversion observada tras el tratamiento con un
inhibidor del canal, indicaria que no solo existe una correlacion entre la
expresion diferencial del gen en estudio y la actividad del CFTR, sino una

relacion causa-efecto.

6. ANORMALIDADES MITOCONDRIALES ASOCIADAS A FQ

Antes de conocerse la existencia de la falla del CFTR en FQ, se habian
descrito diversas anormalidades mitocondriales asociadas a esta enfermedad.
Entre otros efectos, se habia reportado que las mitocondrias de células FQ
incorporaban mas calcio (Feigal & Shapiro, 1979; Feigal et al., 1982) y que el
consumo de oxigeno era mayor que en células normales usadas como
controles (Shapiro et al., 1979). La incorporacion de calcio por la mitocondria
es una compleja reaccion dirigida por el gradiente de protones que se

establece entre ambos lados de la membrana interna mitocondrial debido al
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sistema de fosforilacion oxidativa. Por otro lado, el consumo de oxigeno celular

esta determinado por la actividad de dicho sistema.

Estos datos sugerian que en FQ la cadena de transporte de electrones
presentaba modificaciones con respecto a un fenotipo normal, e incluso
llegaron a pensar que el gen mutante responsable de la FQ se encontraba en
el Complejo | mitocondrial (CIm) (Shapiro et al., 1979). Mas aun, en 1988
Dechecchi y col. (Dechecchi et al., 1988) encontraron alteraciones significativas
en las propiedades del CIm de la cadena respiratoria mitocondrial en células
FQ. Pero luego del descubrimiento de la falla en el CFTR en FQ (Riordan et
al., 1989), todas estas teorias fueron descartadas y dejadas en el olvido. Sin
embargo, segun de Meer y col. (de Meer et al., 1995), las anormalidades
observadas explicarian los defectos en la eficiencia oxidativa en el musculo

esquelético de pacientes FQ.

7. EL COMPLEJO | MITOCONDRIAL (CIm)

7.1. Funcioén del Clm

El Cim, también conocido como complejo NADH:ubiquinona oxido-
reductasa o complejo NADH deshidrogenasa, es la puerta de entrada del
NADH proveniente del ciclo de los acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs) a la
cadena respiratoria, en la cual se lleva a cabo la produccion de energia
mediante fosforilacién oxidativa. La produccion de energia ocurre gracias a la
accion concertada de cinco complejos enzimaticos embebidos en la membrana
interna mitocondrial. Asi, el CIm acopla la oxidacion de NADH y la reduccién
de ubiquinona con la generacion de una parte del gradiente de protones
utilizado para la sintesis de ATP. Los electrones son transferidos a través de
nueve “clusters” de hierro-azufre hasta el aceptor de electrones ubiquinona y
luego a lo largo del sistema de fosforilacion oxidativa hasta el complejo IV para
reducir oxigeno molecular. La energia liberada durante este proceso es
utilizada para translocar los protones a través de la membrana interna

mitocondrial (Figura 4). Por cada NADH que se oxida, el Clm transporta 4
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protones hacia el espacio intermembrana (Galkin et al., 1999; Galkin et al.,
2006).

Todavia se debate sobre el mecanismo involucrado en el acoplamiento
entre la transferencia de electrones y la translocacion de protones. Algunos
autores sostienen que la transferencia de electrones podria estar acoplada
directamente por la proximidad del sitio de unién de ubiquinona a la
translocacion de protones, en tanto que otros apoyan la hipotesis de que
estaria acoplada a través de cambios conformacionales del complejo enzima-
tico (Vinogradov, 2001; Brandt, 2006).
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Figura 4: Esquema de la cadena respiratoria mitocon  drial. Se muestran los 5 complejos del
sistema de fosforilacion oxidativa mitocondrial (I, II, 1ll, IV: cadena de transporte de electrones
(CTE) y V: ATPasa), ubicados sobre la membrana interna mitocondrial. Q, es ubiquinona
(Coenzima Q10 o CoQ10), que transporta los electrones que ingresan a la cadena por la
oxidacién de NADH en el Cim. Esta figura fue modificada de la original publicada por la

empresa “Mitoscience” (URL: http://www.mitosciences.com/complex_i.html).

7.2. Estructura del CIm

A partir de imagenes de microscopia electronica, se ha podido observar
gue el CIm tiene forma similar a una bota, o forma de L, y puede ser disociado
en dos sub-complejos principales que corresponden al tobillo y al pie de la bota

(Figura 5). EIl tobillo constituiria un sub-complejo que se dirige desde la
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membrana hacia la matriz mitocondrial y contiene la mayoria de los grupos
involucrados en las reacciones de oxido-reduccion, entre ellos, al sitio de union
de NADH. EIl pie del complejo, formado por subunidades hidrofébicas, se
encuentra embebido en la membrana interna mitocondrial y contiene al sitio
catalitico en el cual se produce la reduccién de la ubiquinona y la union de
inhibidores especificos. En esta porcion del Clm se encuentran las sub-

unidades codificadas por el genoma mitocondrial (Figura 5) (Janssen et al.,
2006; Vogel et al., 2007).
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Figura 5: Topologia de las subunidades del Cim. Se muestra la separacion del Complejo |
mitocondrial en distintos fragmentos denominados la, IB, IA y ly. La figura muestra como se
distribuyen las 45 subunidades que conforman al CIm en cada uno de los fragmentos. En rojo
se encuadran las subunidades codificadas por el genoma mitocondrial. Esta figura fue
modificada del original en un trabajo de Janssen y col. (Janssen et al., 2006).

7.3. Posible funcion de MTND4

Aparentemente, la subunidad MTND4 estaria involucrada en la
formacién de un dominio necesario para la asociacion de las deshidrogenasas
mitocondriales ligadas a NADH con el complejo enzimatico, facilitando la
transferencia de NADH entre ambos. Dicha hipotesis se sustenta en trabajos

23



INTRODUCCION

gue han demostrado la existencia de varias deshidrogenasas mitocondriales
asociadas al Clm (Sumegi & Srere, 1984). De esta forma, la mutacién
ND4/11778 determinaria una baja eficiencia en la oxidaciéon mitocondrial de
sustratos ligados a NADH (Majander et al., 1991). Por otro lado, hay autores
qgue proponen que MTND4 estaria involucrada en el ensamblado de la porcién
del complejo unida a membrana o en la formacion de un dominio necesario
para el ensamblado de ambas partes del complejo y su posterior localizacion
en la membrana interna (Hofhaus & Attardi, 1993; Chomyn, 2001 ). Esto es
apoyado por otro trabajo donde se ha demostrado que aun en la ausencia de
MTND4 o MTND5, se produce la formacion de un subcomplejo del brazo
periférico (Bourges et al., 2004).

En este trabajo de Tesis hemos observado claramente una disminucion
en la actividad del Clm concomitante con la disminucién de la expresion de
MTND4 en células FQ o en células normales tratadas con inhibidores del
CFTR, una disminucion que podria explicar las fallas mitocondriales asociadas
a FQ mencionadas anteriormente. Estos resultados seran también descriptos y
discutidos en esta Tesis.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Como se indicé anteriormente, hemos demostrado la existencia de
genes dependientes de la actividad del CFTR mediante DD. Ahora, hemos
encontrado otro gen CFTR-dependiente: el gen MTND4, que codifica una de
las subunidades del Cim. Debido a que se ha demostrado que la subunidad
MTND4 es de gran importancia para la actividad de dicho complejo enzimético,
nuestra hipo6tesis de trabajo es que la actividad del canal de cloruro CFTR
podria regular de manera directa o indirecta la actividad del Cim y ser

responsable del aumento de especies reactivas de oxigeno en FQ.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Demostrar la expresion diferencial del gen mitocondrial MTND4 en fibrosis
quistica mediada por la falla del canal de cloruro CFTR y determinar si existe
una disminucion de la actividad del CIm en FQ.

Objetivos particulares:

1. Validar los resultados obtenidos por DD sobre la regulacion negativa del
gen MTND4 en FQ.

2. Determinar si la reduccion de MTND4 tiene consecuencias en la actividad
del CIm.

3. Utilizar distintos modelos celulares de FQ para confirmar los resultados

anteriores.

4. Determinar si la falla del CIm en FQ genera un aumento en la produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS).

5. Determinar el niumero de copias de ADN mitocondrial (ADNmt) en células
FQ y células normales, para saber si la disminucion de la expresion del
gen MTND4 puede ser atribuida a una disminucion en el niumero de

copias del ADNmt.
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1. Cultivos celulares

1.1. Células CFDE y células CFDE/6RepCFTR

CFDE es una linea celular proveniente de células epiteliales de glandula

tragqueobronquial de un paciente con Fibrosis Quistica (Lei et al., 1996).

CFDE/6RepCFTR

son células CFDE

transfectadas con el plasmido

pRep5/CFTR, que expresa en forma episomal el CFTR salvaje y corrige el

transporte de cloruro dependiente de AMP ciclico (AMPc), afectado en FQ.

Estas células fueron facilitadas por el Dr. Dieter Gruenert (Human Molecular

Genetics Unit, Department of Medicine, University of Vermont, Burlington, VT,

USA) (Lei et al., 1996).

Hya B
pREPSE

10100 bp

EBNA-1

14200 bp

SV40 (A+)

Figura 6: Esquema de la construccién del plasmido p

pREPS/CFTR
Amp

11 (+) ori
Amp lac Z

pBQ4T

ColE1 orl 7660 bp

EBNA-1 8

5REP/CFTR.

Un fragmento de CFTR de 4,7 kb fue obtenido por digestion del plasmido pBQ4,7. (B) El
plasmido pBQ4,7 es un plasmido pBluescript KS+ con un inserto del ADNc del gen CFTR,
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obtenido por digestion con Pstl. Para escindir el inserto cftr del sitio de clonado de pBluscript
KS+, el plasmido fue digerido con Notl y Kpnl. El fragmento de CFTR fue insertado en el sitio
de clonado del vector pREP5B (A) previamente clivado con Notl y Kpnl, para que el CFTR
guede en la orientacion correcta; el extremo 5 del fragmento quedd adyacente al promotor
RSV LTR y el extremo 3" a la region de poliadenilacion de SV40. Las secuencias EVB oriP y

EBNAL facilitan la replicacion episomal y el mantenimiento de (C) pRep5/CFTR.

1.2. Células IB-3y S9

Estas células fueron adquiridas a ATCC, Rockville, MD. Las células IB-3
poseen la mutacibn mas comun en FQ (AF508) y una mutacion sin sentido
(W1282X), con una sefal de terminacion prematura (hoja de datos de ATCC)
(Zeitlin et al., 1991). Las células S9 son células IB-3 que han sido transducidas
con un vector viral (en lugar de un plasmido como es el caso de las
CFDE/6RepCFTR). Expresan CFTR en forma estable, con lo cual, a diferencia
de las CFDE/6RepCFTR, no requieren antibioticos para mantener la expresion
del CFTR normal. La desventaja con respecto a las CFDE es que el gen esta
insertado al azar en el genoma sin que se conozcan posibles efectos laterales
y, ademas, por el mismo motivo, podria existir selecciéon clonal (mdultiples

clones con distintos puntos de insercién).

1.3. Células T84

Esta linea celular fue obtenida de ATCC (CCL 248) (ATCC, Rockville,
MD) y proviene de células epiteliales de carcinoma de colon humano.
Expresan CFTR salvaje (Gregory, 1990; Cafferata, 2000; Cafferata, 2001). El
objetivo de usar estas células es evitar la existencia de una posible selecciéon
clonal o los efectos de antibiéticos, como ocurre con las dos lineas anterior-
mente descriptas (CFDE y IB-3). El modelo consiste en inhibir la actividad del
CFTR para provocar en estas células una fibrosis quistica “inducida”. Asi, tanto
los controles (T84) como las tratadas con inhibidores, difieren Gnicamente en la
presencia del inhibidor. Aqui la desventaja podria ser que los controles no
llevan inhibidor y podrian existir efectos colaterales del inhibidor, no especificos
de la inhibicion del CFTR. Por este motivo, lo mas adecuado es verificar los
resultados en varios modelos y comprobar que se obtienen los mismos
resultados. En particular, el uso de ARNi es adecuado para validar los datos
obtenidos con inhibidores (se describe méas adelante).
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1.4. Células Caco-2

Esta linea celular fue obtenida de ATCC (HTB-37) (ATCC, Rockville,
MD) y proviene de células epiteliales de carcinoma de colon humano.
Expresan CFTR salvaje en niveles similares a las células T84. Se utilizaron

para corroborar los resultados obtenidos con células T84.

1.5. Condiciones de cultivo

Las células CFDE y CFDE/6RepCFTR fueron crecidas sobre una matriz
de colageno y fibronectina, en botellas o cajas de Petri de plastico aptas para
el cultivo de células, como fue previamente descripto por Lei (Lei et al., 1996).
Para preparar la matriz de colageno y fibronectina se colocaron 1-2 ml de la

siguiente solucion en placas o botellas de cultivo:

Medio de cultivo DMEM-F12 (1:1) 100 ml
Seroalbumina bovina (1mg/ml) 10 ml
Colageno tipo I (2,9 mg/ml) 1mi
Fibronectina humana 1mg

Las placas se dejaron con la solucién a 37 °C durante 2 hs y luego se
retir0 el excedente.

Todas las lineas celulares utilizadas se cultivaron en medio de cultivo
DMEM-F12 1:1 (Life Technologies, Gibco-BRL, Rockville, MD) suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (BIOSER, Buenos Aires, Argentina), 10 U/ml
penicilina, 10 pg/ml estreptomicina y 50 uM anfotericina B (Life Technologies,
Rockville, MD); en una atmésfera de aire saturado de agua y equilibrado con 5
% de CO2.

Las células CFDE/6RepCFTR se cultivaron en presencia de 100 ug/ml
de higromicina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para mantener la seleccion del
plasmido que expresa el CFTR. Luego de la seleccion, 24 horas antes de los
ensayos, el medio con higromicina B fue reemplazado por medio sin este

antibiotico (para minimizar posibles efectos laterales de este antibiotico).
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2. Congelamiento y descongelamiento de las células

2.1. Descongelamiento

Se retird el criotubo con células del nitrogeno liquido y se sumergio en
un bafio de agua a 37 °C con agitacion constante. Inmediatamente después
del descongelamiento, las células se pasaron a una botella de 75 cm? con 10
ml del medio de cultivo descrito anteriormente. A las 2 o 3 horas, una vez
adheridas al fondo, el medio fue reemplazado por medio fresco, para eliminar
los restos de DMSO (dimetil sulfoxido) presentes en el medio de congelamien-
to. Las células se crecieron en estufa a 37 °C, con una atmésfera de aire

saturado de agua y con 5 % de CO2.

2.2. Congelamiento

Con el fin de preservar las caracteristicas originales de la linea celular,
luego del descongelamiento y replicacion, se procedié a congelar parte de las
células obtenidas. El rango de concentracion celular utilizado oscilé entre 2 'y 8
x 10° cél. /ml /criotubo. Las células subconfluentes se trataron con una solu-
cion de tripsina-EDTA (0,25 % tripsina / 0,02 % EDTA en PBS 1X),
aproximadamente durante 5 minutos, hasta que las células se disgregaron.
Luego se inactivo la tripsina utilizando medio de cultivo suplementado con 10 %
de suero fetal bovino y las células disgregadas fueron centrifugadas a 400 x g
durante 5 minutos; se retir6 el medio sobrenadante y se resuspendieron las
células en medio de congelamiento (10 % DMSO, 50 % suero fetal bovino, 40
% de medio DMEM-F12). Posteriormente, se incubaron en hielo durante 15
min, luego se almacenaron a —70 °C durante 16 hs (dentro de un recipiente de
telgopor para disminuir la pendiente de congelamiento) y finalmente a —-196 °C,

en un termo con nitrdgeno liquido.

3. Bloqueo de la actividad del transporte de cloru ro a través del CFTR
mediante inhibidores sintéticos
Las células fueron cultivadas hasta un 70-80 % de confluencia en placas
de cultivo de 78 cm?. Una vez alcanzada dicha confluencia, se recambi6 el
medio por otro sin suero y se dejaron 24 horas en incubacion, a 37 °C. Luego
se agregaron, en medio sin suero, los inhibidores adecuados para cada

31



MATERIALES Y METODOS

tratamiento, a diferentes concentraciones (glibenclamida [50, 100 y 150 uM]j;
CFTR(inh)-172 [2,5; 5y 10 uM]) y se incub6 durante 24-48 horas, a 37 °C. Las
incubaciones de 24 horas se realizaron para la medicion de la expresion del
ARNmM de MTND4. Las incubaciones de 48 horas se hicieron para los ensayos
de medicién de la actividad del complejo | mitocondrial. Una vez determinada
la concentracion Optima para cada inhibidor, se utiliz6 solamente esa

concentracion (100 uM para glibenclamida y 5 pM para CFTR(inh)-172).

4. Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total se realizé utilizando el reactivo TRl Reagent
(Sigma-Aldrich), siguiendo las instrucciones del fabricante, con algunas
modificaciones. Las células fueron lavadas con 2 ml de PBS 1X frio y lisadas
con 1-3 ml de TRI Reagent. Para separar el ARN del ADN vy las proteinas, por
cada 1 ml de reactivo se agregaron 200 ul de cloroformo y se mezcld
vigorosamente. Se incubd a temperatura ambiente (T°A) 5 min y se centrifugd
a 12000 x g durante 15 min a 4 °C, para facilitar la separacion de fases. Luego
se extrajo la fase acuosa, que contiene el ARN total, con cuidado de no tocar la
interfase que contiene el ADN gendmico y la mayor parte de las proteinas (y
ARNasas). Se precipitdo el ARN de la fase acuosa con un volumen de iso-
propanol y se centrifugé a 12000 x g por 10 min a 4 °C. El precipitado se lavo
tres veces con etanol 75 % (v/v en agua) frio para eliminar los restos de
isotocianato de guanidina y se dejo secar. Finalmente, se disolvio el precipi-
tado en agua tratada con 0.1 % de dietilpirocarbonato (DEPC; libre de
ribonucleasas) a razén de 30 pl por cada 5 x 10° células y se guardé a -70 °C.
La cuantificacion se realizo espectrofotométricamente (GenQuant, Pharmacia
Biotech, SP, Cambridge, England). Para verificar la pureza del ARN, se usaron
las relaciones de absorbancia A260 nm/A230 nm (menor a 2,0 implica que aun
hay exceso de sales y deben repetirse los lavados) y A260 nm/A280 nm (para
tener en cuenta impurezas proteicas; el cociente es considerado aceptable a
partir de 1,7).
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5. Purificacion de ADN

La extraccion de ADN fue realizada usando el “Wizard Genomic DNA
Purification KIT” de Promega (Promega, Madison, WI, USA) segun las
instrucciones del fabricante, con algunas modificaciones. Brevemente, se
cosecharon 5 x 10° células con rastrillo, se transfirieron a tubos de 1,5 ml y se
centrifugaron a 13.000 x g 10 seg. Se removio el sobrenadante y se lavaron
las células con 200 pl de PBS 1X. Luego se agregaron 600 pl de la solucion de
lisis (solucidon provista por el fabricante) y se resuspendi6é por agitacion hasta
obtener una solucién homogénea. Se agregaron 3 pl de solucion de ARNasa
(“RNase”; solucién provista por el fabricante) (12 pg), se mezclo e incubd a 37
°C por 15 min y se dejé el tubo en hielo durante 5 min. Luego se agregaron
200 pl de solucion de precipitacion de proteinas (solucién provista por el
fabricante) y se agitd en vortex durante 20 seg a maxima velocidad. Se
centrifugd a 13.000 x g durante 1 min y se transfirio el sobrenadante con el
ADN a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml que contenia 600 ul de
isopropanol, a T°A. Se mezcl6 suavemente hasta que se hicieron visibles unas
pequefias fibras blancas formadas por el ADN y se centrifugé a 13.000 x g
durante 1 min. Luego se descartd el cuidadosamente el sobrenadante y se
agregaron 600 pl de etanol 70 % a T°A, para lavar el ADN. Se descarté el
etanol y se dejé secar el precipitado durante 15 min a T°A. Finalmente, se
agregaron 100 ul de agua libre de ADNasa (DNAsa) y se rehidraté el ADN
incubando la solucién a 65 °C por 1 hr. Finalmente, el ADN fue almacenado a

-20 °C hasta su uso.

6. RT-PCR (“Reverse Transcription - P_olimerase C_hain R eaction”)

Semicuantitativa

6.1. Transcripcion Reversa (RT)

Las muestras de ARN total (4 pg), extraidas de células CFDE,
CFDE/6RepCFTR y CFDE/6RepCFTR tratadas con distintas concentraciones
de glibenclamida o CFTR(inh)-172, se trataron con “RQ1 RNase-Free DNase I”
(1 U/ug total RNA; Promega, Madison, WI) durante 30 min a 37 °C y luego se

detuvo la reaccion con solucién de detencion, incubando a 65 °C durante 10
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min. Se realizd la reaccion de RT usando transcriptasa reversa M-MLV
(Promega) segun las instrucciones del fabricante, con unas pocas modi-
ficaciones. Brevemente, se usé 1 ug de ARN libre de ADN, 4 uM de cebadores
antisentido (“reverse primers”) especificos para MTND4 y GAPDH (secuencias
en Tabla I) y 100 U de transcriptasa reversa/ug de ARN. La amplificacion de

GAPDH fue utilizada como control interno.

6.2. RT-PCR “multiplex” semicuantitativa

Se agregaron diferentes diluciones de las muestras de ADNc a 40 pl de
mezcla de reaccion de PCR (reaccion de polimerasa en cadena) (1,5 mM
MgCl,, 0,4 mM desoxinucleétidos trifosfatos, 1 U de Tagq DNA polimerasa
[Promega] y los cebadores “reverse” y “forward” de la Tabla I) y se efectuaron
30 ciclos de amplificacién como se indica mas adelante (en 6.4. Condiciones de
amplificacion por PCR). En cada experimento, se realizaron ensayos
preliminares con diferentes diluciones de ADNc para determinar la fase
exponencial de la amplificacion por PCR. Luego se separaron los productos de
la reaccion de PCR por electroforesis en geles de agarosa 3 % (p/v),
preparados en solucién amortiguadora (“buffer’) TAE 1X (Tris base 40 mM,
acido acético 18 mM, EDTA 1 mM, pH 8). Las bandas fueron visualizadas y la
imagen digitalizada utilizando un transiluminador y analizador de geles Biorad,
Para calcular el nivel de expresion de MTND4, se cuantifico la intensidad de las
bandas de los productos de PCR usando el programa Scion Image (Scion
Corp., Frederick, MD) y se calculd la relacion entre los valores obtenidos para
MTND4 y GAPDH. Se hicieron al menos cuatro experimentos, cada uno por

cuadruplicado, para realizar los analisis estadisticos.

Tabla I: Secuencias de los cebadores (“primers”) y longitud de sus productos.

Gen Diana | Cebador “forward” Cebador “reverse” Lal go del producto de PCR

en pares de bases (bp)

MTND4 5"-CTCACAACACCCTAGGCTCA-3" | 5-GACTGTGAGTGCGTTCGTA-3’ 500

GAPDH 5"-CCCATCACCATCTTCCAGGA-3" | 5-TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3’ 300

6.3. RT-PCR semicuantitativa con curva estandar
Para lograr una mayor reproducibilidad y eliminar los artefactos
(dimeros, amplificaciones inespecificas, etc.) que suelen aparecer en las PCR
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“multiplex”, adaptamos una técnica de PCR cuantitativa con curva estandar,
previamente creada por Miller y col. (Miller et al., 2003) para cuantificar ADN
mitocondrial (ADNmt). Brevemente, se usO un unico plasmido recombinante
como referencia, que contenia una copia de cada secuencia de ADN diana,
MTND4 (gen mitocondrial) y GAPDH (gen nuclear), cuya construccion se
describe mas adelante. Se hicieron dos reacciones de PCR separadas, una
amplificando MTND4 y la otra GAPDH, a partir de ADNc obtenido por RT. Aqui
se diferencia de los ensayos de PCR “multiplex”, en los cuales los cebadores
para los dos genes se agregan juntos, en el mismo tubo de reaccion. En cada
amplificacion se utilizé el plasmido pGEM-ND4-GAPDH como control y para
construir la curva estandar. La mezcla de reaccion fue la misma que la usada
en la PCR “multiplex”, pero con un par de cebadores para amplificar un solo
gen. Se usaron varias diluciones de ADNc para determinar la fase exponencial
de la amplificacion por PCR y asegurar que los productos se encontrasen
dentro de este rango exponencial. Para la amplificacion de cada gen, se
hicieron diluciones seriales del plasmido estandar (de concentracion conocida)
y se separaron en tubos independientes; se amplificaron en la misma reaccion
de PCR que los ADNc correspondientes a cada tratamiento para permitir la
comparaciéon con estos productos. La abundancia de los productos correspon-
dientes a cada tratamiento fue inicialmente expresada como nanogramos
equivalentes de plasmido. Finalmente, la expresion de MTND4 se expreso6
calculando el cociente entre los productos obtenidos de MTND4 y GAPDH.
Debido a la variabilidad intrinseca de estos ensayos, para realizar el analisis
estadistico se hicieron al menos cuatro experimentos, cada uno por

cuadruplicado.

6.4. Cuantificacion del nivel de copias de ADN mito  condrial
(ADNmt) por “Real Time”-PCR

La cuantificacion del nivel nimero de copias de ADNmt se realizo

mediante una adaptacion de la técnica descrita por Miller y col. (Miller et al.,

2003), para la cuantificaciéon del numero de copias de ADNmt, a la nueva

tecnologia de PCR en tiempo real (“Real Time PCR”). Basicamente, la técnica

se asemeja a la que usamos para cuantificar el nivel de expresion de MTND4

por el método de la curva estandar. En este caso, utilizamos ADN total
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extraido de las células en estudio, en lugar de ADNc proveniente de una
reaccion de transcripcién. El resto de la reaccion de PCR se realiz6 en las
mismas condiciones, con el agregado del colorante “EvaGreen” (Biotium Inc.,
Hayward, CA) para detectar los productos de amplificacion mediante el uso de
un termociclador iQ cycler (Bio-Rad, Hercules, CA), con lector de amplificacion
en tiempo real. Los cebadores utilizados se encuentran detallados en la Tabla
I. Se calculé la concentracion relativa de cada gen a partir de los resultados de
la curva estandar, mediante el programa de computacion provisto con el
termociclador. Se cuantificé el nivel de copias de ADNmt con la relacion entre
la concentracion del gen mitocondrial y la del gen nuclear (MTND4/GAPDH).
Se realizaron dos experimentos independientes para cada tipo celular y se

realizé cada uno por cuadruplicado.

6.5. Condiciones de amplificacion por PCR

Tanto la PCR “multiplex” como las PCR con curva estandar se realizaron
en las siguientes condiciones: 94 °C (4 min) y 30 ciclos de 94 °C (30 seg), 50
°C (40 seg), 72 °C (60 seg) y 2 min de extension final a 72 °C. Al finalizar la
PCR, 10 pl de cada mezcla de PCR fueron separados en geles de agarosa 3 %
con bromuro de etidio, visualizados por transiluminacion UV con un
documentador de geles (UVP, Inc. Upland, CA, U.S.A)) y guardados como

imagenes para su posterior cuantificacion.

6.6. Construccion del plasmido estandar para PCR cu  antitativa

Un fragmento de 300 pb correspondiente al gen GAPDH y uno de 500
pb con una parte de la secuencia del gen MTND4, fueron insertados en un
plasmido utilizando el sistema “pGEM-T Easy Vector” (Promega). En primer
lugar, se amplificé por PCR el fragmento de MTND4 a partir de 0,1 pg de ADN
extraido de células IB-3; la amplificacion se hizo utilizando los cebadores que
se muestran en la Tabla | y en las condiciones ya mencionadas. EI producto
fue visualizado en un gel de agarosa 3 %: la banda de 500 pb fue eluida desde
el gel mediante “GENCLEAN Il KIT” (BIO101, Vista CA, USA) y se cuantifico
por espectrofotometria a 280 nm. Posteriormente, el fragmento fue ligado al
plasmido pGEM-T siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez hecha la

ligacion, el plasmido fue introducido en bacterias DH5a competentes, mediante
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transformacién. Se examiné por “colony PCR” (se describe mas adelante) la
presencia del inserto en distintas colonias. Se eligié una de las colonias que
dieron amplificacion positiva y se realizé una mini preparaciéon de plasmido (se
describe mas adelante). La presencia del inserto fue testeada por digestion
con la enzima de restriccibn Eco RI, siguiendo el protocolo del fabricante
(Promega). Para la segunda parte del clonado, se sintetizaron nuevos
cebadores correspondientes al fragmento de 300 pb de GAPDH, que fueron
modificados con el agregado de sitios de corte para las enzimas de restriccion
Nsi | y Pst | en los extremos 5 (Tabla Il). A partir de los productos de
amplificacion de este gen obtenidos por RT-PCR (para no incluir intrones en el
inserto), se hizo una PCR con los nuevos “primers” y se visualizd el producto
de 300 pb mediante gel de agarosa 3 %. El producto de la amplificacion
obtenido fue digerido con las enzimas de digestion Nsi |y Pst | en paralelo con
el plasmido seleccionado, que contenia el inserto correspondiente a MTND4.
Los productos de digestion fueron corridos en geles de agarosa 3 % Yy eluidos
mediante “GENCLEAN II” para purificarlos; luego fueron cuantificados y ligados
con ligasa de T4 (Promega) segun las instrucciones del fabricante. Se
transformaron nuevamente bacterias con el producto de ligacién, se colocaron
en placas de Petri con medio LB-agar (NaCl 1 %, triptona 1 %, extracto de
levadura 0.5 %, agar 1,5 %), que contenian 100 pg/ml de ampicilina y se
incubaron a 37 °C toda la noche. Se realizé una “colony PCR”, amplificando
por separado con los cebadores correspondientes a cada gen (Tabla I) y se
identificaron las colonias que llevaban el plasmido con los dos insertos.
Finalmente, se amplificd y purific el clon seleccionado mediante “mini-preps” y
se confirmd la presencia de los dos insertos por secuenciacion de los

plasmidos purificados.

Cebador “forward” GAPDH (Nsi I) | 5-ggtcacgatgcat cccatcaccatcttcca-3 | Tm: 71 °C

Cebador “reverse” GAPDH (Pst I) | 5" -tgaggacctgcag tgtggtcatgagtccttc-3~ | Tm: 69.2 °C

Tabla II: Secuencias de los cebadores de GAPDH modificados con sitios de restriccion. Las
letras en negritas corresponden a los sitios de corte de las enzimas de restriccién. En letra
italica se muestran las bases extras de secuencia al azar, agregadas para facilitar el corte de

restriccion.
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7. Andlisis de los productos de traduccion mitocon driales mediante
marcado isotopico (“pulse-labeling”)

El andlisis de la sintesis de proteinas mitocondriales se realiz6 mediante
“pulse-labeling”, que permite cuantificar la sintesis de novo de proteinas
mitocondriales, utilizando una mezcla de metionina-cisteina [*°S], como ha sido
descrito por otros autores (Chomyn et al., 1985; Hayashi et al., 1994), con
algunas modificaciones. Para cada tratamiento se incubaron toda la noche
(ON) 2 X 10° de células en placas de Petri p60. Luego se lavaron las células
con PBS 1X y se incubaron con medio DMEM sin metionina durante 30 min.
Posteriormente, a distintas placas se agregaron 50-200 pg de emetina
(inhibidor de la traduccidn citoplasmatica) por ml de medio y se incubaron 7 min
a 37 °C, en 3 ml del mismo medio. Luego, se realiz6 el marcado con
metionina-cisteina [**S] (0,2 mCi [1,175 Ci/mmol] por placa) y las células se
incubaron entre 30 min y 2 hs. Las células marcadas fueron tratadas con
tripsina 0,25 % en DMEM, lavadas y lisadas en 1 % de dodecil sulfato de sodio
(SDS). En experimentos paralelos, se realizé un aislamiento de mitocondrias a
partir de las células cosechadas. Se midié la concentracion proteica de las
muestras mediante Bradford (Bradford, 1976) y 40-80 pg de muestra fueron
sometidos a electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida con un gradiente
exponencial de 15-20 %. Luego de la corrida, el gel fue secado y revelado

utilizando un “Phospholmager Storm 860", durante 4-6 hs.

8. Preparacion de bacterias competentes

Se utilizaron bacterias E. coli DH5a (Novagen). Para hacerlas
competentes se utilizo el protocolo de CaCl, descrito en el manual de
Sambrook y col. (Sambrook J, 1989), con algunas modificaciones. Se culti-
varon las bacterias sobre medio LB agar a 37 °C, durante 24 hs. Se aislé una
colonia, se la inocul6 en un tubo con medio LB y se incubd con agitacion
durante 16 hs a 37 °C. Se diluyeron 100 pl del cultivo en 100 ml de medio LBy
se continud el crecimiento bacteriano a 37 °C, con agitacion, hasta que se
alcanz6 una densidad 6ptica de 0,4-0,6, a 600 nm. Luego se mantuvieron las
bacterias en hielo durante 20 min y se centrifugaron a 4.000 rpm (rotor J-14, en
centrifuga Beckman) durante 10 min, a 4 °C. Se descartd el medio de cultivo y
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se resuspendié el precipitado bacteriano en 50 ml de una solucion de CaCl, 50
mM, pre-enfriada a 4 °C. Se mantuvieron las bacterias en hielo durante 10 min
y luego se centrifugaron a 4.000 rpm, durante 10 min, a 4 °C. Posteriormente
se resuspendié el precipitado en 4 ml de CaCl, 50 mM, se agregaron 140 ul de
DMSO, se mezclo suavemente y se dejo 15 min en hielo. Se agregaron 140 pl
de DMSO adicionales por cada suspension, se mezclé y se dejé en hielo 10
min. Las suspensiones se fraccionaron en volimenes de 100-200 pl, en tubos
de 1,5 ml previamente enfriados, se congelaron rapidamente en nitrogeno

liquido y se guardaron a —70 °C hasta su uso.

9. Transformacion de bacterias competentes (método de CacCly)

La transformacion de las bacterias competentes se realizé segun el
protocolo de Sambrook y col. (Sambrook J, 1989), con algunas modificaciones.
Las bacterias competentes (guardadas previamente a -70 °C) se mantuvieron
en hielo durante 10 a 15 min, hasta que se descongelaron. Se agregaron 1-5
ul del producto de ligacion o del plasmido deseado cada 100 ul de bacterias
competentes y la mezcla se dejé en hielo durante 30 min. Luego se incubaron
las bacterias a 42 °C durante 90 seg e inmediatamente se pasaron a hielo por
5 min. Se agregaron 900 pl de medio LB sin antibidticos y se dejaron
incubando a 37 °C con agitacion durante 1 hr, para permitir que se recupere la
pared de las bacterias antes del agregado del antibiético usado para
seleccionar las que fueron transformadas (ampicilina). Luego se sembraron
entre 50 y 200 ul de bacterias en placas de Petri que contenian medio LB agar
al 1,5 % y ampicilina (50 pg/ml). En el caso de seleccionar bacterias transfor-
madas con plasmido pGEM-T, las placas se prepararon con isopropil-3-D-
tiogalactidopiranosido (IPTG) 80 pg/ml y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galacto-
piranosido (X-Gal), 80 pg/ml. Posteriormente se incubd a 37 °C durante 16 hr.
Cuando se transformo6 con plasmido pGEM-T, se seleccionaron las colonias
blancas, que corresponden a la actividad de [-galactosidasa anulada por la
insercion de los fragmentos de ADNc (las azules generalmente no tienen
inserto dentro del plasmido, pero puede ocurrir que en algunos casos
excepcionales si lo tengan, sin afectar la actividad de la B-galactosidasa; esto

debe tenerse en cuenta en casos de dificil transformacién, cuando se esta en
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presencia unicamente de colonias azules, sobre todo, si son algo mas débiles),

y fueron cultivadas en 5 ml de medio LB liquido para hacer “minipreps”.

10. Seleccion de bacterias recombinantes por “colon y PCR”

Se siguié fundamentalmente el método descripto por Sandhu y col
(Sandhu et al., 1989) con algunas modificaciones. Se picd una colonia de la
placa con un “tip” estéril, se la colocé en un microtubo con 10 pl de agua esteéril
y se dejo luego el tip en 2 ml de medio LB, toda la noche a 37 °C. El tubo con
la colonia resuspendida fue hervido durante 5 min para lisar las bacterias y se
centrifugd a 12.000 x g durante 5 min. Finalmente, se usaron 5 pl del
sobrenadante para realizar la reaccion de PCR con los cebadores adecuados,
con el fin de identificar la presencia del inserto deseado. Una vez identificada
la colonia positiva para la presencia del inserto por PCR, se procedi6 a realizar
una preparaciéon de plasmido a partir del cultivo correspondiente.

11. Preparacion de plasmidos (“mini, midi y maxipre ps”)

Se utilizé el sistema comercial de purificacién de plasmidos a baja escala
“Wizard Plus SV Miniprep” (Promega, Madison, WI, USA), segun las
instrucciones del fabricante, con algunas modificaciones. Se precipitaron las
bacterias provenientes de un cultivo bacteriano de 5-10 ml mediante centri-
fugacion a 10.000 x g, durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante y se dejo el
tubo boca abajo, sobre un papel, para remover el exceso de liquido. Las
bacterias se resuspendieron en 250 pl de una solucion de Tris-HCI 50 mM (pH
7,5), EDTA 10 mM y 100 pg/ml ARNsa A. Se agregaron 250 pl de solucion de
lisis (NaOH 0,2 M con 1 % de SDS) y se mezcld por inversion (no se utilizé
vortex para evitar la ruptura del ADN cromosomico y la posterior contaminacion
del plasmido). Una vez obtenida una solucién mas clara, se agregaron 10 pl de
proteasa alcalina y se incubd durante 5 min a T°A. Luego se agregaron 350
de solucién de neutralizacion (hidrocloruro de guanidinio, 4,09 M, acido acético
glacial, 2,12 M y acetato de potasio, 0,76 M, pH 4,2) y se mezclo invirtiendo el
tubo varias veces (esta rapida neutralizacion produce la precipitacién del ADN
cromosomico). Se centrifugd a 14.000 x g durante 10 min y el sobrenadante se

purificO por cromatografia en columna, para la que se usO una minicolumna
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“Wizard Plus Miniprep Column” segun las instrucciones del fabricante.
Brevemente, luego de sembrar la solucién con el pldsmido sobre el lecho, la
columna fue lavada dos veces con una solucibn que contenia acetato de
potasio 60 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7,5 y etanol 60 %. Luego, el plasmido fue
eluido con 100 ul de agua bidestilada libre de DNAsas.

Para obtener una mayor cantidad de plasmidos se realizaron
purificaciones a mayor escala aumentando los volimenes de cultivo de
bacterias. Las “midi” preparaciones se hicieron con el sistema de purificacion
comercial “Wizard Plus Midipreps” (Promega, Madison, WI, USA), a partir de
100 ml de cultivo, segun las instrucciones del fabricante. En los casos en que
la produccion de plasmidos obtenida por “midi” preparaciones no fue suficiente,
se hicieron “maxi” preparaciones de plasmido a partir de 500 ml de cultivo de
bacterias, segun el protocolo de Sambrook y col. (Sambrook J, 1989).

En todos los casos, la concentracion de plasmido fue medida a partir de
la absorbancia a 260 nm. La pureza del mismo fue determinada utilizando las
relaciones entre las absorbancia a 260/230 nm (sales, mayor a 2,0) y 260/280
nm (proteinas, mayor a 1,7). Los plasmidos fueron separados en geles de
agarosa 0,8 % en solucion amortiguadora TAE 1X (Tris base 40 mM, Ac.
Acético 18 mM, EDTA 1 mM, pH 8), a 100 Volts durante 40 min. Las bandas
fueron visualizadas con bromuro de etidio por transiluminacion UV en un
documentador de geles (UVP, Inc. Upland, CA, U.S.A.), para determinar su
integridad.

12.  Secuenciacion

Los plasmidos obtenidos a partir de las “minipreps” se secuenciaron
utilizando un secuenciador automatico ALF, de Pharmacia LKB y un “kit” de
marcacion fluorescente del mismo fabricante (servicio institucional). Los
plasmidos pGEM-T con insertos se secuenciaron utilizando los “primers” T7 y
SP6.
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13. Bloqueo de la expresion del CFTR por ARN de int  erferencia (ARNI)

13.1. Construccion de un ARN de interferencia espec  ifico de CFTR

Para preparar un “short hairpin” ARN de interferencia (ShARNI)
especifico contra CFTR, usamos una secuencia previamente utilizada como
oligonucledtido antisentido (complementario a los nucle6tidos 1-18 de ARNm
del CFTR) y que era capaz de inhibir la expresion del CFTR (Gonzalez-
Guerrico et al.,, 2002). La secuencia antisentido y su complementaria se
sintetizaron en un sintetizador Oligo1000M DNA (Beckman-Coulter, Fullerton,
CA); luego se hibridaron entre si y se clonaron en el vector pSILENCER 1.0 U6
(Ambion, Austin, TX, Figura 7), entre los sitios de restriccion EcoRI y BamHI.
La secuencia insertada fue 5 -GTACGTCTCCAGCGGAGAC AAGTTCTC
TGTCTCCGCTGGAGACGTAC AAAAAA-3'. Este inserto contiene la secuencia
diana de reconocimiento del ARNm del CFTR (nucleétidos 1-18) seguida por
nueve bases al azar y una secuencia complementaria a los primeros dieciocho
nucledtidos, con una cola de seis adeninas. Dentro de las células, el inserto se
expresara bajo la direccion del promotor U6. Al ser expresado (Elbashir et al.,
2001; Hannon, 2002; Paddison et al., 2002) reconocera el ARNm blanco y lo
conducira a la maquinaria de degradacion por ARN de interferencia (Figura 7).

\ 5 -gtacgtcteccageggagacaagttctctgtetecgetggagacgtacaaaaaa-37
1
Q) \
4 (3) BsaAl|(228)
(3164) = F1'.Iottgln

n |- (458)
| - Pyul (501)

Scal (2858)
Pvul (2748)
Ampicillin
Kpnl (658)
BamHI (675)

pSilencer 1.0-U6

3292 bp
(2305)
{2243)

5' -gtacgteotocageggagac t
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amHI (1051) 3' —~aaaaaacatgcagaggtegooctotyg t
ColE1 origin t & c

Figura 7: Esquema de la construccion del plasmido p Silencer con el inserto dirigido
contra el ARNm del CFTR. Se muestra los sitios en que el inserto se encuentra clonado y el

“short hairpin” formado al ser expresado (ShARNI-CFTR).
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13.2. Transfeccion por electroporacion de células T 84 con

plasmidos shARNI

Se cultivaron células T84 en DMEM/F12 con 10 % de suero hasta un 70
% de confluencia, se levantaron con 0,5 % Tripsina/PBS 1X, se lavaron con
DMEM/F12 sin suero 2 veces, y se llevaron a una concentracién de 20 x 10°
células/ml en DMEM/F12. Los plasmidos se transfectaron mediante electro-
poracion utilizando un electroporador de onda cuadrada BTX-ECM-830
(Genetronix Inc., San Diego, CA). Se usaron las siguientes condiciones de
electroporacion: 140 Volts, 70 mseg, 1 pulso, en cubetas de 4 mm de ancho
“Gene Pulser” (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Se usaron 4 x 10° células
por electroporacion y se probaron diferentes concentraciones de plasmido
shARNi (20-80 pg) con el fin de determinar la concentracion oOptima de

plasmido.

14. Medicidn espectrofluorométrica de la actividad del CFTR en células

T84 tratadas con shARNi del CFTR

Para medir la actividad del transporte de CI" a través del CFTR se utilizo
la sonda fluorescente SPQ (“6-methoxy-N-[3-sulfopropyl] quinolinium”;
Molecular Probes), cuya fluorescencia es extinguida (“quenched”) por iones
halogenuros. Usamos un método basado en el descripto por Verkman, Stern,
col. y Tondelier y col. (Verkman, 1990; Stern et al., 1995; Tondelier et al.,
1999), pero con una modificacion importante, utilizamos un espectrofluorimetro
(Hitachi F-2000) y medimos los cambios de fluorescencia en una poblacion de
células, en lugar de medir en células individuales por microscopia. De esta
forma es posible cuantificar millones de células simultdneamente y aumentar la
sensibilidad del método. Se utilizaron células T84 electroporadas con el
plasmido de ARN de interferencia del CFTR (construido en pSilencer) y con el
plasmido vacio como control. Se electroporaron 4x10° células con 40 pg de
plasmido y se incubaron sobre cubreobjetos rectangulares (22 x 8 mm),
previamente cubiertos con una matriz de colageno y fibronectina. Las células
se incubaron a dos tiempos diferentes luego de la electroporacion, 24 hs y 48
hs. En cada caso, las células se incubaron 16-20 hs con el fluoréforo SPQ (6
mM) en medio DMEM-F12 sin suero. Posteriormente, los cubreobjetos con las

células se lavaron dos veces con una solucion amortiguadora de Nal [Nal 135
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mM, Glucosa 10 mM, CaSO4 1 mM, MgSO, 1 mM, solucion amortiguadora de
ensayo (Hepes 10 mM, K,HPO, 2,4 mM, KH,PO, 0,6 mM)] manteniendo a 4
°C y se sigui6 incubando en la solucion amortiguadora de Nal a 37 °C por 30
min. Esta incubacion es para reemplazar el CI" por ioduro (I), ya que extingue
la fluorescencia de SPQ mas fuertemente que el CI' y también es transportado
a través del CFTR. En este método, se mide el transporte de CI" por el cambio
en la fluorescencia al intercambiar CI" (en nuestro caso I') con NOs’, un anién
qgue no extingue la fluorescencia de SPQ. Para la medicion se utilizo una celda
de cuarzo conectada a una bomba peristaltica, agitador magnético y bafio
termostatico a 37 °C. El cubreobjetos se colocé en la celda con la solucion
amortiguadora de Nal y por perfusion se hizo pasar el Nal. Se realiz6 una
medicion espectro-fluorométrica basal, con un filtro de excitacion de 344 nm y
un filtro de emision de 443 nm durante 200 seg. Posteriormente, se paso una
solucion amortiguadora de NaNO3 (NaNO3 135, mM, Glucosa 10 mM, CaSO, 1
mM, MgSO,4 1 mM, solucién amortiguadora de ensayo), se midid otros 200 seg;
luego se agregod un coctel de estimulacion de la actividad del CFTR (AMPc 200
uM, IBMX 200 uM e isoproterenol 20 uM) para provocar la salida de I, lo que
produce un incremento en la fluorescencia, se midio otro 300 seg. Finalmente,
se extinguié la fluorescencia con el agregado de Valinomicina 5 puM, para
asegurarnos que la fluorescencia regresa al fondo (“background”) original. Los
datos colectados fueron analizados por ANOVA vy graficados como F
(fluorescencia)/Fy (fluorescencia inicial)-1 en funcién del tiempo.

15. Medicidén de actividad del complejo | mitocondri al mediante BN-

PAGE (“B_lue Native - P.olyacrylamide G_el Electrophoresis”)

15.1. Extraccion de mitocondrias

La extraccion de mitocondrias se realizdé de acuerdo al método descrito
por Majander y col. (Majander et al., 1991), con algunas modificaciones.
Brevemente, las células se lavaron con PBS 1X frio en presencia de inhibidores
de proteasas (10 uM pepstatin, 10 uM leupeptin, 100 uM PMSF, 2 mM EDTA,
pH 7.0); se levantaron con rastrillo y se centrifugaron a 600 x g, 5 min, a4 °C.
Las células fueron luego resuspendidas (250 mg/ml) en solucién amortiguadora
de aislamiento [0,25 M sacarosa, 25 mM MOPS (4cido 3-[N-
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morfolino]propanosulfénico), pH 7,4] que contenia el mismo coctel de
inhibidores de proteasas. Se agrego digitonina 0,12 % p/v por 40 seg, se diluy6
en tres volimenes de soluciébn amortiguadora de aislamiento y se aplicé un
pulso de 10 seg con un homogenizador ULTRA-TURRAX (lka Labortechnik,
Alemania), manteniendo la muestra en hielo. Luego se centrifug6 a 10.000 x g,
por 20 min, a 4 °C, se resuspendio el precipitado en 500-800 pl de solucién
amortiguadora de aislamiento y se centrifugé nuevamente a 800 x g a 4 °C
durante 5 min. El sobrenadante resultante se centrifugd a 10.000 x g durante
20 min. El precipitado final se resuspendié en 20-40 ul de “buffer” de muestra
A de BN-PAGE (1 M &cido aminocaproico, 50 mM bis-Tris-HCI, pH 7,0) con
coctel de inhibidores de proteasas y se almacend a -80 °C hasta su utilizacion.
La cuantificacion de proteinas se realiz6 con el método de Lowry (Lowry,
1951).

15.2. Preparacion de la muestra para la corridaen  BN-PAGE

Los complejos mitocondriales se solubilizaron desde las mitocondrias
extraidas de acuerdo al protocolo de Schagger y col. (Schagger & von Jagow,
1991), con leves modificaciones. Alicuotas de 50-150 pg de proteinas
mitocondriales se resuspendieron en “buffer” de muestra A de BN-PAGE a una
concentracion de 3 pg/ul. Los complejos proteicos fueron solubilizados con el
detergente dodecil-maltésido 0,8 % (concentracion final en “buffer” de muestra
A) por resuspension suave, seguido de una centrifugacion a 100.000 x g, 15
min, a 4 °C o, alternativamente, a 20.000 x g, 45 min, a 4 °C. El sobrenadante
fue mezclado con “buffer” de muestra B de BN-PAGE (5 % “coomassie brilliant
blue” G-250 en 1 M acido aminocaproico, 50 mM bis-Tris-HCI, pH 7,0) en una
proporcién de 1:14 (volumen de “buffer:muestra) (Zerbetto et al., 1997).

15.3. Preparacion del gel de poliacrilamida para BN  -PAGE

Las separaciones por el método BN-PAGE se realizaron en un aparato
de “mini gel” (Miniprotean Il Bio-Rad). Se prepararon geles con un gradiente
del 5 al 13 % de poliacrilamida, y con un gel concentrador del 4 %. Todas las
soluciones amortiguadoras usadas para la separacion y la preparacion del gel
se prepararon segun lo descrito por Schagger y von Jagow (Schagger & von
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Jagow, 1991), con leves modificaciones. Los geles se prepararon desde una
solucién de acrilamida 30 % y una solucion amortiguadora para BN-PAGE 3X
(bis-Tris-HCL 500 mM, acido aminocaproico 1,5 M, pH 7.0). El gel, las solu-
ciones amortiguadoras y el equipo de electroforesis fueron pre-enfriados a 4 °C
antes de cargar las muestras (el volumen maximo de carga por muestra fue de
20 pl); en las corridas se cargaron entre 40 y 100 ug de proteina por calle.
También se corrieron marcadores de alto peso molecular (Amersham

Biosciences, Buckinghamshire, England).

15.4. Condiciones de electroforesis

Los geles se corrieron a 4-7 °C con la cuba de electroforesis en hielo
durante todo el ensayo. La electroforesis se inici6 a 80 Volts (V) hasta que la
muestra entro en el gel de separacion. Luego, el voltaje se subiéo a 200 V,
manteniéndose una corriente limitante de 15 mA. Se usaron dos soluciones
amortiguadoras para la corrida, una solucion amortiguadora de catodo (Tricina
50 mM, bis-Tris-HCI 15 mM, 0,02 % de “coomassie blue” G-250, pH 7,0) y una
solucién amortiguadora de &nodo (bis-Tris-HCL 50 mM, pH 7,0). Cuando el
frente de corrida llegd al medio del gel de separacién, se reemplazé la solucion
amortiguadora de catodo con “coomassie blue” por otra solucion amortiguadora
de catodo sin el colorante, para disminuir el fondo azul en el gel.

15.5. Tincion de los geles BN-PAGE con “coomassie b lue”

Los geles se incubaron durante 1 hr en solucion de tincion (0,25 %
“coomassie brilliant blue” R, 40 % metanol, 7 % &cido acético) con agitacion
constante y el destefiido se realiz6 por incubacion en una solucion de 10 % de

acido acético y 10 % de metanol, toda la noche.

15.6. Determinacién de la actividad catalitica del Complejo |

mitocondrial (Clm), in situ.

Luego de la corrida, para revelar la actividad del CIm, se incubd el gel en
una solucién compuesta por Tris-HCI 0,1 M, NADH 0.14 mM y NBT (“nitro blue
tetrazolium”) 1 mg/ml, pH 7.4 (Lojda, 1979), durante 30-40 min. Una vez que
revelada la actividad del Cim, la reaccion se detuvo utilizando una solucion de

fijacion (45 % metanol, 10 % acido acético). El gel se dejo en esta solucion
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toda la noche para eliminar el fondo generado por la tincion con el “coomassie
blue” que lleva la solucion amortiguadora de catodo. Los geles se digitalizaron
con un “scanner” HP4C y se guardaron como archivos en formato TIFF (con
una resolucion de 600 dpi) para la posterior cuantificacion densitométrica.
Posteriormente, los geles fueron tefiidos con “coomassie blue”, como se detalld
anteriormente y fueron digitalizados para cuantificar por densitometria la carga
de proteinas en cada calle del gel. La cuantificacion de la actividad del Cim fue
normalizada a la cuantificacion de la carga de proteinas mitocondriales,
obteniéndose de este modo la actividad relativa del Cim (actividad Clm/carga
de proteinas=actividad relativa del CIm), lo que nos permiti6 poder comparar
entre los distintos ensayos. La actividad relativa de cada muestra control fue

considerada como el 100 % de actividad.

16. Medicién de especies reactivas de oxigeno (ROS, “Reactive O xygen

Species”)

El nivel intracelular de ROS se midi6 mediante el cambio de
fluorescencia resultante de la oxidacion de la sonda diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA; Molecular Probes) (LeBel et al., 1992).
El DCFH-DA fue disuelto en DMSO a una concentracion final de 20 mM (2000
X). Se crecieron las células sobre cubreobjetos rectangulares (22 x 8 mm)
hasta unos 90 % de confluencia; luego se incubaron en medio sin suero
durante 24 hs y se trataron con CFTR(inh)-172 o glibenclamida por 48 hs.
Como control positivo de produccién de ROS se incubaron las células en
rotenona (inhibidor del complejo | mitocondrial) durante 2 hs antes de la
medicién. Para la medicion de ROS, las células se incubaron con 10 uM de
DCFH-DA a 37 °C por 30 min. Se lavaron las células con PBS 1X para
remover el exceso de DCFH-DA. Se coloco un cubreobjeto con células, por
cada medicion, en una celda de cuarzo con 2 ml de PBS 1X. La medicion de la
intensidad de fluorescencia se realizé en un espectrofluorimetro (HITACHI F-
2000), utilizando una longitud de onda de excitacion de 485 nm y una de
emision de 535 nm. La intensidad de fluorescencia se midio durante 8 min. El
nivel de ROS fue calculado como la relacion: Fluorescencia de las células
tratadas con inhibidores/Fluorescencia de las células sin tratar (control) = ROS.

Los datos fueron graficados como el nivel de ROS + SE en el tiempo.
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17.  Analisis estadistico.

Los diferentes gréaficos fueron obtenidos utilizando el programa ORIGIN
Pro (Originlab Co., Northhampton, MA, USA). Los valores finales se obtuvieron
del promedio de al menos dos duplicados de un experimento representativo de
tres 0 mas experimentos independientes. En general se usaron triplicados
intraensayo e iterensayo. La presencia de diferencias significativas fue deter-
minada mediante andlisis de ANOVA vy el test de Tukey HSD, utilizando el
programa STATS (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Las imagenes de los BN-PAGE
se cuantificaron por densitometria con el programa NIH Image

(http://www.scioncorp.com). Todas las figuras de BN-PAGE corresponden a

resultados representativos de al menos tres experimentos, cada uno por
duplicado. Cuando se indican barras de error, éstas provienen de resultados

promediados, obtenidos de al menos dos experimentos independientes.
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I- Resultados Previos

1.1. “Differential Display” o “Display” Diferencial (DD)

Brevemente, como se mencionara en la introduccion, comenzamos este
trabajo a partir de los resultados obtenidos en uno de los DD realizados en
nuestro laboratorio (Marcucci, 2003). Se utiliz6 como modelo experimental
células CFDE (FQ), células CFDE/6RepCFTR provenientes de células CFDE
transfectadas con un plasmido que expresa CFTR salvaje (“células corre-
gidas”), y éstas ultimas tratadas con un inhibidor del transporte de cloruro a
través del CFTR (glibenclamida, 24 h, 50 uM).

En el DD realizado, se identific6 una banda correspondiente a un gen
gue se encontraba expresado en forma diferencial en las células CFDE/6Rep-
CFTR con respecto a las células FQ y CFDE/6RepCFTR tratadas con gliben-
clamida (Figura 8 A). Se observo asi que la banda mostraba una mayor
concentracion en las muestras provenientes de las células CFDE/6RepCFTR
(corregidas) que en las células FQ (CFDE); es decir, la expresion del gen
identificado se encontraba disminuida en células FQ. Como podia esperarse
de un gen cuya expresion dependiese de la actividad del CFTR, se observd
como la expresion del fragmento seleccionado se revertia en las células
CFDE/6RepCFTR tratadas con glibenclamida, un inhibidor del transporte de CI
a través del CFTR (Figura 8, 6Rep+Gli), asemejandose ahora al patrén de
expresion de las células CFDE. Los genes que habiamos estudiado anterior-
mente, SRC y MUC1 (Gonzalez-Guerrico et al., 2002), presentaban un
comportamiento opuesto, es decir, estaban sobreexpresados en FQ. Por éste

motivo resultd interesante caracterizar este gen que disminuia su expresion en

FQ.

El fragmento de ADNc de esta banda fue aislado desde el gel del DD
(Figura 8 A), amplificado por PCR, purificado por gel de agarosa y finalmente
clonado y secuenciado. Luego de la secuenciacion, mediante una busqueda
en BLAST, el fragmento aislado fue identificado como el gen mitocondrial
MTND4 (secuencia en la Figura 8 B). Como se menciond en la introduccion,
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este gen se encuentra localizado en el genoma mitocondrial y codifica para la
subunidad ND4 del Complejo | mitocondrial (CIm) (Marcucci, 2003) (Valdivieso
et al., 2007) .

tcagccacatagecctogtagtaacagecattctcatccaaacccectgaagettecace
ggcgcagtcattctcat aat cgeccacgggcttacatcectecattactattetgectage
aaactcaaactacgaacgcactcacagtcgcatcataatcctctctcaaggacttcaaa
ctctactcccactaatagcetttttgatgacttctagcaagectegctaacctogectta
ccccccactattaacctactgggagaactctotgtgectagtaaccacgttctoctgate
aaatatcactctcctacttacaggactcaacatactagtcacagecctatactcocectct
acatatttaccacaacacaatggggct cactcacccaccacattaacaacataaaaccc
tcattcacacgagaaaacaccctcatgttcatacacctatccocccattctectectate
cctcaacccocgacatcattaccgggttttecte

p— — MT-ND4

6Rep+Gli|L L

Figura 8: Display Diferencial (DD) de células CFDE y CFDE/6Re pCFTR. (A) DD de células
provenientes de un paciente FQ (células CFDE) y células CFDE corregidas mediante la
expresién ectdpica de CFTR salvaje (células CFTR/6RepCFTR). Las células CFDE/6RepCFTR
fueron tratadas con glibenclamida (Gli) 50 pM, 24 hs. (B) Secuencia correspondiente al
fragmento de ADNCc indicado con una flecha en (A). Esta secuencia fue 100 % idéntica a la

secuencia del gen MTND4, excepto por los tres polimorfismos indicados en negritas.

1.2. Hibridacion in situ en tejido pulmonar humano

Con el fin de determinar si la expresion diferencial de MTND4 en FQ
también podia observarse en tejidos provenientes de pacientes FQ y controles
normales, se hicieron ensayos de hibridacion in situ en cortes de pulmoén
humano (Marcucci, 2003) (Valdivieso et al., 2007). Como se muestra en la
Figura 9, la tincion del tejido pulmonar marcado con la sonda de
reconocimiento especifica para MTND4 muestra una menor intensidad en el
tejido proveniente del paciente FQ (Figura 9 C), comparado la tincion observa-
da en el paciente control (Figura 9 A). Estos resultados sugerian una menor

expresion de MTND4 en la muestra del paciente FQ (Figura 9 C).

En los cuadros 9 B y D, se muestran los controles de especificidad

correspondientes a incubaciones de competencia con sonda sin marcar.
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Figura 9: Hibridacién in situ en tejido de pulmén . La sonda de MTND4 fue marcada con
biotina y revelada con fosfatasa alcalina-streptavidina. (A, B): Tejido de pulmén humano
proveniente de cortes que expresan CFTR salvaje. (C, D): Cortes provenientes de un paciente

FQ. (B, D) Controles de competencia incubados con sonda sin marcar (100 X).

Si bien estos resultados mostraban una tendencia a la disminucién del
gen MTND4 en FQ, no eran suficientes para confirmar las observaciones del
DD, porque la disminucion de MTND4 podia deberse a otras causas. Por
ejemplo, a efectos colaterales de las infecciones y de los tratamientos que
podrian haber sufrido los pacientes de los que provenian los cortes de pulmon.
Ademas, los cortes que se usaron como controles derivaban de un unico
paciente. Debido a estas consideraciones, decidimos validar los resultados del
DD por otros métodos mas precisos y tratar de encontrar qué consecuencia
tenia la disminucién de la expresion del gen MTND4 en nuestro modelo
experimental. A partir de estos resultados previos comienza el trabajo
correspondiente a esta Tesis.

- Resultados del la tesis
Objetivo 1: Validar los resultados obtenidos por DD sobre la re gulacién
negativa del gen MTND4 en FQ.
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1.1. RT-PCR "multiplex” semicuantitativa

Para llevar a cabo la validacion de los resultados obtenidos por DD,
empezamos por ensayar la modulacion de la expresion de MTND4 utilizando o
no glibenclamida (100 uM por 24 horas) para inhibir la actividad del canal CFTR
en células CFDE/6RepCFTR, imitando con los inhibidores el fenotipo de las
células CFDE. Para medir la expresion diferencial de MTND4 usamos la
técnica de RT-PCR (“Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction”)
“multiplex” (amplificacion de mas de un gen simultaneamente) semicuantitativa.
Previamente al tratamiento con inhibidores del CFTR, las células fueron
crecidas hasta un 50-60 % de confluencia y fueron luego incubadas 24 hs en
medio sin suero (ayuno). Este paso es muy importante ya que el suero fetal
bovino contiene una alta concentracion de factores de crecimiento, hormonas y
otros factores que mantienen a las células en un estado altamente estimulado.
Asi, las células reducen la velocidad de crecimiento estabilizando su
metabolismo basal y las sefiales no se encuentran saturadas. EIl tiempo que
permanecieron en ayuno las células tratadas con inhibidor y las células control
fue el mismo (24 hs). Una vez extraido el ARN total de las células, se lo tratd
con desoxirribonucleasa | (DNAsa 1) para eliminar cualquier traza de ADN
contaminante que pueda haber quedado luego de la purificacion y evitar falsos
positivos en la RT-PCR. Este paso es fundamental para cuantificar MTNDA4,
debido a que el genoma mitocondrial no posee intrones, y cualquier traza
contaminante de ADN mitocondrial daria un producto de PCR de igual tamafio

que el esperado para el ARNm de MTNDA4.

En la Figura 10 se muestran los niveles de expresion de MTND4
observados para las distintas células y tratamientos. Los productos obtenidos
a partir de la RT-PCR “multiplex” fueron corridos en gel de agarosa (Figura 10
A). El gel es representativo de cuatro experimentos independientes. Se puede
observar que la banda correspondiente a MTND4 (ND4 en la Figura 10 A) es
mas intensa en las células CFDE/6RepCFTR que en las células CFDE vy
CFDE/6RepCFTR tratadas con glibenclamida, mientras que la intensidad de la
banda correspondiente a GAPDH, usado como estandar interno, es igual en

todas las células. En el gel, también se muestra que no hubo amplificacion en
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los controles a los que no se les agregod la enzima transcriptasa reversa, en la
reaccion de RT-PCR, lo que indica que no hubo amplificacién inespecifica a
partir de ADN. Este control es fundamental, ya que los falsos positivos podrian

conducir a interpretaciones erroneas.
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Figura 10: Validacién del DD por RT-PCR. (A) Gel de agarosa corrido con los productos de
una RT-PCR multiplex semicuantitativa, representativo de cuatro experimentos independientes
(n=4). El ARN total fue extraido desde células CFDE, CFDE/6RepCFTR tratadas o sin tratar
con glibenclamida (100 pM, 24 hs). La leyenda + y — RT indica la presencia o ausencia de la

transcriptasa reversa durante la reaccion de retrotranscripcién. (B) Niveles relativos de ARNm

(ND4/GAPDH). Los resultados fueron analizados por ANOVA de una sola via. (*=p < 0.05).
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En la Figura 10 B se muestra el grafico correspondiente al promedio de
cuatro experimentos independientes, con el nivel de expresion del gen MTND4
representado por la relacion entre su expresion y la del gen nuclear GAPDH.
El nivel de expresion de ARNm de MTND4 en las células CFDE/6RepCFTR fue
significativamente mayor que en las células CFDE (FQ) y que en las
CFDE/6RepCFTR tratadas con glibenclamida. Por otra parte, las células CFDE
tratadas con glibenclamida no mostraron una diferencia significativa en la

expresion de MTND4 con respecto a las células CFDE sin tratar.

1.2. Efectos del inhibidor CFTR(inh)-172 sobre la e xpresion de
MTND4

En afios recientes ha comenzado a usarse un nuevo inhibidor de la
actividad de transporte de CI" por CFTR, el CFTR(inh)-172, desarrollado en el
laboratorio de Verkman (Ma et al., 2002). Este nuevo inhibidor es un derivado
de las tiazolidinonas; ha sido demostrado que es mas potente, no presenta
toxicidad y no tiene los efectos secundarios caracteristicos de la glibenclamida
(Ma et al., 2002). Por lo tanto, decidimos usar éste inhibidor del CFTR para
confirmar la modulacion de la expresion de MTND4 por el transporte de ClI" a
través del CFTR. Ademas, el uso de este inhibidor mas especifico y potente
permitiria descartar posibles efectos secundarios de la glibenclamida. El efecto
de CFTR(inh)-172 sobre la expresiéon de MTND4 fue medido mediante RT-PCR
semicuantitativa a partir de ARN total extraido de células CFDE vy
CFDE/6RepCFTR, tratadas con diferentes concentraciones de inhibidores
(glibenclamida 50, 100 y 150 uM; CFTR(inh)-172 2.5, 5, 10 uM). En este caso
usamos una estrategia de RT-PCR semicuantitativa diferente, ya que usamos
el método de cuantificacion por curva estandar (Miller et al., 2003; Valdivieso et
al., 2007) en lugar de un ensayo multiplex, como se describe en Materiales y
Métodos. Brevemente, se amplificaron por PCR en tubos separados las
secuencias correspondientes a los genes MTND4 y GAPDH, a partir de ADNc
obtenido por retrotranscripcion. En cada amplificacion se utiliz6 un plasmido
que contenia las dos secuencias a amplificar (pGEM-ND4-GAPDH) para

construir curvas con concentraciones de plasmido conocidas, a partir de las
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cuales se calcul6 la concentracion de cada gen, relativa a la concentracion de
plasmido. El nivel de expresion de MTND4 fue obtenido mediante la relacion
ngMTND4/ngGAPDH. Para la amplificacion por PCR se utilizaron diluciones
seriales del ADNc de cada muestra, con el fin de cuantificar productos que
estuviesen dentro del rango exponencial de amplificacion. Encontramos que la
cuantificacion con esta estrategia resultd ser mas reproducible que en el caso
de la RT-PCR “multiplex”, debido a que se generan menos artefactos entre los

“primers” (dimeros, etc).

Los resultados de la Figura 11 son representativos de cuatro
experimentos diferentes. Para la cuantificacién, los productos de PCR (3-4
diluciones por muestra) fueron corridos en gel de agarosa junto con la curva de
estandar, visualizados con bromuro de etidio, documentados y cuantificados
densitométricamente. Los productos que se encontraban en el rango lineal de
amplificacion fueron cuantificados como nanogramos relativos a la curva
estandar de plasmido. Una vez realizada esta cuantificacion, tanto para el gen
MTND4 como para el gen GAPDH (control interno), se calculd la relacion
ngMTND4/ngGAPDH para obtener los niveles de expresion de MTND4 (Figura
11).

Los resultados se analizaron por ANOVA-Tukey y se observdé una
disminucién significativa en los niveles de mensajero para MTND4
practicamente en todos los tratamientos con inhibidor, salvo para la
concentracion de 50 uM con glibenclamida. Ademas, es notable la diferencia
observada entre los tratamientos con los distintos inhibidores, ya que se
observo una reduccion mayor en los niveles del mensajero de MTND4 cuando
se tratd con CFTR(inh)-172, obteniendo niveles de expresion similares a los

encontrados en células CFDE (células FQ).
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Figura 11 : Medicion de la modulacion de  MTND4 por RT-PCR. En la abscisa se indican los

tratamientos de las células CFDE/6Rep y la concentracion en uM de los inhibidores. El nivel de
expresion de MTND4 esta normalizado con respecto a la expresion de GAPDH. Las
diferencias significativas se encuentran sefialadas con un * (p<0,05). Estos resultados

representan el promedio de cuatro experimentos diferentes (n=4).

En la Figura 12, se muestran las curvas utilizadas con el fin de calcular
el EDso de los inhibidores (glibenclamida y CFTR(inh)-172) con respecto a su
efecto sobre la regulacién negativa de MTND4. Se determind asi que teniendo
en cuenta la expresion de MTND4 en cultivos de células CFDE/6RepCFTR, el
CFTR(inh)-172 (EDso=1,7 uM + 0,6 , n=4) es casi 100 veces mas potente que
glibenclamida (EDsp=150 pM + 14,76 [n=3]), con una concentracion efectiva
que va de 2,5 a 10 uM. Estas observaciones coinciden con lo publicado sobre
el poder inhibitorio del CFTR(inh)-172 sobre el transporte de CI" por CFTR (Ma
et al., 2002).

Por otra parte, se observo que a partir de una concentracion de 2,5 uM
de CFTR(inh)-172, los niveles de expresion de MTND4 no variaron con el
aumento de la concentracion del inhibidor (Figuras 11 y 12 A). Aunque no lo

hemos medido con precision, hemos notado que a partir de 10 uM el inhibidor
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comienza a perder efecto por problemas de insolubilidad. Los resultados
mostrados hasta aqui fueron publicados en la revista BBRC en el afio 2007
(Valdivieso et al., 2007).
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Figura 12: Calculo del ED s, correspondiente a la disminucién de la expresion d e MTND4
con cada inhibidor.  Se muestran las barras de SD para cada punto de la curva. Los graficos
representan los promedios de 4 experimentos. Glibenclamida: EDgy = 150 pM + 14,76 (n=3);

CFTR (inh)-172: EDsp=1,7 UM + 0,6 (n=4).

1.3. Andlisis de la sintesis de proteinas mitocondr iales en células

FQ mediante marcacion isotopica (“pulse labeling”).

Decidimos analizar la traduccion de proteinas mitocondriales con el fin
de determinar si en FQ también se encontraba reducida la expresion de la
subunidad ND4, al igual que su ARNm. Para esto elegimos la técnica de
“pulse—labeling”, que basicamente consiste en marcar la sintesis de novo de
proteinas mitocondriales utilizando como marcador una mezcla de cisteina y
metionina-[**S]. Durante la marcacion, la sintesis de proteinas citoplasmaticas
se encuentra inhibida con el uso de emetina (Chomyn et al., 1985). Por esta
técnica, es posible observar el patron de expresion de algunas subunidades de

los complejos mitocondriales y establecer su localizacion en un gel (Chomyn et
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al., 1985; Hayashi et al., 1994; Chomyn, 2001 ). De esta manera, hicimos un
“pulse-labeling” a partir de células CFDE, CFDE/6RepCFTR y estas ultimas
tratadas con los inhibidores del transporte de CI glibenclamida y “5-nitro-2(3-
phenypropyl amino) benzoato” (NPPB). En estos experimentos no obtuvimos
un patron de bandas que nos permitiera identificar las subunidades de los
complejos mitocondriales en forma precisa (Figura 13 A): fundamentalmente no
pudimos localizar la correspondiente a MTND4, aunque si encontramos
algunos datos interesantes. Por un lado, el inhibidor NPPB, a una
concentracion de 100-150 uM, abolié casi completamente la sintesis de novo
de las proteinas mitocondriales (Figura 13 A). En este experimento se usaron
proteinas obtenidas tanto a partir de mitocondrias aisladas como de extracto de
proteinas totales. En la Figura 13 B, se muestra el gel tefiido con “coomassie

blue”, para comparar la carga de las muestras.

Por otra parte, aunque no identificamos un patron de bandas que nos
permitiera localizar MTND4 en forma precisa, observamos que las bandas
marcadas con flechas en la Figura 13 A se encontraban disminuidas en las
células CFDE y CFDE/6RepCFTR tratadas con glibenclamida, con respecto a
las observadas en células CFDE/6RepCFTR (CFTR salvaje).
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Figura 13: Sintesis de proteinas mitocondriales en células FQ (“pulse-labeling”). 2 X10°
células CFDE, CFDE/6RepCFTR y estas dUltimas tratadas con inhibidores del CFTR
(glibenclamida 100 uM, NPPB 100 uM) fueron incubadas en medio sin metionina en presencia
de metionina-[**S] y emetina (200 ug, inhibidor de la traduccién citoplasmatica). Proteinas
provenientes de mitocondrias aisladas y de extractos totales fueron corridas en un gel SDS-
PAGE, construido con un gradiente exponencial de poliacrilamida 15-20 %. A: Revelado
radiografico del gel donde se muestran las proteinas mitocondriales sintetizadas de novo. Las
flechas indican las bandas que cambian su expresion en células con fenotipo FQ (CFDE y
CFDE/6RepCFTR + glibenclamida) con respecto a las células no FQ (CFDE/6RepCFTR ). B:
Tincion con “coomassie blue” del gel para comparar la carga de las muestras y revelar el
marcador de peso molecular (M).
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Debido a las dificultades para detectar MTND4 por este método,
decidimos avanzar los con otros objetivos, hasta que pudiésemos contar con
un anticuerpo especifico de MTND4 que nos permitiese inmunoprecipitar la

proteina marcada.

Objetivo 2: Determinar si la reduccion de  MTNDA4 tiene consecuencias en

la actividad del CIm.

Este es un objetivo importante. La subunidad ND4 es un componente
fundamental para la correcta actividad del Cim (Degli Esposti et al., 1994). Por
lo tanto, tal como lo hemos postulado en nuestra hipotesis de trabajo, la
regulacion negativa del ARNm de MTND4 observada en células y tejidos FQ
podria inducir una falla en la actividad del Cim. Para demostrar esta hipétesis
medimos la actividad del CIm mediante la técnica denominada “Blue Native-
PAGE” (BN-PAGE) (Schéagger H, 1991). EI método permite ensayar in situ la
actividad de los distintos complejos de la cadena respiratoria, luego de una
electroforesis en condiciones no desnaturalizantes, utilizando proteinas de
mitocondrias extraidas desde los distintos tipos celulares en estudio (Lojda,
1979; Schagger H, 1991; Zerbetto et al., 1997).

2.1. Actividad del CIm en Células CFDE y CFDE/6RepCFTR

Los estudios iniciales para determinar la actividad del Cim en células FQ
fueron realizados en células CFDE, CFDE/6RepCFTR y estas ultimas tratadas
con glibenclamida 100 uM, durante 24 horas, en medio sin suero. En la Figura
14 A se muestra el resultado de la reaccion catalitica del Cim, que lleva a la
oxidacion del NADH vy la reduccion del NBT. Al reducirse, el NBT deja un
depdsito insoluble de color violaceo sobre la posicion en que se encuentra el
complejo catalitico, lo que permite medir la actividad relativa de la enzima sobre
el gel. La imagen del gel con la actividad del CIm revelada, fue digitalizada y
transformada a escala de grises para cuantificar la intensidad de la banda. La
posicion del Clm en el gel fue confirmada por el peso molecular de la banda

revelada y por la incubacién paralela con rotenona durante el revelado (la
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rotenona inhibe al Clm), que efectivamente redujo la intensidad de la banda

correspondiente a la actividad del CIm (Figura 14 A).

Como puede observarse en la Figura 14 B, hay una disminucion
significativa de la actividad del Cim en células CFDE con respecto a las células
CFDE/6RepCFTR. Estos resultados concuerdan con la reduccion de los
niveles de expresion de MTND4 encontrados en las células CFDE. A su vez,
también se observd una disminucion de actividad del Cim en células
CFDE/6RepCFTR tratadas con glibenclamida.

Estos resultados corresponden a tres experimentos independientes,
hechos cada uno por duplicado y analizados estadisticamente por ANOVA-
Tukey (Figura 14 B). Para el analisis estadistico, la actividad de Cim en las
células CFDE/6RepCFTR fue considerada como el 100 % de actividad, ya que
éstas corresponden a células “normalizadas” con respecto a la actividad del
CFTR, y a ellas referimos el calculo de actividad del resto de las células. La
actividad del Cim en las células CFDE fue de 47 % + 3,7 (xxSD, n= 3); en tanto
que la actividad en las células CFDE/6RepCFTR tratadas con glibenclamida
fue de 71,3 % + 6,8 (xtSD, n= 3), con un valor de p menor a 0,005. La
diferencia de actividad entre las células CFDE vy las células CFDE/6RepCFTR
tratadas con glibenclamida también resultd significativa, lo que sugiere que la
inhibicion del transporte de CI" con este inhibidor no fue completa, aunque
alcanz6 para lograr una reversion en la actividad del Cim en las células

normalizadas con la expresion ectdpica de CFTR salvaje.
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Figura 14: Actividad del Complejo | por BN-PAGE . Se utilizaron mitocondrias extraidas de
células CFDE, CFDE/6Rep y CFDE/6Rep tratadas con glibenclamida. A: Geles con tincién in
situ de la actividad del Complejo | mitocondrial (CIm) utilizando NADH y NBT. B: Gréfico de la
actividad del CIm ( %), realizado a partir de la cuantificacion densitométrica y el analisis
estadistico de los resultados mostrados en el panel A, para cada replicado. La actividad del
Clm de las células CFDE/6Rep se considerdé como el 100 %. Estos resultados corresponden a
tres experimentos independientes, cada uno por duplicado. El andlisis estadistico fue realizado
por ANOVA (Tukey). * indica una reduccion significativa de la actividad del Cim respecto a las

células con la actividad del CFTR normalizada, p < 0,005.

Objetivo 3: Utilizar distintos modelos celulares pa ra confirmar los

resultados anteriores.

3.1. Nuevo modelo celular FQ

3.1.1. Células S9 e IB-3

Para demostrar que las diferencias observadas con las células CFDE y
CFDE/6RepCFTR no se debian exclusivamente al modelo celular utilizado ni a
artefactos generados por una presion de seleccion diferente (debido al
antibiético higromicina B usado para mantener el plasmido en las células

CFDE/6RepCFTR 0 a una seleccion clonal diferente), decidimos usar el modelo
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de células S9 e IB-3, las cuales son también provenientes de un paciente FQ,
pero de un origen diferente. Las células IB-3 poseen la mutacion mas comun
en FQ (AF508) y una mutacion sin sentido (W1282X), con una sefial de
terminacion prematura. Las células S9 son células IB-3 que han sido
transducidas con un vector viral para expresar CFTR en forma estable (en las
CFDE/6RepCFTR se utilizdo un plasmido que se pierde si no se mantiene el
antibiético). Esto presenta el beneficio de no requerir antibioticos para
mantener la expresion del CFTR nativo (“wild type”) ectépico en las células
normalizadas. Las células S9 e IB-3 representan una clara ventaja en este
sentido. Otra caracteristica importante de estas células es que a diferencia de
las células CFDE, que son de un genotipo desconocido, las células IB-3
poseen la mutacion mas comun en FQ (AF508). La desventaja es que puede
existir una seleccién clonal diferente y que la insercién del vector en el genoma
es al azar y de consecuencias impredecibles. En realidad, no existe un modelo
celular perfecto. Por eso es necesario utilizar varios modelos distintos y

comprobar que en todos se observa la misma respuesta.

En el ensayo de actividad del CIm mediante BN-PAGE (Figura 15),
encontramos que la actividad del Cim en células IB-3 y S9 mostraba una
tendencia similar a la observada en las células CFDE y CFDE/6Rep, aunque la
alta varianza no nos permitié observar diferencias significativas. Debido a que
la escasa diferencia observada podria deberse al hecho de haber crecido las
células en las mismas condiciones basales en que cultivamos las células
CFDE, decidimos probar estimular la actividad del CFTR mediante el uso
simultaneo de AMPc, IBMX e isoproterenol, coctel que estimula la actividad de
la proteina quinasa A (PKA) y por lo tanto la actividad del CFTR. Como puede
observarse en la Figura 15, cuando las células S9 e I1B-3 fueron incubadas con
dicho céctel de estimulacion del CFTR, pudo apreciarse una diferencia
significativa y reproducible en la actividad del CIm entre células FQ (IB-3) y no-
FQ (S9). Los resultados corresponden a cinco experimentos individuales
analizados por ANOVA-Tukey. En este analisis estadistico, consideramos la
actividad de Clm en células S9 como el 100 % de actividad y a ellas referimos

el calculo de actividad de las células IB-3. La actividad del CIm en las células
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IB-3 fue de 54,4 % + 15,6 (X + SD, n=5, p< 0,005). Por lo tanto, la disminucion
de la actividad del CIm en las células IB-3, respecto a las células S9, fue de
aproximadamente el 50 %; practicamente la misma diferencia que se observé
en las células CFDE comparadas con las células que expresaban CFTR normal
(CFDE/6RepCFTR).
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Figura 15: Actividad del Complejo | por BN-PAGE.  Se utilizaron mitocondrias extraidas de
células S9 e IB-3, tratadas y sin tratar con céctel de AMPc, IBMIX e isoproterenol. A: Geles
con tincion in situ de la actividad del Cim. B: El porcentaje de actividad del Cim fue estimado
considerando la actividad de las células S9 como el 100 % de actividad. Estos resultados son
representativos de cinco experimentos, cada uno por duplicado. El andlisis estadistico fue
realizado por ANOVA (Tukey). El doble asterisco ** representa una reduccion muy significativa
de la actividad del Cim (p < 0,005).

3.2. Modelo celular no-FQ

En ninguno de los dos modelos FQ utilizados se pueden descartar
posibles problemas de seleccion clonal de una poblacién predominante que no
sea en realidad representativa. Por este motivo, es importante usar ademas
inhibidores en las células corregidas, para probar que se pueden revertir los
efectos. Con el fin de excluir posibles efectos de seleccion clonal, decidimos

utilizar también como modelo células T84 y Caco-2, que expresan CFTR
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salvaje e inducir una respuesta “cuasi-FQ” inhibiendo la actividad del CFTR.
De esta forma, tanto las células tratadas como las controles provendrian de un

mismo estado de seleccién clonal.

3.2.1. Células T84 tratadas con inhibidores de la activid  ad del CFTR.

En una primera aproximacion, modulamos la actividad del canal de CI
en la linea celular T84 de cancer de colon con inhibidores sintéticos del CFTR.
Los inhibidores utilizados fueron glibenclamida (100 uM) y CFTR(inh)-172 (5
pUM), tal como los habiamos hecho hasta ahora. Las células, luego de haber
sido crecidas hasta un 50-60 % de confluencia, fueron incubadas en medio sin
suero durante 24 hs (ayuno); posteriormente se agregaron los inhibidores a las
concentraciones mencionadas y se incub6 a dos tiempos diferentes, 24 hs 'y 48
hs.

Como se muestra en la Figura 16 A, a las 24 hs de incubacién, se
observd una disminucion de 51 % + 5,6 (X + SD, n=3) en la actividad del Cim
para el tratamiento con glibenclamida (Figura 16 A y C) con respecto a las
observada en las células T84 control (tratadas con DMSO en la misma
proporcion que las inhibidas), mientras que las células tratadas con el inhibidor
CFTR(inh)-172 no mostraron cambios en la actividad del CIm. Sin embargo, a
las 48 hs de incubacion con el inhibidor CFTR(inh)-172 (Figura 16 B y D) la
actividad del Clm fue de 64,4 % + 7,2 (x £+ SD, n=3), con una reduccion de
aproximadamente un 35 % con respecto a las células control. El analisis
estadistico fue realizado por ANOVA-Tukey, con un p menor a 0,05 (Figuras 16

C y D). Los resultados corresponden a tres experimentos individuales.

El hecho de que el efecto del inhibidor CFTR(inh)-172 sobre la
actividad del Clm haya sido observada a las 48 hs es razonable, si tenemos en
cuenta que el tiempo transcurrido para disminuir la expresion del mensajero de
MTND4 fue de 24 hs y, aunque no se conoce el tiempo de vida media del
complejo en la membrana mitocondrial, sin duda puede esperarse que el efecto
del inhibidor sobre la concentracion de la proteina sea mas tardio que el efecto

sobre el mensajero.
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Figura 16: Actividad del Complejo | por BN-PAGE. Se utilizaron mitocondrias extraidas de
células T84, tratadas y sin tratar con los inhibidores del CFTR. Gli: glibenclamida (100 uM). Inh-
172: CFTR(inh)-172 (5 uM). Ay B: Geles con tincién in situ de la actividad del Cim. Cy D:
Cuantificacion densitométrica expresada como porcentaje de la actividad del Cim, ANOVA y
analisis de Tukey. Estos resultados son representativos de tres experimentos individuales por

duplicado. El simbolo * indica una reduccion significativa de la actividad del Clm (p < 0,05).

3.2.2. Células Caco-2 tratadas con inhibidores de la acti  vidad del

CFTR

También obtuvimos resultados similares a los de T84 utilizando la linea
celular Caco-2, proveniente de cancer de colon, que expresa CFTR salvaje en

niveles comparables a las células T84 (Figura 17). El la Figura 17 A se
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muestran los resultados de la tincion in situ de la actividad del Clm en células
Caco-2 tratadas con el inhibidor CFTR(inh)-172 y con DMSO como control. En
la Figura 17 B se observa el gel tefiido con “coomassie blue” para controlar la
carga de las muestras. Se observa que mientras la carga de proteinas es la
misma, la actividad del Cim se reduce considerablemente, en concordancia con

los resultados obtenidos anteriormente.
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Figura 17: Actividad del Complejo | por BN-PAGE. Se utilizaron mitocondrias extraidas de
células Caco-2, tratadas y sin tratar con CFTR(inh)-172. A: tincién in situ de la actividad del
CIim. B: tincién con “coomassie blue” del gel, como control de carga. Estos resultados son
representativos de 2 experimentos diferentes.

3.2.3. ARN de interferencia del CFTR en células T84

Para asegurarnos de que los resultados obtenidos con los inhibidores
del CFTR no eran debidos a efectos inespecificos de estas drogas sobre otros
blancos, decidimos utilizar la técnica de “short hairpin” ARN de interferencia
(shARNi) (Hannon, 2002; Paddison et al., 2002), con el fin de reducir la
expresion del CFTR en células T84.
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Como una primera aproximacion a esta técnica, comenzamaos a usar un
plasmido comercial (pSILENCER 1.0 U6 vector de Ambion), al que le
agregamos un inserto que expresa una secuencia dirigida contra los
nucledtidos 1-18 de la secuencia del CFTR, seguida de nueve bases al azar y
18 nucledtidos de secuencia complementaria a la secuencia blanco. Al ser
expresada, dicha secuencia formara un ARN de doble cadena (a través de un
“hairpin-loop”) que se apareara con el ARNm del CFTR, conduciéndolo a los
elementos de la maquinaria de ARN de interferencia (ARNi) que regulan la
expresion de genes que codifican proteinas en la célula (Hannon, 2002;
Paddison et al., 2002). Este pequeiio ARN de interferencia (Elbashir et al.,
2001) imita los productos generados por la enzima Dicer, que cataliza el paso
inicial del proceso de ARNiI (Bernstein et al., 2001) y presumiblemente entra en
la via de silenciamiento. Como control utilizamos el mismo plasmido sin ningun
inserto (plasmido vacio) para confirmar que los efectos observados no se
deben a la incorporacion de ADN extrafio a la célula (plasmido).

En primer lugar, se realizdé una curva para determinar el tiempo 6ptimo
de incubacion de las células que permitiese observar una disminucion en la
actividad del Clm, luego de la transfeccion de las células. Para esto, usamos
una concentracion fija de plasmido (50 pg/4 x 10° células/400 pl de medio sin
suero), cantidad que ya habiamos utilizado con buenos resultados en electro-
poraciones con otros plasmidos en células T84. Asi, determinamos que el
tiempo necesario y 6ptimo para observar una disminuciéon en la actividad del

CIm era de 48 horas.

Debido a la alta concentracion de plasmido utilizada para realizar las
electroporaciones, fue necesario hacer grandes preparaciones de plasmido y
verificar que estuviera en condiciones adecuadas de pureza e integridad. Esto
es importante, ya que variaciones en la cuantificacion o integridad del plasmido
pueden llevar a transfecciones ineficientes y a resultados confusos. En la
Figura 18 se muestra una electroforesis en gel de agarosa obtenida con los
plasmidos antes de electroporar, para verificar que estuviesen en iguales

condiciones de pureza, integridad y concentracion.
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Figura 18: Comparacion del estado de los plasmidos antes de
realizar la electroporacion.  Electroforesis en gel de agarosa 1 %.
pS-V: plasmido pSilencer-Vacio (sin inserto). pS-ARNi: pSilencer
con el inserto para ARN de interferencia del CFTR. Se corrieron

0,5-1 pg por calle. Tincién con bromuro de etidio.

Posteriormente, buscamos ajustar la concentracion de plasmido a
electroporar mediante curvas de concentracién del mismo, para determinar a
gué concentracion comenzaba a observase un efecto sobre la actividad del
CIim. Se electroporaron células T84 con 20, 40 y 80 pg de plasmido por punto,
gue luego fueron incubadas durante 48 hs. Las incubaciones fueron realizadas
en medio con suero 10 % durante las primeras 24 horas, para que las células
se recuperaran luego del “shock” sufrido en la electroporacion y con medio sin
suero las 24 hs de incubacion restantes. Para cada punto se midi6 la actividad
del Cim mediante BN-PAGE, se cuantificO por densitometria y se graficé
(Figura 19). La curva nos permitié establecer que la concentracion 6ptima de
plasmido a electroporar, para poder observar una disminucién en la actividad

del CIm, era de 40 ug de plasmido cada 4 millones de células en un volumen

de 400 pl.
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Figura 19: Curva de concentracion de plasmidos shAR Ni frente a la actividad del CIm. A:

actividad del Clm por BN-PAGE. CIim, Complejo | mitocondrial; Sub C, subcomplejo con
actividad NADH deshidrogenada; TNE, tincion no especifica del “coomassie blue”. B:
Cuantificacion densitométrica de los resultados. En ambas Figuras 20, 40 y 80 son las
concentraciones de los plasmidos en pg. pS-V, control con plasmido vacio. pS-ARNiI,

plasmido de ARN de interferencia para el CFTR.

Para confirmar que la reduccién de la expresion del CFTR mediante la
técnica de ARNi fue realmente efectiva, medimos la actividad de transporte de
CI" dependiente del CFTR en las células tratadas con shARNi y las células
control (pldsmido vacio). En definitiva, la medicion de la actividad del canal es
la mejor prueba de la reduccién del CFTR y de que el shARNi funciond. Asi,
realizamos la medicién por una técnica espectrofluorométrica con el fluoréforo
SPQ como sonda, que fue previamente puesta a punto en nuestro laboratorio
(en colaboracion con Celeste Marin, becaria del CONICET). Realizamos la
medicién de actividad a las 24 hs y a las 48 hs luego de haber electroporado
las células T84 con el plasmido shARNi del CFTR y el plasmido control
respectivamente. Brevemente, las células fueron incubadas con el colorante
SPQ 24 hs antes de la medicién. Al comienzo del experimento, la fluores-
cencia del SPQ se encuentra extinguida por el ioduro que contiene la solucién
en que se incuban las células. Posteriormente, mediante perfusion, el I es

reemplazado por el ibn NO3™ y las células son estimuladas con un coéctel de
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estimulacion del CFTR (AMPc-IBMX e isoproterenol). Se pudo, observar asi un

claro aumento de la fluorescencia del SPQ por la activacién del CFTR.

En la Figura 20 A y B se observan los resultados de la medicion de la
actividad del CFTR a las 24 y 48 hs después de la electroporacion,
respectivamente. A las 24 hs de realizada la electroporacion con el plasmido
shARNI-CFTR, comenz6 a observarse una disminucién significativa de la
actividad del transporte de CI dependiente del CFTR, comparado con la
actividad de transporte de CI' de las células electroporadas con el plasmido
vacio (Figura 20 A). Esta diferencia de actividad se hace mas pronunciada a
las 48 hs post-electroporaciéon (Figura 20 B). En la Figura 20 C se muestra el
solapamiento de los resultados a los dos tiempos, donde se puede apreciar
mejor la disminucién con el tiempo post—electroporacién. Los experimentos

fueron realizados por duplicado a cada uno de los tiempos analizados.
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Figura 20: Medicion espectrofluorométrica con el co lorante SPQ de la actividad de
transporte de Cl ~ dependiente del CFTR en células T84 tratadas con A RNi. A: Actividad
del CFTR a las 24 hs luego de la electroporacién con los plasmidos shARNi. B: Actividad del
CFTR a las 48 hs luego de la electroporacion con los plasmidos shARNi. C: Solapamiento de
los resultados A y B. F: fluorescencia; Fq: fluorescencia inicial. pMock: plasmido vacio
(control). pARNI-CFTR: plasmido shARNi del CFTR.

Una vez demostrada la eficacia del ARNi, se midi6 la actividad del CIm.
En la Figura 21 se muestra el resultado de la medicion de la actividad del CiIm y
el andlisis estadistico, luego de cuatro experimentos independientes realizados
por la técnica de shARNi. Se observo una disminucion significativa (p< 0,05)
de la actividad del Cim en las células tratadas con el shARNi del CFTR (pS-
ARNI) comparado con las células tratadas con el plasmido vacio (pS-V). Para
el analisis estadistico, la actividad de CIm en células electroporadas con el
plasmido vacio fue considerada como el 100 % de actividad. La disminucién

de la actividad del CIm en las células electroporadas con el shARNi para el
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CFTR fue significativa, alcanzando un valor del 57 % + 19,1 (X = SD, n= 4, p<

0,05) con respecto al control.
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Figura 21: Actividad del Complejo | por Blue Native-PAGE en cé lulas T84 tratadas con

shARNi del CFTR. Se utilizaron mitocondrias extraidas de células T84 tratadas con los
plasmidos pSilencer, para ARN de interferencia del CFTR (pS-ARNi) y con plasmido vacio (pS-
V). Estos resultados son representativos de cuatro experimentos individuales, cada uno por
duplicado. El andlisis estadistico fue realizado por ANOVA (+Tukey). EL simbolo * indica

reduccion significativa de la actividad del CIm respecto al control. p < 0,05.

Objetivo 4: Determinar si la falla del Cim en FQ ge nera un aumento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

4.1. Medicion de especies reactivas de oxigeno (RO S) en FQ
Ha sido ampliamente demostrado que las fallas en la actividad del CIm

generan una producciéon aumentada de ROS (Pitkanen & Robinson, 1996;

Robinson, 1998). Por lo tanto decidimos medir si esto también ocurria en FQ.
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Un aumento de la produccion de ROS en FQ, podria explicar algunas
caracteristicas fenotipicas de la enfermedad (Shapiro et al., 1979; Shapiro,
1988,, 1989; de Meer et al., 1995). Para cuantificar el nivel de ROS utilizamos
como modelo las células T84 y Caco-2 tratadas con inhibidores del CFTR
(CFTR(inh)-172 y glibenclamida) en las mismas condiciones en las que
observamos la reduccion del CIm. Como control positivo de produccion de
ROS hicimos incubaciones con un conocido inhibidor de la actividad del Cim
(rotenona), lo que nos permitiria medir el nivel de producciéon de ROS por
inhibicion del Cim exclusivamente. Para medir el nivel de ROS intracelular
utilizamos la sonda diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA), la
cual al ingresar a la célula pierde el grupo acetato (DA) por la accion de
esterasas intracelulares generando DCFH, que al ser oxidado por ROS forma
el compuesto fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF) (Smith &
Weidemann, 1993). Por lo tanto, el aumento en la intensidad de la
fluorescencia emitida refleja la concentracion de ROS intracelular.

En la Figura 22 se muestran los niveles de fluorescencia, equivalentes a
la concentracion de ROS, correspondientes a cada tratamiento celular. Como
puede observarse en la Figura, los niveles de ROS se encontraron aumentados
en las células tratadas con los inhibidores del CFTR con respecto al control de
células sin tratar. Incluso, el nivel de produccién de ROS en las células trata-
das con glibenclamida fue similar al de las células tratadas con rotenona, en
tanto que para las células tratadas con el inhibidor CFTR(inh)-172 fue mayor
aln que con rotenona.
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Figura 22: Medicién de la produccion de ROS por flu  orescencia de DCHF. Los resultados
corresponden a los niveles de ROS producidos en células caco-2 tratadas con inhibidores del
canal CFTR y con el inhibidor del CIlm rotenona. En el grafico se muestran los niveles de ROS
expresados en valores de fluorescencia de la sonda DCF para los distintos tratamientos. Negro:
control (vehiculo DMSO). Rojo: tratamiento con glibenclamida. Azul: tratamiento con

CFTR(inh)-172. Verde: tratamiento con rotenona.

Objetivo 5: Medir el nivel de copias de ADN mitocondrial (ADNmt ) en
células FQ y células normales, para determinar si | a disminucion de la
expresion del gen MTND4 puede ser atribuida a una reduccion en el

namero de copias del ADNmt.

5.1. Cuantificacién del nivel de copias de ADNmt

La cantidad de ADNmt por célula varia segun el tipo celular estudiado,
de modo que su concentracion celular podria determinar el nivel de expresion
de cada gen mitocondrial. Por lo tanto, decidimos determinar si la reduccién
transcripcional de MTND4 en FQ se debia a una disminucion en el nimero de
copias de ADNmt. Con este objetivo, recurrimos a la técnica de “Real Time”-
PCR para cuantificar el nivel de copias de ADNmt en células con fenotipo FQ y
normal. Brevemente, la técnica consistio en cuantificar la concentracion de un
gen mitocondrial (MTND4) y referirla a la de un gen nuclear de una sola copia
(GAPDH), mediante PCR. Cada gen fue cuantificado en forma individual por el
método de la curva estandar (Miller et al., 2003), con una estrategia similar a la
utilizada para cuantificar el nivel del mensajero de MTND4, pero en este caso,
amplificamos por PCR a partir del ADN extraido de las células en estudio y la
cuantificacion se realizd por “Real Time”-PCR. El nivel de copias de ADNmt
fue calculado a partir de la relacion entre la concentracion relativa del gen
mitocondrial y el gen nuclear (MTND4/GAPDH).

El nivel de copias de ADNmt fue medido a partir del ADN extraido de
células T84 tratadas y sin tratar con el inhibidor CFTR(inh)-172 y de células IB-
3 y S9 tratadas con el coctel de estimulacion del CFTR (AMPc, IBMX e

isoproterenol). Como se muestra e la Figura 23 A, no se observaron
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diferencias significativas en el nivel de copias de ADNmt entre células T84
control y T84 tratadas con CFTR(inh)-172. En la Figura 23 B se muestran los
resultados obtenidos con las células IB-3 (FQ) y S9 (CFTR salvaje), donde
tampoco se observd una disminucion significativa del nivel de copias de
ADNmt. Estos resultados corresponden a dos experimentos individuales para
cada tipo celular, cada uno de ellos por cuadruplicado. Los datos fueron
analizados por ANOVA de una via, con un valor de significancia de p menor a
0,05 y graficados como la media de la relacion (ng)MTND4/(ng)GAPDH + SD,

n=2.
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Figura 23: Medicién del nivel de copias de ADNmt en FQ por “Real Time"-PCR. A: Se
muestra el nivel de copias de ADNmt en células T84 y T84 tratadas con CFTR(inh)-172. B: Se
muestra el nivel de copias de ADNmt en células IB-3 (FQ) y S9 (CFTR salvaje) tratadas con el
coctel de estimulacion del CFTR (AMPc, IBMX e isoproterenol). Los resultados corresponden a
dos experimentos individuales para cada tipo celular, cada uno de ellos por cuadruplicado. Los
datos fueron analizados por ANOVA y graficados como la media de la relacion
(ng)MTND4/(ng)GAPDH + SD (X + SD, n=2).
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En esta seccidn se discutirdn los resultados obtenidos en el estudio de la
expresion diferencial del gen MTND4 en FQ y sus implicancias en la funcién
mitocondrial, en particular con respecto a la actividad del Cim. Ademas, se
discutiran las ventajas y desventajas de cada modelo celular utilizado y las
posibles explicaciones de los resultados obtenidos. Finalmente, se plantearan
las perspectivas y la relevancia del estudio de la modulacion de la actividad

mitocondrial mediada por el canal CFTR.

Expresion diferencial de genes. Regulacion negativ.  a del gen MTND4 en
FQ.

Desde hace varios afios se estudia en nuestro laboratorio la expresion
diferencial de genes en FQ. La falla del CFTR en FQ juega un rol importante
en la patogénesis de la enfermedad. Sin embargo, no esté claro de qué forma
el transporte de cloruro puede determinar los multiples des6rdenes manifes-
tados en esta enfermedad, sobre todo en pulmén. De esta manera, el estudio
de la expresion diferencial de genes en FQ resulta ser una herramienta de
estudio interesante para tratar de entender las consecuencias fisiopatologicas
de la falla del CFTR. La caracterizacion de genes cuya expresion dependa de
la actividad del CFTR, podria ayudar a comprender mejor el fenotipo FQ y

definir nuevos posibles blancos de terapia.

Este trabajo de tesis se inicidé a partir de los resultados obtenidos en un
DD, en el que se encontré un gen con expresion reducida en células FQ. El
mismo fue identificado como MTND4, un gen mitocondrial que codifica para la
subunidad 4 del Complejo | mitocondrial (Clm) o complejo NADH-ubiquinona
oxidoreductasa (Valdivieso et al., 2007). Como podia esperarse de un gen
cuya expresion dependiese de la actividad del CFTR, se observdé como la
expresion del fragmento seleccionado se revertia en las células CFDE/6Rep-
CFTR (CFTR salvaje) tratadas con el inhibidor del transporte de CI
glibenclamida, asemejandose asi al patrén de expresion de las células CFDE
(FQ). Este efecto del inhibidor sugeria que las diferencias debian atribuirse
realmente a la actividad de transporte del CFTR y no a un artefacto de

seleccién clonal o a una falsa sefial de la RT-PCR (falso positivo/negativo).
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Elegimos estudiar este gen con mayor detalle debido a que su expresion
diferencial en células FQ era contraria a la del gen SRC, el cual se encontraba
regulado positivamente (Gonzalez-Guerrico, 2001; Radrizzani et al., 2001;
Gonzalez-Guerrico et al., 2002). Una vez identificada la secuencia del
fragmento aislado del DD, encontramos en la literatura datos que hacian aun
mas interesante su estudio. Varios trabajos habian reportado que la subunidad
MTND4 codificada por este gen era un componente fundamental para la
correcta actividad del Complejo I mitocondrial (CIm), tanto en mamiferos como
en otros organismos (Hofhaus & Attardi, 1993; Cardol et al., 2002). El ejemplo
mas destacado de la importancia de MTND4 es la neuropatia optica hereditaria
de Leber (LHON), que ha sido asociada al funcionamiento anormal del Cim a
causa de mutaciones en esta subunidad (Degli Esposti et al., 1994). Resulto
aun mas interesante que varios trabajos, décadas atras, habian sugerido que
una falla mitocondrial podia estar asociada a la FQ. De esta manera, la
reduccion de este gen en FQ podria explicar algunas anormalidades a nivel
mitocondrial reportadas por otros autores (Antonowicz et al., 1972; Feigal &
Shapiro, 1979; Shapiro et al., 1979; Feigal et al., 1982; Shapiro et al., 1982; von
Ruecker et al., 1984; Dechecchi et al., 1988; Shapiro, 1988, , 1989). De modo
que cuando observamos que uno de los genes diferenciales en FQ
correspondia a un gen mitocondrial, MTND4, decidimos caracterizar con mas
detalle a este gen. Ademas, no solo se trataba de un gen mitocondrial, sino
que precisamente correspondia a un gen sumamente importante para la
actividad del CIm, cuyo Km, décadas atras, habia sido encontrado disminuido
en FQ (Dechecchi et al.,, 1988). Todos los resultados previos mencionados
eran consistentes con nuestra observacion de una expresion disminuida de
MTND4 en FQ. De modo que MTND4 podria ser la clave para explicar estas
fallas mitocondriales y también la falta de tolerancia al ejercicio (de Meer et al.,
1999) y en la capacidad para generar ATP de manera eficiente (de Meer et al.,
1995). Nuestra hipotesis primordial fue que MTND4 estaba disminuida en FQ y
gue esta disminucién debia provocar una disminucién en la actividad del CIm.
A demostrar esta hipétesis dedicamos la mayor parte del trabajo de Tesis. No
sabiamos en ese entonces que, ademas, esta disminucion determinaria el
aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS), como se discutirA mas

adelante, un resultado muy significativo.
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El primer paso fue la validacion de los resultados del DD. Los experi-
mentos de hibridacion in situ en cortes de tejido de pulmén de pacientes FQ y
no FQ, nos permitieron observar una clara tendencia a la disminucion de
MTND4 en FQ. Sin embargo, dicha reduccién podria deberse a la historia
clinica del paciente del que provenian los cortes de pulmén (tratamiento con
antibioticos, infecciones, etc.). Por lo tanto, no consideramos estos resultados
como una validacion indiscutible del DD, aunque si constituyen una

aproximacion interesante para conocer el estado de este gen en pacientes FQ.

En esta tesis, logramos confirmar la expresion diferencial de MTND4 en
células FQ mediante RT-PCR semicuantitativa. Al igual que en el DD, las
células CFDE/6RepCFTR tratadas con glibenclamida revirtieron la expresion
del ARNm de MTND4 y llegaron a tener un nivel transcripcional similar al
observado en células CFDE. Esta reversion de los efectos de la expresion
ectopica del CFTR salvaje, en células CFDE/6RepCFTR tratadas con glibencla-
mida, sugiere que la expresion diferencial se debe a la actividad del transporte
de CI a través del canal y no solamente a la presencia del CFTR en la
membrana celular, como ocurre con la citoquina RANTES, cuya expresion
depende de la presencia del CFTR y no de su actividad (Estell et al., 2003). De
esta manera, la expresion de MTND4 se encontraria regulada negativamente
en FQ por la falla en el transporte de CI', o dicho de otro modo, el transporte
activo de CI' a través del CFTR modularia positivamente la expresion de
MTNDA4.

Por otro lado, se observO que las células CFDE tratadas con
glibenclamida no mostraron diferencia significativa en la expresion de MTND4
con respecto a las células CFDE sin tratar. Esto indicaria que la expresion de
MTND4 es regulada negativamente por la falla en el transporte de CI" por el
CFTR hasta un cierto nivel y mas all4 de este punto la célula mantendria un
nivel basal de expresion de MTND4, que dependeria de otras vias de
regulacion. Posiblemente estos resultados reflejen la presencia de una via de
regulacion alternativa de la expresién de un gen mitocondrial, MTND4, mediada

por la actividad del canal CFTR, algo que nunca habia sido descripto. Si esta
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via depende de la concentracion de iones CI, capaces de modular otras
proteinas como es el caso de RunX (Backstrom et al., 2002), o por el contrario,
depende de la actividad de proteinas asociadas al CFTR capaces de transducir
la actividad del canal, es un tema sumamente interesante que debera

determinarse en el futuro.

El uso de glibenclamida como inhibidor especifico del transporte de CI
ha sido bastante cuestionado debido a que presenta efectos secundarios, entre
otros, inhibir los canales de potasio dependientes de ATP (Katp) (Rabe et al.,
1995; Engbersen et al., 2005). Por lo tanto, fue necesario confirmar la
reversion de la expresion de MTND4 en células CFDE/6RepCFTR con un
nuevo inhibidor del CFTR llamado CFTR(inh)-172, desarrollado por el grupo de
Verkman (Ma et al., 2002). Ha sido demostrado que el inhibidor CFTR(inh)-172
no posee los efectos secundarios de glibenclamida y que la concentracion
necesaria para inhibir la actividad del CFTR es mucho mas baja, lo que lo
convierte en un inhibidor del CFTR mas especifico, menos toxico y mas potente
(Ma et al., 2002). La unica desventaja de este inhibidor es su baja solubilidad
en soluciones acuosas (5-20 uM), comportamiento que ha sido descrito por
otros autores (Akiba et al., 2001; Wang et al., 2004; Akiba et al., 2005) y que
nosotros también hemos observado. Esto nos impidid hacer curvas de dosis
respuesta a concentraciones mayores de 20 uM, limitandonos a llegar a
concentraciones efectivas hasta 10 uM. Sin embargo, la concentracion efectiva
del inhibidor CFTR(inh)-172 para reducir el nivel de expresion de MTND4 fue
casi 100 veces menor que la utilizada con glibenclamida, lo que da nota de su
mayor potencia (Valdivieso et al., 2007).

A partir de una concentracion de 2,5 uM de CFTR(inh)-172, observamos
la maxima reduccién de los niveles de expresion de MTND4, la cual no varid
con el aumento de la concentracién del inhibidor (Figura 11). Este efecto
podria explicarse por la baja solubilidad del inhibidor en medio acuoso, lo que
s6lo permitiria utilizar este inhibidor en un estrecho rango de concentracion,
mas alla del cual podrian formarse agregados o micelas que reducirian su
eficiencia para inhibir el canal. Otra posible explicacion a este fendmeno, es

que los niveles de ARNm de MTND4 sean regulados por el transporte de CI" a
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través del CFTR hasta un cierto punto, como se discutié anteriormente. Esto
quiere decir que por mas que el transporte de CI a través del canal estuviese
completamente inhibido, la célula mantendria un nivel basal de expresion de
MTNDA4.

Resumiendo, los resultados con el uso del inhibidor CFTR(inh)-172
coincidieron con los obtenidos en el DD y la RT-PCR semicuantitativa, donde
se utilizo glibenclamida para inhibir el canal. De esta manera, se confirmé que
la expresion de MTND4 se encuentra disminuida en células CFDE, que la
inhibicion de la actividad de transporte de CI por el CFTR resulta en una
regulacion negativa de MTND4 y que éste efecto puede ser obtenido usando
glibenclamida o CFTR(inh)-172. Al modular la actividad del CFTR mediante el
uso de inhibidores, demostramos que hay una relacién causal entre la actividad
del CFTR y la expresion de MTND4.

Sobre la sintesis de proteinas mitocondriales

Una vez confirmada la reduccion en el nivel de expresién del ARNm de
MTND4 en FQ, decidimos determinar si la proteina también se encontraba
disminuida. Con este fin, elegimos la técnica de “pulse-labeling”, que ha sido
usada en varios trabajos pioneros en el estudio de las subunidades del Cim y
permite observar el patron de expresion de las subunidades de algunos
complejos mitocondriales y su localizacion en un gel (Chomyn et al.,, 1985;
Hayashi et al., 1994; Chomyn, 2001). En teoria, la técnica nos permitiria
visualizar la concentracion de MTND4 a partir de la sintesis de novo de
proteinas mitocondriales y de este modo medir su nivel de traduccion en FQ.
En este experimento utilizamos las células CFDE, CFDE/6RepCFTR y estas
Gltimas tratadas con inhibidores del CFTR, glibenclamida y NPPB. Durante
estos experimentos no contdbamos con el inhibidor CFTR(inh)-172, por lo que
usamos el inhibidor NPPB y también glibenclamida. Las principales desventa-
jas de estos dos inhibidores, con respecto al inhibidor CFTR(inh)-172, es la alta
concentracion utilizada para inhibir el CFTR, lo que puede ocasionar efectos
toxicos a nivel celular y sobre todo en modelos animales (Lukacs et al., 1991,
Ma et al., 2002).
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Aunque no logramos identificar las subunidades de los complejos
mitocondriales de la manera en que fue descripta por Chomyn y col. (Chomyn
et al., 1985), el efecto causado por el inhibidor NPPB fue contundente. Las
células tratadas con este inhibidor perdieron completamente la capacidad de
sintetizar proteinas mitocondriales de novo. Si bien esto no habia sido
descripto anteriormente, hay trabajos que indican que tanto NPPB como
glibenclamida afectan el metabolismo mitocondrial, observandose una
reduccion en los niveles de ATP que afectaria la actividad de los canales de K+
sensibles a ATP (Katp) (de Weille & Lazdunski, 1990; Lukacs et al., 1991;
Sheppard & Welsh, 1992; Engbersen et al., 2005).

Por otra parte, si bien no logramos identificar MTND4 en forma precisa,
observamos que la sintesis de proteinas mitocondriales se encontraba
disminuida en las células CFDE y CFDE/6RepCFTR tratadas con glibenclamida
respecto a la observada en las células CFDE/6RepCFTR. A diferencia del
resultado obtenido con NPPB, la disminucion de la sintesis de novo de
proteinas mitocondriales en células CFDE y CFDE/6Rep tratadas con
glibenclamida fue similar, reduciendo la posibilidad de que estas observaciones
se deban a algun efecto toxico del inhibidor. Sin embargo, es apresurado
atribuir la reduccion de la sintesis de proteinas mitocondriales exclusivamente a
la inhibicion del CFTR debido a los posibles efectos de los inhibidores sobre los
canales Karp €n nuestras condiciones de trabajo. De todos modos, resulta muy
interesante el hecho de que en células FQ (CFDE) también se observe una
reduccion de la sintesis de proteinas mitocondriales. Los canales de Katp
podrian jugar un papel como sensores de la concentracion de CI con la
consecuente reduccion del metabolismo mitocondrial en FQ. Por otro lado,
también existe la posibilidad de que la actividad del CFTR dispare alguna via
de sefalizacion que module la actividad mitocondrial independientemente de
los canales de Karp. Por lo tanto, seria muy importante repetir estos ensayos
con el inhibidor CFTR(inh)-172, el cual se ha demostrado que no afecta la
actividad de los canales de Karp (Ma et al., 2002). De esta manera, podriamos
confirmar o descartar si estos canales estan involucrados en la regulaciéon
mediada por el CFTR.
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Finalmente, estos datos sugeririan que la actividad del CFTR ejerce una
modulacién positiva de la sintesis de varias proteinas mitocondriales, de modo
que la falla del canal en FQ podria alterar varias funciones mitocondriales.
Estos resultados deberan ser confirmados mediante una mejor puesta a punto
de la técnica y con el uso del inhibidor CFTR(inh)-172, junto con otros estudios
complementarios que ayuden a determinar si los cambios observados son
significativos y especificos, como el uso de anticuerpos especificos contra
MTND4 para realizar una inmunoprecipitacion especifica de la proteina
marcada y lograr asi su deteccién. Realizamos varios experimentos con un
anticuerpo que nos enviod el Dr. Doolittle, RF (Universidad de California en San
Diego, departamento de Quimica), pero este anticuerpo era sumamente
inespecifico y no logramos resultados positivos (resultados no mostrados).
Decidimos entonces enfocar el trabajo hacia lo mas importante de nuestra

hipétesis, que era demostrar una falla en la actividad del CIm en FQ.

Actividad del CIm en FQ

La regulacion negativa del ARNm de MTND4 en células y tejido FQ, nos
condujo a probar si esta reduccion afectaba la actividad del CIm. Cémo se
mencionod, esta hipotesis surgid a partir de los numerosos reportes que
demostraban la importancia de la subunidad MTND4 para la correcta funcién
del CIm (Hofhaus & Attardi, 1993; Degli Esposti et al., 1994; Cardol et al., 2002)

y de nuestra observacion sobre la disminucion de la expresion de MTND4 en

FQ.

Para medir la actividad del Cim utilizamos la técnica denominada “Blue
Native-PAGE” (BN-PAGE) (Schéagger H, 1991), que permite ensayar in situ la
actividad de los distintos complejos de la cadena respiratoria luego de una
electroforesis en condiciones no desnaturalizantes, utilizando proteinas solubili-
zadas desde mitocondrias extraidas de los distintos tipos celulares en estudio
(Lojda, 1979; Schéagger H, 1991; Zerbetto et al., 1997). La ventaja principal de
esta técnica sobre el tradicional método espectrofotométrico para mediciones
de actividad del Clm (Rustin et al., 1994), es que la medicién de la actividad
NADH:deshidrogenasa se restringe exclusivamente a la actividad del CIm en la

banda correspondiente, identificada por su peso molecular en un gel de
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poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes. En el método espectro-
fotométrico, en cambio, el inconveniente que se presenta es que la actividad de
oxidacion del NADH puede deberse a otras deshidrogenasas presentes en el
extracto mitocondrial y a subcomplejos intermedios del CIm, que si bien
muestran actividad de oxidacion del NADH, evidentemente no pueden
contribuir al transporte de electrones como lo hace el complejo intacto.
Ademas, la técnica de BN-PAGE nos permite determinar si existe alguna
alteracion en el ensamblado del complejo proteico, algo que es imposible de
determinar por el método espectrofotométrico (se hace cuantificando la
proporcion entre los distintos complejos). Creemos que éste es el motivo por el
cual otros autores no han sido capaces de demostrar con anterioridad, de
manera convincente, fallas en el Cim en FQ. Cd&mo ya se menciond, los
trabajos pioneros de Shapiro y col. (Shapiro et al., 1979; Shapiro et al., 1982;
Dechecchi et al., 1988; Shapiro, 1988, , 1989) sugerian que existia una falla a
nivel del Cim en FQ, pero esta hipétesis no habia sido demostrada
fehacientemente. Tal es asi, que por muchos afios la hipotesis de Shapiro fue
totalmente descartada por el resto de los autores. Incluso, este mismo grupo
abandond las investigaciones cuando el CFTR fue clonado y se descubrié que
el responsable de la FQ era un canal de CI. Lo irénico de esta historia es que
en realidad el Dr. Shapiro y sus colaboradores s6lo se apresuraron en pensar
gue el gen responsable de la FQ estaba en las mitocondrias; pero
evidentemente no estaban errados al afirmar que en FQ habia una falla
mitocondrial. Nuestros resultados, como se discutirdA a continuacion,
demuestran claramente que no estaban equivocados. Solamente les faltaba el
dato de que esta regulacion de la actividad mitocondrial era indirecta, a través
del CFTR.

Actividad del CIm en modelos celulares FQ

Comenzamos el estudio de la actividad del Cim en FQ con el modelo de
células CFDE y CFDE/6RepCFTR, como lo hicimos en los experimentos donde
determinamos que la expresion de MTND4 se encontraba reducida en FQ.
Confirmando nuestra hipotesis, encontramos una disminucion significativa en la
actividad del Clm en células CFDE y CFDE/6RepCFTR tratadas con

glibenclamida al comparar esta actividad con la de las células
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CFDE/6RepCFTR, que expresan ectopicamente CFTR salvaje. Nuevamente,
al igual que con la expresion de MTND4, se observo una reversion del efecto
en la actividad del CIm por la inhibicion del transporte de cloruro, lo que sugiere
que la diferencia de actividad encontrada corresponde en realidad a una
relacion causal entre la actividad del CFTR vy la actividad del CIm y no sélo a
una correlacién. De modo que los resultados sugieren que la disminucion de la
actividad del complejo Clm esta ligada a la reduccién en los niveles de MTND4
en FQ.

Algunas criticas hacia el modelo celular utilizado inicialmente (CFDE) se
basan en que los resultados podrian estar sujetos a artefactos generados por
una presion de seleccion diferente (debido al antibiético higromicina B usado
para mantener el plasmido en las células CFDE/6RepCFTR), sumado a que la
mutacion del CFTR en estas células aun no ha podido ser identificada. Por
estas razones, estudiamos la actividad del CIm en un nuevo modelo celular FQ
que nos permitid independizarnos de algunos defectos del modelo anterior.
Este modelo consistio en la linea celular IB-3, también proveniente de un
paciente FQ (heterocigota AF508 y W1282X) (Zeitlin et al., 1991) y las células
S9, que son las células IB-3 transducidas con un vector viral para expresar
CFTR salvaje. Las células S9 no requieren ser seleccionadas con antibiético,

como es el caso de las células CFDE/6RepCFTR.

En este nuevo modelo, también observamos una reduccion de la
actividad del Clm en las células FQ respecto a las células normalizadas. Sin
embargo, solo encontramos una diferencia significativa en la actividad del CIm
cuando las células fueron estimuladas con un coctel de activacion del CFTR
(isoproterenol, AMPc e IBMX). La diferencia de comportamiento encontrada
bajo condiciones basales de crecimiento, entre las dos lineas celulares FQ
(CFDE e IB-3) y normalizadas (CFDE/6Rep y S9), posiblemente se deba a una
variacion en las cantidades de CFTR expresado en los distintos tipos celulares

(mayor en las CFDE/6RepCFTR), aunque esto no lo hemos medido.
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Los resultados obtenidos con los dos modelos de células FQ sugieren
fuertemente que la actividad del Cim se encuentra reducida por la falla del

CFTR y que puede ser modulada por la actividad de transporte de CI'.

Actividad del Clm en modelos celulares no-FQ

Si bien se observo en los dos tipos celulares FQ (CFDE e IB-3) una
disminucién de la actividad del CIm por la falla en la actividad del CFTR, en el
caso de las células IB-3 y S9 fue necesario estimular la actividad del CFTR con
el coctel de AMPc, IBMX e isoproterenol. Esta estimulacion podria activar vias
alternativas que podrian opacar o confundir los resultados. Hay que tener en
cuenta que normalmente el CFTR no se encuentra tan estimulado; solamente
se encuentra altamente estimulado cuando se producen diarreas de origen
bacteriano o una alta estimulacién adrenérgica (“stress”, etc.). Ademas, no
podemos descartar totalmente posibles efectos de seleccion clonal diferente,
ya que ambos tipos celulares (FQ y corregidas) se seleccionan en forma
independiente y podriamos estar comparando células totalmente distintas, pero

por otros motivos (dependiente del lugar de insercién del gen corrector, etc.).

Por estas razones, buscamos un nuevo modelo que no dependiese del
uso del céctel de estimulacion del canal y que tampoco tuviese el problema de
la posible seleccién clonal por sucesivas selecciones con antibiético. De esta
manera, elegimos una linea celular que expresara el CFTR salvaje en forma
normal con el fin de modular su actividad, ya sea con el uso de inhibidores
sintéticos del transporte de CI" a través del CFTR o mediante la técnica de ARN
de interferencia, con el fin de disminuir la expresion del canal y por lo tanto su
actividad. La linea celular elegida en primera instancia fue T84, de carcinoma
de colon humano, la cual expresa CFTR en forma abundante y ha sido utilizada
como modelo en otros trabajos de nuestro laboratorio (Cafferata et al., 2000;
Cafferata et al., 2001 May).

Los resultados con el modelo de células T84 tratadas con inhibidores del
CFTR mostraron que la actividad del transporte de CI por el CFTR modula de
manera positiva la actividad del Cim. Asi, a las 24 hs de tratamiento con

glibenclamida y a las 48 hs de tratamiento con CFTR(inh)-172 se observd una
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reduccion significativa de la actividad del Cim. Estos resultados con el inhibidor
CFTR(inh)-172 también fueron obtenidos utilizando la linea celular Caco-2,
proveniente de cancer de colon humano, resultados que fueron concordantes
con las observaciones en células T84. Teniendo en cuenta que la reduccion de
la expresion del ARNm de MTND4 en células tratadas con CFTR(inh)-172
comienza a apreciarse a las 24 hs de tratamiento, resulta razonable que la
reduccion de la actividad del CIm sea posterior, ya que primero debe ocurrir
una reduccion en la sintesis de la subunidad MTND4 y luego un recambio del
complejo enzimético en la membrana mitocondrial. Estas observaciones
también concuerdan con estudios reportados por otros autores, que sugieren
que la vida media de los complejos de la cadena de transporte de electrones es

relativamente larga (Hare & Hodges, 1982; Yadava et al., 2004).

Debido a que el inhibidor CFTR(inh)-172 no actla sobre los canales de
Katp (Ma et al., 2002), la presuncion de que la actividad del CFTR modularia la
actividad mitocondrial a través de dichos canales no tendria aqui sustento. Sin
embargo, no se puede descartar que alguna otra via de sefializacion, que
involucre el transporte de CI, pueda regular los canales de Karp. Por otra
parte, el mayor efecto de glibenclamida sobre la actividad del Clm podria
deberse a una combinacion de la inhibicion del CFTR y de los canales de Katp,
siendo el segundo un efecto inespecifico, algo que no ocurriria cuando se trata
con el inhibidor CFTR(inh)-172. A través de estas observaciones, podemos
sugerir que no es la presencia per se del CFTR en la membrana celular la que
modularia la actividad del CIm sino la actividad de transporte activo de iones CI
a traveés del canal. Sin embargo, existe la posibilidad de que ambos inhibidores
tengan la capacidad de inhibir la actividad del CIm en forma independiente de
la actividad de transporte del CFTR, a través de la induccién de un cambio
conformacional en el CFTR, que pueda ser detectado por algin camino de

sefnalizacion.

Para descartar definitivamente que los efectos observados pudiesen
deberse a efectos inespecificos de los inhibidores sintéticos, decidimos ir mas
allda y confirmar estos resultados reduciendo la expresion del CFTR (y por lo

tanto su actividad) mediante el “knock-down” de su expresion utilizando ARN
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de interferencia (ARNi). Para ello usamos la estrategia denominada “short
hairpin” ARN de interferencia (ShARNi) y como se describié en Materiales y
Métodos, elegimos los primeros 18 nucleotidos del mensajero del CFTR como
secuencia de reconocimiento. Dicha secuencia fue utilizada anteriormente con
éxito en nuestro laboratorio para reducir la expresion del CFTR, cuando
utilizamos oligonucledtidos “sense” y “antisense” (Gonzalez-Guerrico, 2001;
Radrizzani et al., 2001; Gonzalez-Guerrico et al., 2002).

El tiempo y la concentracién de plasmido se pusieron a punto mediante
las correspondientes curvas, las cuales se realizaron midiendo la actividad del
Clm como variable dependiente, ya que este era el efecto final que
deseabamos medir. Para confirmar la eficacia del ARNi, como control, medi-
mos la actividad de transporte de CI" por el CFTR en las células tratadas con
shARNi respecto a las células control y confirmamos que la actividad del canal
se encontraba reducida. Cabe destacar que la reduccion de la actividad del
CFTR fue evidente a partir de las 24 hs de tratamiento con el shARNI, en tanto

que a las 48 hs la inhibicibn aumenté el doble (Fig. 20).

El andlisis estadistico mostré una reduccion significativa de la actividad
del CIm en las células tratadas con el shARNI-CFTR respecto a las células
control. Como mencionamos anteriormente, con este modelo nos independiza-
mos de los posibles efectos secundarios de los inhibidores, como asi también
de la posible seleccion clonal que podria ocurrir en los otros modelos de células
FQ (CFDE Yy IB-3).

Dada la importancia que tiene este complejo para la correcta funcion
mitocondrial, nuestras observaciones podrian indicar un rol primordial de esta
organela, bajo la influencia de la falla de la actividad del CFTR, en las
caracteristicas fenotipicas de la FQ. Asimismo, no debe olvidarse el rol fisiolo-
gico normal del CFTR, como receptor de Salmonella typhi (Lyczak et al., 2001)
y de Pseudomonas aeruginosa (Pier, 2000). Frente a una infeccién, se
produce la endocitosis del CFTR junto con la bacteria y evidentemente esto
lleva a una inhibicién del transporte de cloruro. Por nuestras observaciones,

este efecto deberia afectar la actividad mitocondrial. Dado el reciente rol
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atribuido a las mitocondrias en la defensa inmune innata (McWhirter et al.,
2005), nuestras observaciones abren el camino hacia el estudio del posible rol
de la modulacién de la defensa inmune innata a través de las mitocondrias bajo
modulacién de la actividad del CFTR y de su posible relevancia en la falla

inmune localizada preferentemente en los pulmones de los pacientes FQ.

El nimero de copias de ADNmt

En un intento por dilucidar el posible mecanismo involucrado en la
reduccion del nivel de transcripcion del ARNm de MTND4, estudiamos si la
cantidad de copias de ADNmt se encontraba reducida en FQ. Nuestros
resultados sugieren que el numero de copias de ADNmt no puede explicar la
disminucién de la expresion del gen MTND4 ni la disminucién de la actividad
del Cim. Ma&s aun, resultados preliminares de nuestro laboratorio (Maria Luz
Teiber, resultados no mostrados) sugieren que la masa mitocondrial se
encuentra en realidad aumentada en células T84 tratadas con CFTR(inh)-172,
de modo que ni el cambio en el nimero de copias de ADNmt ni la masa
mitocondrial se encontrarian afectadas bajo las mismas condiciones en las que
se observa una clara disminucion de la actividad del Cim, cercana al 50 %. En
principio, estos resultados sugieren que el mecanismo de regulacion de la via
CFTR—CIm no parece estar mediada por la regulacion de la biogénesis
mitocondrial ni por el cambio en el nimero de copias de ADN mitocondrial. Por
lo tanto, en estudios futuros se intentara encontrar la via de sefializacion por la
cual el CFTR es capaz de regular la actividad del CIm, asi como también la

transcripcion de MTNDA4.

Efectos de la reduccion de la actividad del Clm

El objetivo principal de la fosforilacidbn oxidativa es la produccion de
energia en forma de ATP. Ha sido demostrado que la inhibicion de la respira-
cion mitocondrial puede conducir a una reduccion en la sintesis de nucleoétido
(Gattermann et al., 2004), de modo que la disminucién de la actividad del CIm
en FQ podria provocar una reduccion en la sintesis de ATP, como ocurre en la
enfermedad de LHON (Baracca et al., 2005). En concordancia con estas
observaciones, se ha encontrado una sintesis de ATP reducida en el musculo

esquelético de pacientes FQ (de Meer et al., 1995), lo que provocaria la
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intolerancia al ejercicio atribuida a fallas en la actividad del CIm (DiMauro,
1999).

Otra de las consecuencias de la falla en la actividad del CIim, es el
aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS, “Reactive Oxygen
Species”). Nosotros medimos los niveles de ROS en células Caco-2 tratadas
con el inhibidor de la actividad del CFTR CFTR(inh)-172, en las mismas
condiciones y tiempo que en las mediciones de la actividad del Cim. Asi,
demostramos que existe un incremento de ROS en nuestro modelo con
inhibidores del CFTR (Figura 22). EI aumento en los niveles de ROS, en
nuestro modelo FQ, es similar al aumento observado en las células que fueron
tratadas con el inhibidor del CIm rotenona. Anteriormente, Velsor y col. habian
reportado un aumento de ROS en FQ, utilizando un modelo de ratones “knock
out” para el CFTR, pero lo atribuyeron a una disminucion del glutation reducido
mitocondrial (GSH) (Velsor et al., 2006).

Algunos autores han demostrado un déficit de transporte de GSH
extracelular por la falla del CFTR, lo que disminuiria la proteccién celular frente
al estrés oxidativo (Linsdell & Hanrahan, 1998; Gao et al., 1999; Velsor et al.,
2001; Kogan et al., 2003). Sin embargo, estos autores no conocian nuestras
observaciones sobre la disminucion de la actividad del Clm en FQ, con un
incremento significativo de las ROS. En varios trabajos, ha sido ampliamente
demostrado que la reduccion o la falla en la actividad del CIm conduce a un
incremento intracelular de las ROS (Pitkanen & Robinson, 1996; Luo et al.,
1997; Robinson, 1998). Por otra parte, Barrientos y Moraes han publicado
estudios en los que examinan los aspectos fisiopatoldgicos de la deficiencia del
Clm en un modelo celular que presenta una deficiencia del 40 % en el Cim
(Barrientos & Moraes, 1999), una reduccion similar a la observada por nosotros

en FQ, donde encontraron una formacién de ROS aumentada.

El aumento en la produccion de ROS observado en nuestros modelos
FQ, sugiere que la reduccion de la actividad del Cim podria estar involucrada
en la disminucion de los niveles de GSH encontrada por otros autores (Linsdell
& Hanrahan, 1998; Gao et al., 1999; Velsor et al., 2001; Kogan et al., 2003;
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Velsor et al., 2006). En un trabajo reciente, se ha propuesto que el transporte
deficiente de GSH, a través del CFTR, es el responsable del aumento de ROS
(Velsor et al., 2006). Sin embargo, nuestras observaciones nos permiten
sugerir una situacion alternativa (Figura 24), donde la reduccion de la actividad
del CIm en FQ podria estar involucrada en el aumento de ROS, lo que
conduciria a una disminucion en los niveles de GSH observados por Velsor y
col. (Velsor et al., 2001; Velsor et al., 2006). Por otra parte, el déficit en el
transporte de GSH extracelular acentuaria el desbalance entre glutation
reducido/glutation oxidado (GSH/GSSG), lo que disminuiria la proteccion

antioxidante de la célula.

Citoplasma

Figura 24: Modelo para el aumento de ROS en FQ. La falla en la actividad del CFTR produce
una disminucién de la expresion del ARNm de MTND4, esto causaria la disminucion de la
actividad del CIm que conduciria a un aumento en la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). El aumento de ROS llevaria a un desbalance en la proporcion de GSH:GSSG

en la mitocondria.

De todos modos, estas dos alternativas no son excluyentes, ya que si el
aumento de ROS ocurre por una disminucion de los niveles de GSH, los dafios
causados por las ROS podrian llevar a la reduccién de la actividad del Cim.
Incluso, la baja expresion de MTND4 podria ser una consecuencia de la

elevada concentracion de ROS en FQ, algo que ha sido observado en un
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modelo de Parkinson, en el cual se recupera la expresion de MTND4 por
tratamiento con “N-tert-butyl-alpha-(2-sulfophenyl)-nitrone”, un secuestrador de
ROS (“spin trap”) (Conn et al., Lett 2001 Jun 29). Por lo tanto, seria muy
importante determinar si el déficit de GSH en FQ es un efecto anterior,
posterior o simultaneo a la reduccion de la actividad del Cim. De todos modos,
estos resultados apuntan a la produccion de ROS como blanco de terapia en

FQ, ya sea enfocandose en la actividad del Cim o en los niveles de GSH.

El aumento de ROS tiene importantes consecuencias fisiopatoldgicas
para las células, que podrian explicar algunas caracteristicas de la FQ. Las
células cuentan con sistemas de proteccion contra el ataque de las ROS a los
lipidos, proteinas y ADN, que consiste en un sistema de defensa antioxidante
de origen enzimatico o no enzimatico. Los agentes antioxidantes mas cono-
cidos son las superéxido dismutasas, las glutation peroxidasas y antioxidantes
lipofilicos como a-tocoferol y 3-caroteno (Halliwell, 1991). Se ha propuesto que
una alteracion en la funcion del sistema de fosforilacion oxidativa podria
aumentar el desbalance entre la produccion y la eliminacién de ROS, lo que
conduciria a una secuencia de eventos perjudiciales para la célula (Nohl et al.,
1989; Cleeter et al., 1992; Brunmair et al., 2004), entre ellos el dafio al ADN
mitocondrial (mtADN) (Pitkanen & Robinson, 1996).

Por otra parte, ha sido demostrado que las células de pulmon liberan
mediadores inflamatorios y citoquinas, tales como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), interleuquina (IL)-1 e IL-8, en respuesta al estrés oxidativo. Esta
liberacion de citoquinas induciria el reclutamiento de neutrofilos y la activacion
de factores de transcripcion claves como el factor nuclear-kB (NF-kB) y la
proteina activadora- (AP-1), lo que aumentaria la respuesta inflamatoria y el
dafio tisular (Brennan & O'Neill, 1995; Rahman & MacNee, 1998; Filosto et al.,
2002; Filosto et al., 2003). En neutrofilos, la mieloperoxidasa cataliza la forma-
cion de acido perclérico, un potente oxidante, a partir de H,O, en presencia de
iones CI'. Por su parte, las células epiteliales del pulmon pueden liberar ROS
(van Klaveren et al., 1997; Rochelle et al., 1998) y asi estimular las células
inflamatorias directamente, lo que amplificaria la inflamaciéon del pulmén y los

eventos oxidativos. Esto ultimo es de gran relevancia, dado que en FQ se
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encuentran alterados los procesos inflamatorios e inmunologicos (Bonfield et
al., 1995a; Bonfield et al., 1995b; Konstan & Berger, 1997) y se han encontrado
elevados niveles de citoquinas, aun en ausencia de cuadro clinico o de
infeccion detectable. Recientemente, ha sido reportado que el estrés oxidativo
causaria una hiperacetilacion del promotor de IL-8 en un modelo de células FQ
(Bartling & Drumm, 2009). Estos datos sugieren que las células con fallas en el
CFTR se encuentran bajo estrés oxidativo, lo que estaria en concordancia con

nuestras observaciones.

Sumado a estas consideraciones, recientemente Perez y col. (Perez et
al., 2007) han reportado que la inhibicion del CFTR es capaz de imitar el perfil
inflamatorio de FQ. En este trabajo usaron como modelo un cultivo primario de
células epiteliales que expresa el CFTR en forma normal y modularon la
actividad del canal con el inhibidor CFTR(inh)-172, al igual que en nuestro
modelo con células T84 y caco-2. Estos autores, observaron un incremento en
la secrecion basal de IL-8 y en respuesta a Pseudomonas, asi como también
un aumento en la translocacion de NF-kB sobre la estimulacion de TNF-a e IL-
1B. Lo interesante de estas observaciones es que fueron obtenidas luego de
inhibir el CFTR en forma continua durante tres a cinco dias, en tanto que
nosotros observamos una disminucién de la actividad del Clm y un aumento de
ROS a los dos dias de realizada la inhibicion del CFTR. Por lo tanto, podria-
mos sugerir que el aumento de ROS que observamos en nuestro sistema es el
causante del aumento de la expresion de las citoquinas inflamatorias y que
esto se debe a la disminucion de la actividad del Cim en FQ. De este modo,
podriamos sugerir que la reducciéon de la actividad del Clm es un evento muy
temprano causado por la falla de la actividad del CFTR, lo que convierte a este

complejo en un blanco importante en la terapia de la FQ.

En nuestro laboratorio, ha sido demostrado que existe un efecto
inhibitorio de la expresion del CFTR a altas concentraciones de IL-1[3 (Cafferata
et al.,, 2000), por lo que seria posible que se genere un circulo vicioso que
involucraria un aumento en la produccion de ROS, con la consecuente

estimulacién de IL-1B y la disminucion de la expresion del CFTR.
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Una revisidon reciente de Sten Orrenius describe la relacion entre las
fallas en la actividad del Cim, la generacion de ROS y la apoptosis (Ott et al.,
2007). Por otra parte, Perier y col. demostraron que la deficiencia del Cim
sensibiliza a las neuronas para la apoptosis dependiente de mitocondria en
respuesta al agonista de muerte celular Bax mediante el dafio oxidativo (Perier
et al., 2005). También, algunos estudios han documentado la existencia de
apoptosis en FQ (Kim et al., 1999; Rottner et al., 2007), notando una marcada
susceptibilidad en sus modelos FQ. Rottner y col. observaron que en células
FQ la apoptosis estaba ligada a la activacion de la via de NF-kB, sugiriendo
gue las citoquinas proinflamatorias secretadas por estas células promovieron la
apoptosis (Rottner et al., 2007). La apoptosis contribuiria a auto-perpetuar el
proceso inflamatorio, por lo que es muy importante determinar el mecanismo
por el cual esto ocurre en FQ. De ser nuestras presunciones correctas, el
aumento en el nivel de ROS provocado por la disminucién del CIm ayudaria a
explicar el fendmeno de apoptosis descrito por otros autores.

El hecho de que la actividad del CFTR sea capaz de modular la actividad
del CIm en células que expresan el CFTR normal (células T84 y Caco-2),
sugiere que esta modulacién no tiene so6lo un rol patolégico en FQ, sino
también un rol fisiologico muy importante en la funcidon celular. En estudios
futuros, sera importante determinar el alcance de la disminucion de la actividad
del CIm en FQ en los procesos de apoptosis y fallas inmunoldgicas. Esta tarea
sera realizada mediante la restauracion de la actividad del CIm en nuestros
modelos de células FQ. Para ello, se realizaran transfecciones con un plas-
mido que expresa el Cim de levadura (NDI1), desarrollado por el grupo del Dr.
Yagi y col. (Seo et al., 1998). EI CIim de levadura esta formado por una Unica
subunidad que es insensible a rotenona y ha sido utilizada en varios trabajos
para rescatar la actividad del Clm en células que tienen su funcioén alterada (Bai
et al., 2001; Marella et al., 2008). Esto nos permitird determinar si las
alteraciones observadas son debidas exclusivamente a la reduccion de la
actividad del Clm y si estas pueden ser revertidas por la actividad del Cim de
levadura. Finalmente, sera de gran ayuda determinar los mecanismos involu-

crados en la modulacion de la actividad del CIm mediada por la actividad del
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canal de cloruro CFTR, de modo que puedan establecerse nuevos blancos de

terapia para la FQ.
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1. Se ha confirmado una vez mas la existencia de genes CFTR-
dependientes.

2. Existe una correlacion entre la falla del CFTR en FQ y la expresion
del gen mitocondrial MTND4.

3. Esta correlacion es en realidad una relacion causal, ya que la
modulacién de la actividad del CFTR por los inhibidores
glibenclamida y CFTR(inh)-172 modulan también la expresion de
MTNDA4.

4. MTND4 es un nuevo gen CFTR-dependiente, cuya expresion se
encuentra regulada positivamente por la actividad del CFTR, o dicho
en otras palabras, regulado negativamente en fibrosis quistica.

5. Respecto a la reduccion de la expresion de MTND4, glibenclamida
tiene una EDsp = 150 uM £ 14,76 (n=3) y CFTR (inh)-172: EDsp= 1,7
uM £ 0,6 (n=4), por lo tanto aun en cultivos celulares el CFTR(inh)-
172 es mucho mas potente que la glibenclamida.

6. La sintesis de proteinas mitocondriales pareceria estar reducida en
las células con fenotipo FQ, aunque los resultados deben ser
corroborados con otros modelos celulares.

7. La actividad del Complejo | mitocondrial se encuentra disminuida en
FQ y existe una correlacion entre la expresion de MTND4 vy la
actividad del CIm.

8. Los niveles de ROS se encuentran aumentados en FQ, lo que seria
una de las principales consecuencia de la disminucion de la actividad
del CIm.

9. El nimero de copias de ADNmt no varia en células FQ, por lo que no
explicaria la disminucién de la expresion del gen MTND4 ni la
disminucion de la actividad del Cim

10.Se ha demostrado que en fibrosis quistica existe una falla
mitocondrial que se manifiesta en la actividad del Complejo I. Esta
falta de actividad podria ser responsable de la induccién de una alta
concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de
apoptosis, ambos fendmenos ya descriptos en FQ, para los cuales

no se conoce el mecanismo. En estudios futuros se intentara
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encontrar la via de sefializacion por la cual el CFTR es capaz de
regular la actividad del Complejo I.
11.Como las mitocondrias tienen un papel muy importante en la
inmunidad innata (McWhirter et al., 2005; Hiscott et al., 2006), es
posible que la falla del CIm pueda explicar, al menos parcialmente, la
hipersensibilidad de los pacientes FQ a las infecciones pulmonares.
12.Estos resultados podrian abrir el camino hacia la identificacién de

nuevos blancos de terapia en esta enfermedad.
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