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Abreviaturas

ALT.- Alanina aminotransferasa.

CCly.- Tetracloruro de carbono.

CCNDL1.- proteina ciclina D1.

CDK.- proteinas quinasa dependientes de ciclinas.
c-Met.- Receptor del HGF.

DNA.- acido dexosirribonucleico.

EGF.- Factor de crecimiento epidérmico.

GLP-1.- Péptido similar al glucagén tipo 1.

HCC.- Hepatocarcinoma o Carcinoma hepatocelular.
HDL.- Lipoproteina de alta densidad.

HGF'.- Factor de crecimiento de hepatocitos.
HMG-CoA-reductasa.- hidroxilmetil-glutaril-CoA-reductasa.
HMGCR.- HMG-CoA reductasa o 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
reductase.

HSC.- Células Hepaticas estrelladas.

IL-6.- Interlequina-6.

Insig.- Gen de induccion a insulina.

LCAT.- Lecitin colesterol Acil transferasa.

LDL.- Lipoproteina de baja densidad.

LDLR.- Receptor de la lipoproteina de baja densidad.
L-Fabp.- Proteina de unién a acidos grasos.

miRNA.- micro acido ribonucleico.


http://es.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9ptido_similar_al_glucag%C3%B3n_tipo_1

MMP.- Metaloproteinasa.

NFKkB.- Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B activadas.

PCNA.- Proteina de proliferacion del antigeno nuclear.

PCSKO9.- Proteina convertasa subtilisin/kexin tipo 9.

PDGF.- factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PHx .- Hepatectomia parcial.

PMCA.- Ca%* ATPase.

pRb.- Proteina del retinoblastoma.

RISC.-complejo silenciador inducido por RNA.

RNA._acido ribonucleico.

SCAP.- proteina activadora a través del clivaje de SREBP.

SER.- Elemento regulador de esteroles.

SP1 y SP2.- Proteasas que procesan SREBP.

SREBP.- Proteinas de uniéon a elementos reguladores de esteroles.
STAT3.- Transductor de senial y activador de la transcripciéon 3.
TGF.- Factor de crecimiento tumoral.

TIMP.- Inhibidores de metalloproteinasas en tejido.

TIMPs.- Inhibidores de metaloproteinasas.

TNF-a.- Factor de necrosis tumoral.

TUNEL.- Marcado del extremo libre por dUTP (por desoxi-transferasa
terminal).

uPA .- Activador del plasminégeno tipo uroquinasa.

VEGF.- factor de crecimiento endotelial vascular.



Indice
INTRODUCCION. ...ccveieeieeiereieseissesssesssesesesssesssesssesssesssesssesssssssessstssssssstesstesstessssssesssssssesssssssssssessnssnes 1

REGENERACION HEPATICA. ....uuuuieeeietittuiieeeeeeeseststnaeeeesssesssnnnaseeesssessannnsesessssssssnaseesssssssssnneeesesssssssnnnseesesssssnnnne 1
Introduccion

Modelos animales

REGULACION DE LA REGENERACION HEPATICA. ......couutteiiiurieerarteessteeeesteeesanreeesaneeeesbseesenneeesnseessnseeesnnsenesannes 5
Fases de 10 regeneracion REPGLICA. ............cc..eeeeeeueeeeeeeeeeeieeeeteeeeeeteee e et e eettaaaeetttaeeeeseaeesssaeesssaaenans 6
Lo LY =20 =3 o T4 T2 1 T SN 6
FOSE AE PrONFOIACION. ..ottt ettt e et e e ettt e e et a e et e e e e atsaaeetesaeessesenanses 8
JOSE A LEIMINGCION ...ttt ettt ettt s e saeenanees 9

CICLO CELULAR .....eieetttttee e e ettt e e e e e ettt e e e e s e bttt e e e e s e amn b e e e e e e e s eaneb e et e e e s e mnbaeeeeeeeaanseeeeeeesasnnbaneeeeesannnnnneeas 11

FACTORES DE CRECIMIENTO Y CITOCINAS.......cceeiiiuuutiteeesaaaunreeeeesssaanereeeeessaamnsaeesesssasnnreeesessaannnnenesesssannnsreeeess 21
Factor de Crecimiento HepatoCitQrio (HGF)..........ccueecueecieecieeeiieeieesisesteestesesteeeiteasisaasssessseeaseaen 21
Factor de Necrosis TUMOIal-QIPNG (TNF-0L)............oeeeueeeeeeiieeeeeeeeseeeeeeeeeeea e et aeeesetaaaeesaaaessanaans 22
L4 (=0 el [ o X R 2 U 23
Factor de crecimiento trasnformante-beta (TGF-D)...........cueeeeoueeeeeueeeeeiieeeiieeeesiieeeesiteeeesisaaesseeans 24

METABOLISMO LIPIDICO
Lipid droplets ...........

LIDIGOS ..ottt ettt ettt ettt s bt e et s b e et e e e e e naeeeates
REGUIACION AEI COIBSTOION .........voeeneeeeeeeeeeee ettt e e ettt e e ettt a e e st a e e st s e e e tasaesssaassaseaanans

Funcion de los lipidos durante la regeneracion hepdtica

Membrana CelUular ...........cuvovuevciveeieescivescieesiresieeseesseeniens
COMPLICACIONES DE LA RESECCION HEPATICA TERAPEUTICA CLINICA. ....ccoouriiiiiiieeeiiieeeineeesineesesnreeesineeesnneeeens 36
L0721 1 0 N 43
PRIMER ESTUDIO ..ccuuuiiiiiiiiiiinneiiiiiiiiieteseiiiiiiiiiressssiiisiitemmsssssssistiemsssssssistttmesssssssssssssssssssssssssns 44
SEGUNDO ESTUDIO .......iiiieuiiiieiiiiiiiieeeiitieetisrseessresassteeassisseasssssssassssesasssstessssssessssssrensssssesnssssnes 45
L Y U LI 7Y 0 10 49
PRIMER ESTUDIO.- MIR-33 REGULA LA PROLIFERACION CELULAR Y LA PROGRESION DEL CICLO CELULAR. ....ceuveueeneeeeneenne 49
SEGUNDO ESTUDIO.- EL RETRASO EN LA REGENERACION HEPATICA EN RATONES DEFICIENTES EN EL GEN LDLR ESTA ASOCIADO
A UNA ALTERACION EN EL PERFIL DE CITOCINAS, FACTORES DE CRECIMIENTO Y LIPIDOS. «..cuveveereruenuenseeneeneeeeneeneeseennes 64
DISCUSION ......cuuiucucirtsneaenttstsss et ss et s s st b s s et tss s s et b e s s e et st s e s e e st snsasse et b snsanaens 107
CONCLUSIONES ......citttuiitinnniiittniitttuiitirneittiessiittessittesssisttessestesssissesssssssssssssstessssssesssssssssssssssnnses 117
ANEXO 1. MODELO DE 2/3 HEPATECTOMIA PARCIAL EN RATON.......cceerurerrerrrenerseessessnessesssssesseeneens 121
PROCEDIMIENTO QUIRURGICO «...uveuvintertirenteetentteueeutetensestessessessesbesbesseeseemeeseensensensensentenbesaeesesseeneeneeneensensens 121
ANEXO 2. OTRAS PUBLICACIONES DERIVADAS........ccttuiiiiieniiiiinniiiinesirsnsisirassisirsssssssssssssseassssssens 125

BIBLIOGRAFIA .........ccciiiiiiiieiiiiiiii s s s s s s s s s s s s ssssssssssssssssssnnssnnnnns 129






Indice de figuras

Pagina
Figura 1.- Regeneracion hepatica
Figura 2.- Modelo de hepatectomia parcial de Higgins y Anderson
Figura 3.- Esquema de las fases de la regeneracion hepatica
Figura 4.- Esteatosis hepatica transitoria
Figura 5.- Esquema del ciclo celular
Figura 6.- Esquema de la cinética de expresion tras la PHx
Figura 7.- Esquema de la sintesis de los miRNAs

Figura 8.- Implicaciones de los miRNAs en las enfermedades hepaticas
Figura 9.- Esquema de los Lipid droplets

Figura 10.- Esquema del transporte de colesterol

Figura 11.- Regulacion del colesterol

Figura 12.- Complicaciones en la regeneracion hepatica terapéutica

13

14

17

18

29

31

33

39






INTRODUCCION






INTRODUCCION

Introduccion

REGENERACION HEPATICA.

INTRODUCCION

El higado es un 6rgano que juega un papel importante en la homeostasis
metabdlica, sintesis, destoxificacién, almacenaje de proteinas, redistribucién
de nutrientes, carbohidratos, acidos grasos y vitaminas. Ademas, el higado
tiene una gran capacidad de regeneracion que se ha mantenido
evolutivamente en todos los organismos vertebrados. (Michalopoulos G.K. J
Cell Physiol, 2007). Es probable que esta capacidad regenerativa haya
evolucionado como estrategia de defensa para mantener la viabilidad de los
organismos ante la pérdida de funcionalidad y masa hepatica ocasionada
por intoxicaciones alimentarias, traumas o infecciones. Histéricamente, la
capacidad regenerativa del higado fue abordada por primera vez en el mito
griego de Prometeo (Taub. R., Nat Rev Mol Cell Biol.,, 2004, Dina

G.Tiniakos, J. hepatol. et al. 2010). Seguin este mito, Zeus tras un enfado con
Prometeo privé a los hombres del fuego, Prometeo decidié robarlo del monte
Olimpo y devolvérselo a los hombres. Tras este segundo enfado, Zeus,
ordené encadenar a Prometeo a una montana y envié un aguila que durante
el dia se comeria su higado el cual regeneraria durante la noche. De esta
manera castigaba a Prometeo a sufrir dia tras dia (Power C. Ann intern

Med., 2008).

La regeneracién hepatica es un proceso remarcable ya que en condiciones
fisiolégicas los hepatocitos se encuentran en la fase GO del ciclo celular. Sin
embargo, tras la pérdida de masa o funcionalidad hepatica, los hepatocitos
quiescentes activan su entrada en la fase replicativa del ciclo celular y
proliferan hasta restaurar la funcionalidad basal, proceso conocido por
hiperplasia. Adicionalmente, la hiperplasia coexiste con la hipertrofia

hepatocitaria en estadios iniciales del proceso regenerativo. Durante la
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etapa de hipertrofia los hepatocitos sufren un cambio en su volumen para
compensar la pérdida de volumen hepatico. Estos dos mecanismos
compensatorios han sido ampliamente descritos en el modelo experimental
de hepatectomia parcial en roedores (Higgins GM, Anderson RM. Arch
Pathol. 1931) y en humanos. En ambos casos, la hepatectomia parcial activa
estos dos mecanismos en los 16bulos hepaticos remanentes, posibilitando el
crecimiento compensatorio de la masa hepatica hasta restablecer los valores
basales. En este contexto, es conveniente aclarar que, el término de
"regeneracion hepatica" no hace referencia al restablecimiento anatémico de
la arquitectura hepatica, ya que los l6bulos reseccionados o danados no

recuperan su forma original.

Normal Liver

ranry

d
Remnant Resectec

L % ‘

L 3
/

Hypertrophied
Right Lobes

Figura 1. Regeneraciéon hepatica Figura de extraida de Koniaris L.G. J. Am. Coll. Surg.
2003.

MODELOS ANIMALES

Como se ha descrito anteriormente, existen diferentes modelos para el
estudio de la regeneracion hepatica. Sin embargo, el modelo experimental

mas empleado y mejor caracterizado es el modelo de hepatectomia parcial

~92 ~
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(PHx) en roedores descrito por Higgins el ano 1931. En este modelo
experimental se practica la reseccion quirurgica del lobulo izquierdo y tres
cuartas partes del 16bulo medio, dejando en el animal el 16bulo caudato y el

16bulo derecho (Higgins GM, Anderson RM. Arch Pathol. 1931).

Otros modelos de regeneracién hepatica inducen necrosis hepatocelular
mediante exposicion a farmacos o hepatotoxicos (p.ej: CCls) provocando una
respuesta regenerativa patolégica que esta asociada a inflamacién cronica,
activaciéon de células profibrogénicas, angiogénesis patoldgica y fibrosis
hepatica. En contraste, el modelo de PHx se diferencia de la estrategia
anterior en que el tejido hepatico remanente es completamente sano. De
manera que la respuesta regenerativa no esta influenciada por ningun otro
factor, posibilitando el estudio de regeneraciéon hepatica causada
exclusivamente por la pérdida de volumen celular funcional. Por tanto,
podemos concluir que el estudio de regeneracion hepatica en el modelo PHx

reune las siguientes ventajas con respecto otros modelos animales:

- Reproducibilidad.

- Mortalidad reducida asociada al procedimiento quirurgico o a fallo
hepatico.

- Los 16bulos residuales no han sido manipulados, ni han sido

sometidos a ningun tratamiento toéxico.

Gracias a este modelo se han podido describir algunos de los mecanismos
principales que intervienen en la regeneracién hepatica, asi como la
secuencia temporal de la expresion de citocinas, factores de crecimiento y
cambios metabdlicos. Otra ventaja de este modelo experimental es su
utilidad en el estudio del ciclo celular, ya que tras una PHx los hepatocitos

se sincronizan y progresan en el ciclo celular para replicarse.
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Suprahepatic

First knot Second knot

Right lobe

Inferior vena cava

Figura 2. Modelo de Higgins y Anderson, 1931. Figura de Mitchell C. Nat Protoc. 2008.
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REGULACION DE LA REGENERACION HEPATICA

Existen muchas preguntas acerca de como se controla el proceso de
regeneracion hepatica. En primer lugar, ;Cuales son los factores que
desencadenan las primeras fases de regeneracién?, jqué factor es el que
finaliza el proceso? y (como se controla la regeneracion e hiperplasia? Hay
numerosos estudios que han enfocado estas cuestiones y que han
posibilitado la obtencién de un amplio conocimiento del proceso de
regeneraciéon. Gracias a estos estudios la comunidad cientifica ha
consensuado que la regeneracién hepatica es un proceso que se realiza en

varias fases:

o e
- La fase inicial o “priming”;

Abarca todos los cambios que ocurren inmediatamente tras un dano
hepatico (Fausto N., J. Hepatol, 2000). Se considera que esta fase
tiene una duracion de aproximadamente 5 horas. El "priming" se
caracteriza por el aumento de la expresion de genes no presentes (o

con una modesta expresion) en el tejido quiescente.

- Fase de proliferacion;

Esta fase se caracteriza por un gran aumento de la actividad
metabodlica en las células del higado remanente y una notable
acumulacion de lipidos en los hepatocitos. Un hecho destacable que
diferencia a esta fase del resto es que durante este periodo las células

hepaticas estan sincronizadas en las etapas del ciclo celular.

- La fase de terminacién;

La udltima fase, es la fase de terminacion y es quizas la menos
entendida. Se ha descrito que al final del proceso de regeneracion hay

un exceso de parénquima hepatico que sobrepasa el volumen hepatico

~5 ~



INTRODUCCION

basal (previo a la pérdida de masa hepatica). Sin embargo, se ha
demostrado que en la etapa de terminacion hay apoptosis
hepatocitaria. Mediante este mecanismo correctivo el organismo
consigue que el peso de los 16bulos remanentes se equipare al peso del

higado basal (Michalopoulos G.K. J Cell Physiol, 2007).

— Fase de progresion
Fase de inicio - :

= 7 S

HGF

Celulaendotelial TNFa
------- > d>
IL-6
CélulaKupffer Hepatocito -
. - GO U \ /

TGFp

Fase de terminacion

Figura 3. Esquema representativo de las diferentes fases de la regeneracion hepatica.

Figura adaptada de Taub R. et al. Nat Rev Mol Cell Biol., 2004

FASES DE LA REGENERACION HEPATICA

FASE DE PRIMING.

Durante esta fase inicial, las células hepaticas expresan mas de 100 genes
que estan reprimidos en condiciones basales. El silenciamiento aislado de
alguno de estos genes mediante técnicas de biologia molecular, ocasiona
retraso en la regeneracién hepatica, pero no bloquea completamente el
proceso regenerativo. Este hecho sugiere la existencia de una amplia
redundancia génica en el control de la etapa de inicializaciéon de la
regeneracion hepatica (Latasa MU.et al., Am J Physiol Gastrointest Liver

Physiol.,2007; Li J et al., Am J Pathol. 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Delayed+liver+regeneration+n+mice+lacking+liver+serum+response+factor.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Delayed+liver+regeneration+n+mice+lacking+liver+serum+response+factor.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Relationships+between+deficits+in+tissue+mass+ans+transcriptional+programs+after+partial+hepatectomy+in+mice.
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Muchos de los genes cuya expresion esta aumentada en la fase inicial, estan
relacionado directamente o indirectamente con la progresion de los

hepatocitos en el ciclo celular y, por tanto, con la proliferacién hepatocitaria.

Uno de los cambios mas tempranos descritos es el aumento de la actividad
del uPA (Activador del plasmindégeno tipo uroquinasa) que ocurre a los 5
minutos después de una PHx. Produciendo posteriormente la activacion del
plasminogeno a plasmina (a los 10 minutos) y la apariciéon de productos de
la degradacion de fibrinégeno. Ademads, la actividad proteasa de la uPA
activa el factor HGF (factor de crecimiento de hepatocitos) que se secreta por
las células estrelladas como pro-HGF (Currier AR, et. al. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol. 2003).

Otro de los eventos tempranos es la activacion de proteasas que actuan
sobre la matriz extracelular, como MMP2 y MMP9 (metaloproteinasa 2 y 9).
Esta activacion ocurre a los 30 minutos post-hepatectomia y finaliza en el
periodo comprendido entre las 24 y las 48h. (Kim TH, et. al. Hepatology). El
remodelado de la matriz extracelular contribuye a favorecer el contacto de
los hepatocitos con ciertos factores de crecimiento. Ello se debe a que la
rotura proteolitica de las fibras facilita la liberaciéon y la maduracién de
factores del crecimiento retenidos en la matriz, como por ejemplo HGF y
EGF (Mohammed FF, et. al. Hepatology. 2005). Por tanto, el conocimiento
de la interacciéon entre sefales mitogénicas y remodelado de matriz
extracelular en el contexto de la progresion de los hepatocitos en el ciclo
celular es relevante. Por ejemplo, el bloqueo del gen MMP9 en ratones
ocasiona un retraso en la regeneracion hepatica (Olle E.W. et al.,
Hepatology. 2006). Por el contrario, TIMP1 (Inhibidor de metaloproteinasa
en tejido) inhibe la proliferaciéon de hepatocitos tras hepatectomia al atenuar
la biodisponibilidad de los factores del crecimiento. Estudios con ratones
genéticamente alterados han revelado que la pérdida de funcién de TIMP1
acelera la progresion de los hepatocitos en el ciclo celular (Mohammed FF,
et. al. Hepatology. 2005). Por tanto, el remodelado de la matriz extracelular,

desempena una funcién altamente relevante durante la regeneracién

~ T ~
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hepatica. A su vez, el remodelado de matriz extracelular requiere una
coordinacion compleja entre metaloproteinasas e 1inhibidores de

metaloproteinasas (TIMPs)

A nivel fisiolégico, se observa el aumento de los niveles plasmaticos de otros
factores claves en la regeneraciéon hepatica, como son; HGF (Stolz DB, et.al.
Cancer Res. 1999),TNFa (Yamada Y, et.al. Am J Pathol. 1998), acidos
biliares (Huang W, et. al. Science. 2006) IL6 (Cressman DE, et. al. Science.
1996).y serotonina (Lesurtel M, et. al. Science. 2006)

Aparte de cambios extracelulares, también se han descrito cambios
intracelulares en los hepatocitos de los 16bulos remanentes tras la PHx. Por
ejemplo, los hepatocitos en fase G1 del ciclo celular son méas sensibles a los
cambios de concentracion de factores de crecimiento. Este hecho contribuye
a que la activacion de ciclina D1 sea robusta y duradera en etapas iniciales

del proceso regenerativo (Nelsen CdJ, et. al. J Biol Chem. 2003).

La expresion y activacion de citocinas y factores de crecimiento estan
sincronizados espacial y temporalmente. Se ha observado que la activaciéon
de los receptores de factores de crecimiento (como por ejemplo el receptor de
HGPF, c-Met) ocurre a los 30 minutos tras PHx. IL-6 y TNF-a también son
factores que se expresan en la fase inicial de la regeneraciéon hepatica. IL-6
mediante su receptor gp130 activa STAT3 (transductor de senal y activador
de la transcripcion 3) (Streetz KL, et. al. Gut. 2000), y TNF-a activa NFkB
(factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas) que favorece la expresion de genes relacionados con proliferacién

celular. (Fausto N., J. Hepatol, 2000)

FASE DE PROLIFERACION

La segunda fase abarca se caracteriza por mitosis generalizada de los

hepatocitos y un incremento de la actividad metabdlica.
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Durante esta fase los hepatocitos comienzan a entrar en mitosis secretando,
a su vez senales mitogénicas que permitiran la proliferaciéon de otros tipos
celulares no parenquimales, como las células de kupffer y las células
endoteliales. En este contexto, se ha demostrado que HGF, EGF y TGF-a
inducen proliferacién de los hepatocitos. Ademas, el tratamiento in vivo de
roedores (con el higado intacto) con estos factores de crecimiento ocasiona
hepatomegalia (Fujiwara K, et. al. Hepatology. 1993). Otros factores
hepatoregenerativos descritos son TNF (Webber EM, et. al. Hepatology.
1998) norepinefrina, (Cruise JL, et. al. Science. 1985), estréogenos (N1 N and
Yager JD. Hepatology. 1994;).

Por lo que respecta a los cambios metabdlicos, la perdida de tejido hepatico
tras PHx ocasiona hipoglucemia transitoria que induce lipogenesis en los
hepatocitos seguido de una acumulacién de lipid droplets (gotas de lipidos)
en los hepatocitos (Thevananther S., Hepatology. 2010 y Gazit V. et
al.,Hepatology, 2010).

Insufi;iencia Hipoglucemia
hepatica ﬁ
Acumulacionde lipidos
(Lipid droplets)
K Esteatosishepatica

, transitoria
REGENERACION

Hepatectomia
parcial

Figura 4. Esteatosis hepatica transitoria.

FASE DE TERMINACION

La fase final es quizds la menos entendida del proceso de
regeneracion hepatica. Tras la PHx, el peso de los l16bulos remanentes

ya regenerados (con hiperplasia e hipertrofia) se asemeja al peso del

~0~
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higado 1nicial. El control estricto del volumen hepatico dependiente de
la masa corporal fue establecido en 1987 por estudios pioneros que
abordaron el trasplante hepatico en perros. En estos estudios, se
establecieron dos grupos experimentales con diferencias significativas
en tamano corporal. El grupo donante tenia mayor tamafo corporal
que el grupo receptor. En estas condiciones experimentales, el higado
trasplantado llegé a reducir su volumen consiguiendo restablecer el
cociente "masa hepatica/masa total corporal" en los animales
receptores. A pesar de la publicacion de estos relevantes resultados,
todavia se desconocen los mecanismos que intervienen en esta
regulacion. (Van Thiel DH.et al., Gastroenterology , 1987, Kam 1. et
al. Hepatology, 1987).

Aunque se desconoce el mecanismo de regulacion del volumen
hepatico se ha demostrado que los factores TGFB y activinas regulan
el crecimiento hepatico. Estos dos factores inhiben la sintesis de DNA

en los hepatocitos. (Nakamura T, et. al. Hepatology. 2000).
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CICLO CELULAR

El ciclo celular se divide en 2 estadios bien diferenciados; interfase y mitosis.
Durante la interfase la célula se prepara para la division celular
incrementando el volumen plasmatico, aumentando de tamano y
acumulando nutrientes (fase G1). Todos estos cambios posibilitaran el inicio
de la replicacion del DNA (fase S). Una vez replicado el material genético, la
célula entra en fase G2, en la que sigue incrementando su volumen celular y
se prepara para el proceso de divisiéon nuclear o mitosis. La mitosis se divide
en cuatro fases bien diferenciadas: profase, metafase, anafase y telofase. Los
diferentes estadios aseguran una correcta redistribucion del material
genético que ha sido previamente replicado en la interfase (Norbury C y

Nurse P. Annu. Rev. Biochem., 1992).

La regulacion del ciclo celular estd mediada por las diferentes interacciones
entre las proteinas quinasa dependientes de ciclinas (CDKs), una familia de
enzimas serina/treonina quinasa, y las ciclinas, proteinas que mediante la
union con las CDKs activan su funcion.

Asi como las CDKs mantienen unos niveles citoplasmaticos estables durante
todo el ciclo celular, la expresion de sus proteinas activadoras presentan
grandes variaciones. Esta expresion diferencial de ciclinas es caracteristica
de la fase del ciclo en la que se encuentre la célula (Pines J. Cell Growth
Differ. 1991). Las ciclinas presentan una secuencia PEST (secuencia rica en
prolina, glutamato, serina y treonina) que actiia como péptido senal de
ubiquitinacién a tiempos especificos. El equilibrio entre sintesis y
degradacion de las ciclinas regulan en ciclo celular. Una célula no entra en
la siguiente fase del ciclo hasta que no se inicie la degradacion de las ciclinas
reguladoras de la fase anterior y se inicie la sintesis de la siguientes (Jeffrey

PD. et al. Nature, 1995).

Existen varios tipos de ciclinas (A, B, D y E) que, ademas, presentan

especificidad por diferentes CDKs.
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-Ciclina D: En humanos se han descrito tres tipos de ciclina D: D1, D2 y D3
que forman conjuntamente con CDK4 o CDKG6 el complejo CDK-Ciclina D.
La formacién de este complejo es necesaria para que la célula entre en fase

G1 (Assoian RK. et al. Curr. Opin. Cell Biol. 1997).

- Ciclina E: La ciclina E es esencial durante la fase G1, cuya asociaciéon con
CDK2 forma el complejo CDK2-CiclinaE. Este complejo fosforila la proteina
del retinoblastoma en multiples residuos, previniendo su unién al factor de
transcripcion E2F. Cuando E2F no forma complejo con Rb, activa la

transcripcion de proteinas necesarias para la progresién hacia la fase S

(Schafer K.A., Vet. pathol., 1998).

- Ciclina A y ciclina B: La ciclina A forma complejo con CDK1 y su actividad
es necesaria durante la fase S. Posteriormente, ciclina A forma complejo con
CDK2 al final de la fase G2 y promueve la mitosis. Una vez que la célula se
encuentra en division celular, el ciclo es regulado mediante la asociacion

cicina By CDK1 (Figura 5).

La actividad de las CDKs también esta regulada mediante fosforilaciéon en
los residuos conservados de treonina-15 y serina-14 que induce cambios
conformacionales que interfieren con la unién de las ciclinas (Jeffrey PD. et
al. Nature, 1995). Por ejemplo, las quinasas Wee 1 y Myt1 fosforilan CDK1
en la treonina-15 y/o serina-14, inactivandola. Para revertir el proceso es
necesaria la actividad enzimatica de Cdc25 que mediante la desfosforilacion

en estos residuos activa nuevamente a CDK1.

Paralelamente, la actividad de las CDKs se puede ver alterada por factores
inhibidores, los cuales o se unen a las CDK o al complejo CDK-Ciclina.
Existen dos tipos de inhibidores de las CDKs: miembros de la familia de
INK4 y miembros de la familia de Cip/Kip. En la familia de INK4 se
encuentran los inhibidores del ciclo p15 (INK4b), p16 (INK4a), p18 (INK4c)
y p19 (INK4d). Estos inhibidores inactivan especificamente a las CDKs que
participan en la fase G1, CDK4 y CDK6. La segunda familia de inhibidores
incluye el p27 (Cip2) y p57 (kip2) y p21 (Wafl, Cipl). P27 y p57 inactivan el
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complejo CDK-Ciclina de la fase G1. En contraste, P21 inhibe la sintesis de
DNA mediante uniéon e inhibicién de la proteina de proliferacién del

antigeno nuclear (PCNA) (Waga S. et al., Leukemia. 1997).
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Figura 5. Esquema del ciclo celular

Las células hepaticas de un higado en estado quiescente se encuentran en la
fase GO del ciclo celular. Sin embargo, bajo diferentes estimulos, el 95% de
las células hepaticas entran en fase replicativa (G1/S). Este proceso esta
coordinado por diferentes moléculas que actilan secuencialmente para
promover la division celular. Esta secuencia temporal comienza con la
participacion de las citocinas que estimulan a la célula para hacerla sensible
a cambios en las concentraciones de factores de crecimiento. (Fisher RP.
Cancer. 2012) A continuacién, los factores de crecimiento y cambios en
senales metabdlicas posibilitan la proliferaciéon celular. En las ratas, la
sintesis de DNA en los hepatocitos empieza 12h después de la PHx, llegando

a observarse un maximo a las 24h En el ratén, estos sucesos se han
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observado con un retraso de 6h con respecto a la rata, pero conservan el
mismo patréon de secuencia temporal (Michalopoulos G.K. and DeFrances,
Science., 1997). Se estima que tras una PHx es necesario 1,6 ciclos de
replicacién por hepatocito de media para alcanzar la completa regeneracion
tisular. Las células no parenquimales inician la fase S del ciclo celular mas
tarde que los hepatocitos. La replicacion del DNA en las células Kupffer y en
las células biliares ocurre a las 48h post-PHx. Por su parte, las células
endoteliales entran en fase S a las 96h post-PHx. Algunos autores postulan
que este fenémeno se debe a que los hepatocitos secretan factores de
crecimiento que estimulan de forma paracrina la replicacion de los otros
tipos celulares hepaticos (Mohammed FF, Khokha R. Trends Cell Biol. 2005)
Como se observa en la figura inferior, durante los dos primeros dias tras la
PHx se observa un aumento de la expresion de los genes regulados por el
crecimiento (como la B-actina). Sin embargo, los genes regulados por el ciclo
celular, siguen un patroén ciclico, como se muestra en color azul (Taub R. et

al. Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2004)

UL B R LR. R L 168 216

Horas después de la PHx

b Genes regulados por el crecimiento

|

¢ Genes regulados por el ciclo celular

Figura 6. Esquema de la cinética de sintesis de expresiéon de DNA de los hepatocitos
(verde) y de las células no parenquimales (amarillo). La recuperacién del volumen hepatico
se representa en rojo. b) Esquema de la cinética de expresion de los genes regulados por el

ciclo celular, y ¢) esquema de los genes regulados por el ciclo celular. Figura adaptada de
Taub R. et al. Nat Rev Mol Cell Biol., 2004
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MiICRORNAS

Los miRNAs se describieron por primera vez en 1993 en estudios realizados
en nematodos C.Elegans. (Lee RC. et al. Cell, 1993). Estas moléculas de
RNA son pequenas secuencias de unos 22 nucleétidos no codificante que
regulan la expresiéon del RNAm. Se ha descrito que esta regulacion puede
llevarse a cabo por varios mecanismos: 1) por deadenilaciéon de los mRNAs,
2) represion/activacion transcripcional o 3) otros mecanismos aun no

conocidos.

No se conoce el namero exacto de miRNAs que pueden ser codificados por un
genoma. Segun los ultimos datos publicados por miRNA.org
(http://www.microrna.org) existen 1100 miRNAs en Homo sapiens 'y 717 en
Mus musculus. En cambio, en MirBase (http://www.mirbase.org/) se
describen del orden de 2042 en humanos y 1281 en ratéon (Chamorro-
Jordanes, A. et al. Pharmacol Res., 2013). Esta ampliamente aceptado que
los miRNAs desempefnan una funcién relevante en la regulaciéon del
desarrollo y en la fisiologia animal. Sin embargo, de la totalidad de los
miRNAs codificados por un genoma solo se conoce la funcién biolégica de un

pequeno porcentaje (Ambros V. Nature. 2004).

La sintesis y mecanismos de acciéon de los miRNAs se desarrolla en 6 pasos:
transcripcion, procesamiento mediado por Drosha, exportacion hacia el
nucleo, procesamiento mediado por Dicer y seleccion de la cadena e
interaccion con el mRNA diana. Alteraciones en estos pasos pueden
contribuir al desarrollo de diferentes enfermedades (Wang X. et al.
Gastroenterology, 2012).

Estos pequenios RNAs pueden encontrarse en las secuencias no codificantes
de diversos genes, en genes propios de miRNAs, o en transcritos
policistronicos. El transcrito primario resultante, llamado pri-miRNA, se
caracteriza por su forma de horquilla y por estar poliadenilado (Lee Y, et al.
The EMBO J., 2004). Este transcrito primario (pri-miRNA) es procesado en

el nucleo por la ribonucleasa III (Drosha) en colaboracion con la proteina de
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uniéon a dsRNA llamada DGCRS8 (DiGeorge critical region8 o también
llamada Pasha), manteniendo su forma de horquilla (o hairpin) (Yates L.A.
et al., Cell, 2013). Esta forma procesada forma un precursor de unos 70
nucledtidos, llamado pre-miRNA. El transportador Exportina-5, una
proteina dependiente de GTP, exporta el pre-miRNA al citoplasma. Fuera
del nucleo es procesada por la proteina Dicer a una secuencia de unos 22
nucleétidos de doble cadena (miRNA/miRNA¥).

A pesar de que se sintetizan cantidades equimolares de miRNA y de
miRNA* abunda mas el miRNA maduro que los miRNA*. Este fenémeno se
debe a que la parte 5 del miRNA* es mas inestable y se degrada mas
rapidamente.

El miRNA procesado de doble cadena es incorporado al complejo silenciador
inducido por RNA (RISC). A continuacién, el complejo es guiado hacia su
diana de mRNA por las proteinas de la familia Argonaute (Ago 1-4 0 Ago2) y
se posibilita la unién del miRNA con la cadena complementaria del mRNA
diana, llamada cadena guia. La cadena no complementaria, llamada cadena
pasajera, es degradada. Por tanto, en el complejo solo queda una cadena
simple de mRNA unida a la proteina RISC (miRISC). Este complejo media
la unién de la region 3’'UTR del miRNA con su mRNA diana (Yates L.A. et
al., Cell, 2013). Para que el miRNA regule la abundancia del mRNA diana
es necesario que los nucleétidos situados entre las bases 2-8 del miRNA
(llamada secuencia “seed”) sean perfectas o casi perfectamente
complementarios a la regiéon 3’'UTR de su mRNA diana (Fig. 7) (Lai EC.
Nature Genet., 2002).

Diversos estudios muestran que los miRNA codificados por plantas y por
animales difieren en general en el grado de homologia que presentan hacia
sus respectivas dianas de mRNA. Un estudio en la revista Science publicado
en 2002 demostr6 que en las plantas, los miRNAs se unen de manera
precisa o casl precisa con su cadena complementaria de mRNAs diana
(Hutvagner, G. y Zamore, P. D. Science, 2002). Por otro lado, otro estudio
publicado dos afnos mas tarde demostré que los miRNAs animales se

complementan de manera poco precisa a su mRNA diana. Sin embargo, los
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miRNAs codificados por animales también pueden inhibir la sintesis de la

proteina y, en ciertos casos, pueden estabiliza la cadena del mRNA (Meister

G, Tuschl T. Nature 2004.). El mecanismo por el que el miRNA puede

regular la sintesis proteica y la estabilidad del mRNA se desconoce en la

actualidad.

Los miRNA son necesarios en el desarrollo y la organogénesis. La perdida de

Dicer en ratones resulta letal en la fase E7.5. Ademads, no se han podido

obtener células madre embridticas de estos ratones, sugiriendo que Dicer es

necesario para mantener la pluripotencia celular (Bernstein E, et. al. Nat

Genet. 2003).
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Figura 7. Esquema de la sintesis de los miRNAs
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PAPEL DE LOS MIRNAS EN ENFERMEDADES HEPATICAS

El papel de los miRNAs en las diferentes enfermedades hepaticas es un

campo poco explorado. Sin embargo, existen diversos estudios que han

demostrado la importancia de los miRNAs en el desarrollo embrionario
del higado (Zaret KS. Nat Rev Genet. 2002, Stefani G, et. al. Nat Rev
Mol Cell Biol. 2008).

Ademas, se ha descrito la funcién fisiopatoldgica de varios miRNAs en la

enfermedad hepatica cronica de diferente etiopatogenia (Fig. 8) (Wang

XW. et al., Gastroenterology, 2012).
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Figura 8. Resumen de la implicacién de los miRNAs en diferentes enfermedades hepaticas

Figura adaptada de Wang XW. et al. Gastroenterology., 2012

PAPEL DE LOS MIRNAS EN REGENERACION.

Diversos estudios han demostrado la importancia de los miRNAs en el

campo de la regeneracion tisular. Estudios en Danio rerio (pez zebra) han

demostrado que la supresion de miR-133 o de miR-203 es necesaria para la

regeneracion de la aleta (Thatcher EdJ, et .al.. Proc Natl Acad Sci U S A.

2008). En la regeneracion hepatica en mamiferos, concretamente en modelos
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murinos, se demostré que durante la regeneraciéon existe un cambio en la
expresion de miRNAs. Ademas, se ha identificado a miRNA-21 y miRNA-
378 como importantes reguladores de la regeneracion hepatica (Song G.et
al., Hepatology, 2010 y Castro R.E. et al. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver
Physiol., 2010).

De los miRNAs especificos de higado, la expresiéon de miR-122a representa
un 70% de la expresion total de miRNAs hepaticos. Se ha demostrado que
este miRNA desempena una funcion destacada en el metabolismo del
colesterol y en el metabolismo lipidico. Adicionalmente, se ha observado que
miR-122a esta implicado en la resistencia a la infeccién por virus de la
hepatitis C (Sakurai F, et. al. Virus Res. 2012); y se correlaciona con la

progresion del carcinoma hepatocelular (Hand. N.J.et al., Hepatology, 2009).

MIR-33

MiR-33 es un miRNA intrdonico altamente conservado entre diversas
especies. En humanos, existen dos isoformas de miR-33: 1) miR-33a, cuyo
locus se localiza en el intron 16 del gen que codifica para la proteina
SREBP-2 (Proteinas que se unen a elementos reguladores de esteroles) en el
cromosoma 22 y 2) miR-33b cuyo locus se localiza en el intréon 17 del gen que
codifica para la proteina SREBP-1. En los ratones, en cambio, solo se
encuentra la isoforma ortéloga al miR-33a humano que estd emplazada en el
intron 15 del gen Srebp-2. Debido al hecho de que miR-33 esta emplazado
en intrones del gen Srebp, su expresion se regula por moduladores de la
expresion de Srebp (Rayner K.J. et al., Science. 2010). La proteina SREBP
participa en la homeostasis del colesterol.

Los niveles hepaticos de miR-33 son inversamente proporcionales a los
niveles de la proteina ABCA-1 (proteina transportadora de colesterol) y
correlacionan positivamente con la expresion de SREBF2 en raton.
Adicionalmente, Rayner K.J. y cols. y Najafi-Shoushtari S.H. y cols,

demostraron que miR-33 coordina la movilizacién del colesterol a través de
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la regulacién de las proteinas ABCA-1 (Najafi-Shoushtari S.H. et al.
Science. 2010) y ABCG-1, regulando la homeostasis de colesterol. Una
sobrexpression de este miR atenta el flujo de colesterol y disminuye la
formacién de la lipoproteina de alta densidad (HDL) (Rayner K.J. et. al.

Science. 2010 y Marquart T.J. et al, PNAS, 2010). Ademas, estudios
publicados en 2011 demostraron que miR-33 es capaz de reducir el tamafo
de la placa aterosclerdtica (Rayner K.J. et. al. J Clin Invest. 2011 y Rayner

K.J.et al. Thromb Haemost. 2012). Estos estudios demuestran la potencial

aplicabilidad clinica de miR-33 en el tratamiento de la arteroesclerosis.

El metabolismo del colesterol es a su vez una importante sefial metabdlica
que regula la progresion del ciclo celular. Por ejemplo, se ha observado que
la inhibicién del colesterol frena el ciclo en la fase G2 (Martinez-Botas J. et
al. FASEB, 1999). En este contexto, se ha demostrado también que la
sobrexpression de SREBP-la activa la transcripciéon de inhibidores de
CDKs, p21, p27 y pl6 y reduce la actividad de CDK2 y CDK4 (Nakakuki.
M. et al. FEBS J. 2007). Estos estudios sugieren una importante relaciéon
inexplorada entre miR-33 y la proliferacién celular que ha sido objeto de

estudio en esta tesis.
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FACTORES DE CRECIMIENTO Y CITOCINAS

Los hepatocitos en estado quiescente expresan gran variedad de receptores
de factores de crecimiento como son los receptores de PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas), VEGF (factor de crecimiento endotelial
vascular), factores de crecimiento de fibroblasto y citocinas, TNF, IL-6 y c-
Kit. Estudios in vitro con hepatocitos primarios o con lineas celulares de
hepatocitos han demostrado que, a pesar de la gran variedad de receptores
que expresan, los ligandos de los receptores EGF, TGF-B, HGF son los que
realmente modifican la respuesta mitogénica (Block G.D. et al, J Cell Biol.
1996) y, por tanto, han acaparado el interés de los investigadores que
estudian el proceso de regeneracion hepatica.

A continuacién, y siguiendo el consenso bibliografico, se describen los

factores que contribuyen mayoritariamente al proceso de regeneracion.

FACTOR DE CRECIMIENTO HEPATOCITARIO (HGF)

El HGF se sintetiza mayoritariamente en las células hepaticas estrelladas
(HSC) y, en menor medida, en las células endoteliales hepaticas. Su
secrecion se acumula en la matriz extracelular hepatica incrementando
notablemente su biodisponibilidad. El higado no es el tnico reservorio de
HGF ya que este factor de crecimiento también se acumula en otros érganos
como los pulmones, el pancreas, la placenta, el cerebro, etc. Sin embargo,
cuando es inyectado exdégenamente se acumula principalmente en el higado.
El receptor de HGF se denomina c-Met y se expresa en células epiteliales,
endoteliales y neuronas. La activacion c-Met estimula senales mitogénicas y
antiapoptoticas (Naldin et al. EMBO J. 1991). Por ejemplo, se ha descrito
que c-Met interacciona con el receptor Fas previniendo su trimeridizacién y,
por tanto, inhibiendo la activacion de vias de sefnalizacién pro-apoptoticas

(Wang X. et. al. Mol Cell. 2002).
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Numerosos estudios han relacionado el HGF con el proceso regenerativo, el

correcto desarrollo y funcionamiento hepatico:

1) La supresiéon de HGF o del gen que codifica para el receptor c-Met
esta asociado a letalidad embrionaria y a atrofia hepatica fetal (Patijn

GA. Hepatology, 1998).

2) Después de una hepatectomia parcial los niveles en plasma de HGF

aumentan entre 10 y 20 veces (Lindros PM. et. al. Hepatology, 1991).

3) HGF tiene robustas propiedades mitogénicas y estimula el rapido

crecimiento de los hepatocitos in vitro (Block G.D. J Cell Biol, 1996).

4) El tratamiento intravenoso con HGF causa proliferacion hepatocitaria

y hepatomegalia en rata y raton (Patijn GA. Hepatology, 1998).

5) La PHx ocasiona la temprana activacién y fosforilaciéon de c-Met (30-
60 minutos) en el tejido hepatico tras la PHx (Borowiak M. et al., Proc
Natl Acad Sc1 U S A, 2004).

6) La supresion del gen que codifica para el receptor c-Met bloquea la
regeneracion hepatica tras la PHx (Borowiak M. et al., Proc Natl Acad

Sci U S A, 2004, y Huh CG. et al. Proc Natl Acad Sci U S A, 2004).

El HGF es un claro iniciador de la respuesta hepatoproliferativa ya que es
un agente mitoégeno directo para los hepatocitos. Sin embargo, no existen
evidencias de que la actividad de HGF sea suficiente en el proceso de

regeneracion hepatica.

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-ALPHA (TNF-A)

El TNF-a es una citocina proinflamatoria que en el higado se sintetiza
mayoritariamente por las células de Kupffer. TNF-a ejerce su funciéon a

través de dos receptores: TNFR1 o TNFR2 y activa vias de senalizacion
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relacionadas con supervivencia celular, apoptosis, respuesta inflamatoria y
diferenciacién celular (Kawasaki H, et. al. Nat Biotechnol. 2002).

TNF-a se considera un factor relevante durante la regeneracioén hepatica ya
que contribuye al inicio de la proliferacion celular (Freimuth J, et. al.
Hepatology. 2013). TNF-a activa el factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFkB) y esta activacién
resulta en la expresion de genes mitogéticos (Diehl AM, et. Al. Am J Physiol.
1994). En el contexto de la regeneracion hepatica, el bloqueo de la actividad
de TNF-a mediante tratamiento con anticuerpos especificos durante la
hepatectomia parcial ocasiona un retraso en la regeneraciéon hepatica y
disminuye la respuesta proliferativa (Akerman P. et. al. Am J Physiol,
1992). Ademas, ratones deficientes en el receptor I de TNF muestran una
disminuciéon de la sintesis de DNA que se traduce en una regeneracion

ralentizada tras la PHx (Yamada Y, et. al. Proc Natl Acad Sc1 U S A. 1997).

INTERLEUCINA-6 (IL-6)

La IL-6 es una citocina producida mayoritariamente por los macréfagos. La
IL-6 se asocia a su receptor soluble, formando un complejo que presenta
afinidad por el receptor gp130, expresado por los hepatocitos.

Existe cierta controversia respecto a la relevancia de esta citocina durante el
proceso regenerativo. Por ejemplo, estudios realizados con ratones
manipulados genéticamente establecieron que la regeneracién hepatica
requiere la intervencion de IL-6 tras la PHx pero IL-6 no actta como "factor
suficiente" en este proceso (Cressman D.E. et al. Science, 1996). En otros
estudios, se ha demostrado que a pesar de la deficiencia de IL-6 la
regeneracion hepatica cursa con normalidad aunque se reduzca la activacién
de STATS3, un efector activado por la via de senalizacion de IL-6.
Paralelamente, se ha demostrado que la delecion de gpl130 en modelos
murinos no modifica la cinética ni la eficiencia de la regeneracion hepatica.
(Sakamoto T. et al. Hepatology. 1999). Sin embargo, se ha demostrado que

la sobreexpresion de IL-6 y de su receptor soluble inducen hiperplasia y que
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la IL-6 es necesaria para evitar la progresion de la necrosis hepatocelular y

ayuda al inicio de la regeneracion hepatica (Hecht N, et. al Mol Ther. 2001).

A pesar de las discrepancias comentadas en el parrafo anterior, actualmente
esta establecido que la IL-6 es un factor que optimiza el proceso de
regeneracion hepatica en los estadios iniciales de regeneracion tras la PHx

(Galun E, et. al. Methods Mol Biol. 2013).

FACTOR DE CRECIMIENTO TRASNFORMANTE-BETA (TGF-B).

En higado, el TGF-B se expresa mayoritariamente en las HSC. A grandes
rasgos, su principal actividad biolégica a nivel hepatico es inhibir la
proliferacién de los hepatocitos y suprimir la produccion de HGF y su
liberacién mediada por la uroquinasa. En dosis altas, bloquea la replicacion
de DNA en hepatocitos proliferativos tras PHx (Rusell WE. et al. Proc Natl
Acad Sc1 U S A, 1988). En un higado quiescente, TGF-B contribuye a
mantener a los hepatocitos estancados en la fase GO del ciclo celular,
mientras que la inhibicién de su actividad posibilita la progresiéon de los
hepatocitos en el ciclo celular. En el contexto de la regeneraciéon hepatica, se
ha demostrado que el tejido hepatico contiene concentraciones elevadas de
TGF-B. La sintesis de TGF- se incrementa al cabo de 2-3 horas tras PHx y
se mantiene elevada durante 72horas, aproximadamente (Jakowlew SB, et.
al. Cell Regul. 1991). Sin embargo, los hepatocitos de un higado regenerativo
presentan una disminucién significativa de la expresion de los receptores
TGFR1 y TGFR2 a las 48 horas tras la PHx. De esta forma, los hepatocitos
no estan expuestos a la acciéon apoptética y anti-mitogénica inducida por
TGF-B (Chari RS, et. al. Am J Surg. 1995).

A pesar de las consideraciones realizadas y de la idea establecida de que
TGF-B actia como senal de terminaciéon en la regeneraciéon hepatica no
existen estudios concluyentes que lo confirmen. Estudios realizados con
ratones deficientes en TGF-B o deficientes en uno de su receptores,

presentan un volumen hepatico similar a su basal tras PHx. Sin embargo, se
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ha descrito que la supresion conjunta de TGF-B y activina (un miembro de
la familia de TGF-B que actia como agente anti-proliferativo en los
hepatocitos) afecta a la fase de terminaciéon de la regeneracién hepatica.
Este dato sugiere que TGF-B no actiia aisladamente y requiere de otros
cofactores para regular apropiadamente los procesos de terminacion

hepatoproliferativa (Oe S. et. al. Hepatology, 2004).
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METABOLISMO LIPiDICO

Diversos estudios realizados en ratones han demostrado que tras una
hepatectomia parcial los animales padecen inmediatamente hipoglucemia y
esteatosis transitoria. La acumulaciéon de lipidos en los hepatocitos no
acontece exclusivamente tras una hepatectomia parcial, sino que también
ocurre en modelos experimentales de toxicidad hepatica. En estos modelos,
se ha observado una correlacion directa entre acumulaciéon lipidica y dano

hepatico (Gazit V. et al. Hepatology, 2010).

Utilizando la técnica de microarrays en tejido hepatico, Shteyer y cols.,
demostraron que tras una hepatectomia parcial se observaba un aumento de
genes relacionados con adipogénesis. La mayoria de genes sobreexpresados
coincidieron con genes que regulan la diferenciacién de los adipocitos. Estos
resultados sugieren que la esteatosis transitoria, caracteristica del proceso
regenerativo en higado, esta altamente regulada por el transcriptoma del

hepatocito en fase de proliferaciéon (Shteyer E. et al, Hepatology. 2004).

A lo largo de los ultimos anos el uso de farmacos (clofibrato, leptina o
propranolol) y de modelos transgénicos en raton han permitido establecer
que la interrupciéon de la acumulacién lipidica perjudica la correcta
regeneracion hepatica (Rudnick D.A. et al. Int. J. Hepatol. 2012). Por
ejemplo, la modificacién génica de proteinas que afectan la lipogénesis,
causa lipodistrofia hepatica e hipolipidemia en el tejido adiposo periférico,
estos animales tras una hepatectomia parcial sufrian una menor
hipoglucemia y una menor acumulacién de lipidos, dando lugar a una menor
regeneracion hepatica (Gazit V. et al. Hepatology, 2010). Estos estudios
sugieren que la acumulacién lipidica durante la regeneraciéon hepatica

desempena una funcién clave en el inicio de la proliferacién celular.

Los mecanismos implicados en la induccién de esteatosis transitoria durante
la regeneracion hepatica no estan todavia completamente esclarecidos.
Ademas, hay controversia en la literatura. En este contexto, hay un estudio

que demuestra que la regeneracion hepatica tras PHx es completamente
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normal a pesar de la inhibicién de la acumulaciéon hepatica de triglicéridos.
Para llegar a esta conclusién, los investigadores utilizaron diferentes grupos
experimentales de ratones modificados genéticamente, como por ejemplo el
grupo experimental de ratones LFabp-/- (proteina de unién de acidos grasos)
(Newberry E.P. et al. Hepatology. 2008). Otros estudios han investigado la
funciéon del colesterol durante la regeneracion hepatica. La deficiencia de
PCSK9 (proteina convertasa subtilisin/kexin tipo 9) (que en otros modelos
experimentales patologicos esta relacionada con la disminucién de colesterol
circulante), ocasiona una deficiente regeneracién hepatica tras practicar la
PHx. Esta deficiencia se revierte cuando la dieta de los ratones Pcsk9’- es
suplementada con colesterol (Zaid A. et al. Hepatology, 2008). Otro estudio
demuestra que el gen del receptor nuclear LXR, responsable del
metabolismo del colesterol, disminuye tras una PHx. En este mismo estudio,
la sobreexpresion de LXR se correlacioné con niveles bajos de colesterol
circulante y menor regeneracion hepatica (Lo Sasso G. et al, Hepatology,
2010). A partir de estos resultados se puede inferir que la expresion de LXR
podria inhibirse para garantizar la concentracién intracelular de colesterol
en los hepatocitos. Esta condicién seria necesaria para la proliferacién

hepatocitaria.

LIPID DROPLETS

El higado es un 6rgano clave en el mantenimiento de la homeostasis lipidica.
Bajo determinadas condiciones de estrés, como ocurre durante la
regeneracion hepatica, el higado también actia como reservorio de lipidos.
Los lipidos en el higado se acumulan en organulos localizados en el
citoplasma que reciben el nombre de lipid droplets. Los lipid droplets estan
formados por lipidos neutros, como los triacilglicéridos, y por ésteres de
colesterol. Estos componentes lipidicos estan rodeados de una monocapa de

fosfolipidos y colesterol unidos a proteinas. Esta composicion suele ser
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mayoritaria aunque varia dependiendo del tipo celular y del contexto

proliferativo.

Después de una hepatectomia parcial se inician muchos cambios en la
homeostasis del colesterol para permitir la correcta regeneraciéon hepatica.
Por ejemplo, el higado requiere colesterol que se incorporara a nuevas
membranas plasmaticas formadas durante la proliferacion hepatocelular.
Ademas, la relacién entre la sintesis de novo y su degradacién se modifica
para asegurar suficientes niveles de colesterol. Estos cambios también estan
acompanados por mecanismos de movilizacién del colesterol desde los lipid
droplets hacia las membranas celulares. En el modelo experimental de la
regeneracion hepatica, Garcia-Arcos y cols. demostraron que existian dos
tipos de lipid droplets: ligeros y densos. Ademas, los autores documentaron
que la composicion de los lipid droplets se modificaba en los momentos
iniciales del proceso regenerativo. Los lipid droplets considerados como
ligeros contenian una menor concentraciéon en ésteres de colesterol y los
lipid droplets considerados como densos contenian una menor concentraciéon
de triglicéridos (Fig. 9). Estos resultados evidencian la importancia del

metabolismo lipidico intrahepatico durante la regeneracién hepatica (Garcia-

Arcos, I. et al., Lipids. 2010).
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Figura 9. Esquema de los diferentes lipid droplets. Arriba se representan los lipid droplets
considerados ligeros y abajo los densos, a la derecha los lipid droplets que se encuentran en
un higado en estado quiescente y a la izquierda los que se encuentran en hepatocitos en

estado regenerativo. Figura adaptada de Garcia_Arcos et. al. Lipids, 2010.

LIPIDOS

Se ha descrito que durante la regeneracion hepatica el lipidoma hepatico y
circulante se modifica notablemente. Los lipidos que ven modificada su
concentraciéon de forma mas significativa son los ésteres de colesterol, el
colesterol, la fosfatidilcolina y los triglicéridos (Garcia-Arcos, I. et al., Lipids.
2010). El colesterol es esencial para la vida ya que esta involucrado en
multiples funciones como el mantenimiento de las membranas celulares,
producciéon de hormonas e interviene en la progresion del ciclo celular. La
mayoria del colesterol se obtiene por ingesta ya que se ha descrito que la
eliminacion del colesterol en la dieta puede llegar a reducir el colesterol
plasmatico en un 62%. En el contexto clinico, un incremento de la

concentraciéon de colesterol en sangre se correlaciona significativamente con
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la formacién de placas arterioescleréticas. El colesterol es un lipido insoluble
y, por tanto, forma parte en medio acuoso de un complejo micelar compuesto
por diferentes proteinas y lipidos. Estos complejos se denominan
lipoproteinas y tienen un tamano, forma, funcién y composicion
heterogénea. Hay dos tipos mayoritarios de lipoproteinas: 1) las
lipoproteinas de alta densidad (HDL), también conocidas popularmente
como “colesterol bueno”, que participan en el transporte del colesterol desde
los tejidos hacia el higado y 2) las lipoproteinas de baja densidad (LDL) que
son las responsables del transporte del colesterol por el torrente sanguineo
(Kassim SH, et. al. Clin Lipidol. 2010). Su acumulacién es responsable de la

formaciéon de placa (Besler C, et. al. EMBO Mol Med. 2012).

El principal componente de la lipoproteina HDL es la apoliproteina Apo Al.
Esta proteina consta de diez dominios transmembranales y desempena una
funcién clave en el transporte del colesterol hacia el higado ya que tiene
gran afinidad por los receptores hepaticos LCAT (lecithin-cholesterol
acyltransferase) y ABCA1 (ATP binding cassette Al). La deficiencia de
apoAl provoca una formacién anémala de HDLs que se traduce en una
reduccion del 70% de la concentracion de HDL. Estudios en humanos han
demostrado que mutaciones en apoAl causan una formacién acelerada y
grave de placa aterosclerdtica (Hovingh GK, et. al. Curr Opin Lipidol. 2005,
Nguyen D, et. al. Biochemistry. 2013).

Las LDL son captadas especificamente por el receptor LDL (LDLR) que esta
formado por un zona extracelular de tres médulos que incluye: un dominio
con siete dominios contiguos ricos en cisteina, una secuencia de 400
aminoacidos homoéloga a EGFP (epidermal growth factor precursor protein) y
58 residuos ricos en treonina y serina (Tyler F.Daniels, et al., Int. J.Biol.
Sci., 2009). El LDLR es el responsable de captar el colesterol-LDL hacia el
hepatocito. La unién entre el receptor y la LDL es mediada por ApoB-100.
Alternativamente, también se ha demostrado la participacion de otros
receptores de lipoproteinas, como los que median la endocitosis de HDL y

VLDL, en la absorcion de LDL. Una vez se ha producido la uniéon ligando
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receptor, el complejo LDL-LDLR se internaliza en la célula mediante
endocitosis (Figura 10). El receptor LDLR es reciclado y trasportado de
nuevo a la membrana plasmatica. Paralelamente, las LDL son
metabolizadas a sus componentes fundamentales por enzimas de la vesicula.
La mayoria de los lipidos son transformados a ésteres de colesterol que a su
vez son hidrolizados a colesterol libre, el cual es incorporado en la
membrana plasmatica (Jauhiainen M, et.al. J Biol Chem. 1986). Los niveles
de LDL estan directamente relacionados con el riesgo de sufrir accidentes
cardiovasculares y es el principal foco de atencion en las terapias
antiaterosclerédticas. Por ejemplo, pacientes con mutaciones en el gen del
receptor LDL o en la apoliproteina ApoB, proteina mayoritaria en las LDL y
necesaria para su formacién, presentan grandes cantidades de LDL
circulante y una mayor incidencia de placa aterosclerdtica. Este defecto es
conocido como hipercolesterolemia familiar y afecta a 1 de cada 500

personas (Futema M, et. al. .Atherosclerosis. 2013).
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Figura 10. Esquema del transporte de colesterol
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REGULACION DEL COLESTEROL

La produccion de colesterol esta regulada directamente por la concentracion
de colesterol en el reticulo endoplasmatico de las células hepaticas e
indirectamente por los niveles de colesterol presente en las LDL. La
homeostasis del colesterol celular es regulada por un complejo de proteinas
entre las que destaca SREBPs (Proteinas de unién a elementos reguladores
de esteroles). Cuando la concentracion de colesterol es normal o elevada, las
proteinas SREBPs se encuentran formando complejo con las proteinas
reguladoras SCAP (proteina activadora a través del clivaje de SREBP) (Hua
X, et. al. Cell. 1996) e Insig (gen de induccién a insulina) 1 y 2 (Janowski
BA. Proc Natl Acad Sc1 U S A. 2002). Cuando la concentraciéon de colesterol
en el reticulo endoplasmatico disminuye, las proteinas Insig se disocian del
complejo SREBP/SCAP, y posibilitan su migracion al aparato de Golgi,
donde SREBP es procesado por las proteasas SP1 y SP2 (site 1 and 2
proteases) (Hua X, et. al. J Biol Chem. 1996, Sakai J, et. al. Cell. 1996). El
SREBP procesado, migra al nucleo celular y actiia como factor de
transcripcion conjuntamente con SER (elemento regulador de esteroles).
Entre los genes regulados por el sistema Insig/lSCAP/SREBP destacan el
receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) y la hidroxilmetil-
glutaril-CoA-reductasa (HMG-CoA-reductasa), que es la enzima limitante en

la via de sintesis del colesterol (Fig.11).
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Figura 11. Esquema de la regulacién de colesterol. Figura de V. Cortés. Rev Med Chile
2012.

FUNCION DE LOS LIPIDOS DURANTE LA REGENERACION HEPATICA.

Los lipidos son componentes esenciales de la membrana plasmatica celular
y, ademds, desempenan una funciéon relevante en la regulacién de vias de
senalizacién que controlan procesos biolégicos como la proliferacion, la
apoptosis o el reconocimiento célula-célula. Durante la regeneracién
hepatica, diferentes moléculas lipidicas actian como mensajeros o
precursores de nuevos mensajeros que transmiten la sefial biolégica desde la
membrana plasmatica hacia el interior del nucleo. Entre estos lipidos hay
que destacar la esfiengomielina que es un esfingolipido constituyente de la
membrana celular. Se ha demostrado que la esfingomielina sufre cambios en
su concentraciéon intracelular durante la progresiéon del ciclo celular,

durante apoptosis y diferenciaciéon (Levade T. et.al.Biochim Biophys Acta.
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1999). Este hecho sugiere su relevancia durante el ciclo de vida celular.
Ademas, durante el proceso se ha observado un aumento de esfingomielina y
una disminucién de ceramidas (Coroneos E, et al. J Biol Chem. 1995).
Respecto a la funcién de las ceramidas, se ha demostrado que estos
componentes lipidicos inhiben la actividad de la via de senalizacion
PISK/AKT vy, por tanto, disminuyen la viabilidad celular. Estos resultados
son coincidentes con otros estudios que demuestran que al inhibir la
formacién de esfiengomielina en cultivos primarios de hepatocitos, se
observa un aumento de apoptosis (Osawa Y. et al. J. Biol Chem., 2005).
Todos estos datos sugieren que la composicion del lipidoma celular hepatico
esta altamente regulada y que un cambio en su composicion podria afectar

al proceso de regeneracion hepatica.

MEMBRANA CELULAR

La fluidez de la membrana es un parametro multifactorial que depende de
la concentracion de colesterol, del proteoma celular, del lipidoma celular, de
la saturacién de sus componentes, etc. Pero las alteraciones ocasionadas por
una hepatectomia parcial no solo se aprecian en la membrana celular, sino
también en la membrana microsomal (Deliconstantinos G, et. al. Biochem dJ.

1983) y nuclear (Tomassoni ML, et. al. .Biochem Mol Biol Int. 1999).

Estudios en ratas han demostrado que entre las 15 y 24 horas después de
una PHx disminuye el cociente colesterol/ fosfolipidos en la membrana
plasmatica. Este hecho causa un aumento de fluidez en la misma
(Deliconstantinos G. et al. Biochem J., 1983 y Tomassoni ML. et al. Biochem
Mol Biol Int, 1999).

Unas estructuras membranales que contribuyen notablemente al grado de
fluidez de la membrana plasmatica son las caveolas. Las caveolas son
estructuras de membrana plasmatica ricas en esfingomielina/colesterol que
forman invaginaciones de 50 a 100 nanémetros de diametro. Ademas, estos
dominios estan constituidos por un tipo mayoritario de proteinas

denominado caveloninas (tipo 1, 2 y 3). En las células hepaticas existen dos
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tipos de caveolas: un tipo soluble en tritonX-100 que esta asociado al
citoesqueleto y otro tipo no soluble en tritéonX-100 que esta asociado a la
regulacion de la endocitosis de moléculas de bajo peso molecular (Delgado-
Coello B. et al. Liver Int., 2011). La funcién de las caveolas esta
mayoritariamente relacionada con el trasporte intracelular de colesterol
(Fielding CdJ, et. al. J Lipid Res. 1997). Sin embargo, numerosos estudios
demuestran también su implicacién en la regulaciéon compartimentalizada
de las vias de senalizacion. En el contexto de la regeneracion hepatica,
ratones deficientes en caveolina-1 muestran una menor esteatosis
transitoria y un 38% menos de regeneracion hepatica tras PHx. Ademas, la
deficiencia de caveolina-1 esta asociada a una disminucién de la tasa de
supervivencia en comparacion con ratones control con el mismo background
genético (Fernandez MA. et al. Science, 2006 y Frank PG. et al. Cell Cycle,
2007). En contraste, otros investigadores demostraron posteriormente que
los ratones deficientes en caveolina-1 no presentaban diferencias en el indice
de mortalidad tras una PHx y, ademas, la regeneraciéon hepatica era
completamente normal (Mayoral R. et al. Hepatology. 2007). Por tanto, a
pesar de la reconocida implicaciéon de la caveolina en el metabolismo del
colesterol y en la regulacién de la senalizaciéon intracelular, todavia existe

controversia sobre la funcién de la caveolina-1 en la regeneracién hepatica.

En resumen, todas estas evidencias indican que la composicion lipidica (o la
caracterizacion del lipidoma) es un parametro que podria ser util a la hora
de prever el éxito o el fracaso de la regeneracién hepatica. Sin embargo,
existe controversia en la literatura existente y, por tanto, se requieren mas
estudios que permitan evaluar la potencialidad de este parametro en el

contexto clinico.
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COMPLICACIONES DE LA RESECCION HEPATICA TERAPEUTICA CLINICA.

El carcinoma hepatocelular (HCC) constituye un 80% de los tumores
hepaticos malignos (Song P, et. al. Liver Int. 2012). Si bien es el quinto tipo
de cancer con mas incidencia entre hombres y mujeres, es el tercero con mas
defunciones anuales asociadas en el mundo
(http:/ /globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/liver.asp). El higado, ademas de
sufrir tumores primarios es un érgano propicio para desarrollar tumores
secundarios. Tal es su prevalencia que se estima que uno de cada tres
pacientes con cancer colorrectal desarrollara metastasis hepatica. En este
escenario, la supervivencia a cincos anos tras la ocurrencia de metastasis en
pacientes tratados con quimioterapia es del 1% (Gallinger S, et. al. Curr
Oncol. 2013) y el tratamiento que presenta una tasa de supervivencia mayor
es la reseccién hepatica. Desafortunadamente, el porcentaje de pacientes
candidatos a recibir este tratamiento es reducido. Por ejemplo, en los
pacientes con metastasis hepatica por cancer colorectal este porcentaje se
encuentra situado entre el 10 y el 20% (Scheele J, et. al. Langenbecks Arch
Surg. 1999). Ademas, la resecabilidad en el HCC es de un 20-30% y este
porcentaje se reduce sensiblemente en pacientes cirréticos (Farmer DG, et.

al. Ann Surg. 1994).

El procedimiento de la reseccién hepatica consiste en la extraccion del tejido
hepatico con signos macroscopicos de patologia tumoral. Durante el
procedimiento quirurgico se persigue, a su vez, mantener un volumen de
tejido suficiente que permita la correcta funcionalidad del 6rgano y que
preserve la hemodinamica hepatica. Estudios clinicos sugieren que la
regeneracion tras una resecciéon hepatica terapéutica es evidente a las dos
semanas y se completa en un periodo aproximado de 3 meses (Nagasue N,
et. al. Ann Surg. 1987 y Yamanaka N, et. al. Hepatology. 1993). La
comunidad cientifica ha consensuado que es necesario dejar intacto un 20%
del higado total, lo que equivalente a dos segmentos (Garden OdJ, et.al.
2006). Sin embargo, esta recomendacion ha de ser contextualizada en

presencia de enfermedades hepaticas preexistentes y de tratamientos que
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puedan alterar la capacidad regenerativa. En estas condiciones clinicas, una
reseccion hepatica del 20% puede desembocar en fallo hepatico caracterizado
por el desarrollo de coagulopatias, hiperbilirrubinemia y encefalopatia
hepatica. La incidencia del fallo hepatico tras la reseccién terapéutica puede
llegar a ser de hasta un 30% (Van den Broek MA, et. al. Liver Int. 2008) y,
por tanto, la causa del incremento substancial de mortalidad asociada al
procedimiento quirurgico (Simmonds PC, et. al. Br J Cancer. 2006). Por esta
razon, en pacientes cirroticos, o pacientes con esteatosis es recomendable no
reseccionar mas de un 40-70%, o 60% del volumen hepatico total,
respectivamente (Pawlik TM, et. al. 2008). En estos contextos patoldogicos,
los pacientes con cirrosis hepatica establecida presentan alto riesgo de
mortalidad tras la reseccion. Algunos estudios sitian este riesgo en cifras
superiores al 20% (Takenaka K, et. al. World J Surg. 1990). A su vez, los
paciente cirréticos muestran una expresion hepatica reducida de HGF
(Kaibori M, et. al. J Surg Res. 2002) y de factores de transcripcién (Zhao G,
et. al. Biochem Biophys Res Commun. 2002). Estas deficiencias se traducen
en una reduccién significativa de la sintesis de DNA y en una regeneracién
hepatica deficiente (Tiberio GA, et. al. Cytokine. 2008). Por lo que respecta a
la esteatosis, su incidencia es cada vez mayor y su presencia esta asociada a
una regeneraciéon hepatica insuficiente y a un aumento significativo de la
mortalidad asociada a la reseccion hepatica (Selzner M, Clavien PA.
Hepatology. 2000). Los pacientes con esteatosis tienen una probabilidad
mayor de sufrir isquemia hepatica (Sun CK, et. al. Transplantation. 2001) e
hiperbilirrubinemia durante las primeras horas post-cirugia. A su vez, se ha
correlacionado en pacientes el grado de esteatosis hepatica con la
mortalidad post-cirugia, siendo esta correlaciéon positiva y significativa

(Behrns KE, et. al. J Gastrointest Surg. 1998).
Todos estos datos sugieren que el conocimiento de los mecanismos

implicados en la respuesta hepatoproliferativa normal y patolédgica,

conjuntamente con las posibles estrategias terapéuticas que puedan
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derivarse de este conocimiento, podrian contribuir a disminuir la mortalidad

y/o morbilidad de los pacientes sometidos a recesion hepatica terapéutica.

En la figura 12 se detallan alguno de los factores mencionados
anteriormente que contribuyen a la interrupcién de la regeneracién hepatica
y al desencadenamiento del fallo hepatico. Este esquema muestra que la
correcta recuperacion del higado tras una hepatectomia o trasplante es el
producto de un equilibrio entre una regeneracién hepatica satisfactoria y
una baja incidencia de los factores de riesgo causantes de fallo hepatico. El
conocimiento, tanto del proceso regenerativo como de los factores de riesgo

podria contribuir a la prevencién de fracasos post-quirurgicos.
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Figura 12.- Posibles complicaciones durante la resecciéon hepatica. Esquema adaptado de

Garcea G, Maddern Gd. dJ Hepatobiliary Pancreat Surg. 2009
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Objetivos

El higado es un érgano que presenta una gran capacidad regenerativa. Para
estudiar este fenomeno, el modelo de hepatectomia parcial en ratéon es el
mas adecuado (Higgins GM, Anderson RM. Arch Pathol. 1931). Esta técnica,
conjuntamente con el uso de modelos animales modificados genéticamente,
nos puede facilitar el estudio de las diferentes moléculas o vias de

senalizacion implicadas en el proceso de regeneracion hepatica.

La reseccion hepatica es una de las medidas terapéuticas mas efectivas para
el tratamiento del carcinoma hepatocelular. Uno de los problemas a los que
se enfrentan estos pacientes es que la apariciéon de un hepatocarcinoma se
asienta sobre un higado fibrdtico o cirrdtico. En este contexto clinico, la
técnica de la reseccion se ve comprometida debido a que el higado cirrético
regenera deficientemente (Bége T, et al. J Gastrointest Surg. 2007). Por este
motivo, el procedimiento quiriurgico esta asociado a un indice muy elevado
de mortalidad (entre el 20 y el 50% segun diversos autores). Es por ello, que
hipotetizamos que el estudio de la regeneraciéon hepatica y el hallazgo de
nuevas vias de sefalizacion implicadas en este proceso, posibilitaran el
desarrollo de nuevas dianas terapéuticas para el tratamiento de la
enfermedad hepatica cronica. En este contexto, creemos que el estudio de las
vias de regulacion del metabolismo lipidico hepatico tienen mas
potencialidad terapéutica. Por ejemplo, se ha demostrado que el colesterol es
importante en la proliferacion celular y se conoce que su deficiencia evita la
progresion de las células a través del ciclo celular. Se sabe que cuando hay
una acumulacion de esteroles, disminuye la actividad de la proteina
HMGCR (HMG-coA reductasa), una enzima limitante en la sintesis del
colesterol y la expresion del receptor de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL). Por el contrario, cuando disminuyen los niveles de colesterol las
células mantienen la actividad de la proteina HMGCR y aumenta la

expresion del receptor LDL (LDLR). Todo este proceso esta regulado por el
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factor de transcripcion SREBP (Brown MS et al. Cell, 1997 y Espenshade
PJ. J Cell Sci. 2006). A parte de la implicacion del colesterol en la regulacién
del ciclo celular, también es conocido que durante la regeneraciéon hepatica
se acumulan grandes cantidades de lipidos en forma de gotas llamadas lipid
droplets, las cuales estan compuestas mayoritariamente por colesterol y
ésteres de colesterol (Garcia-Arcos I. et al. Lipids. 2010). Ain no se conocen
con exactitud los mecanismos y la funcionalidad de esta esteatosis
transitoria, ni los mecanismos a través de los cuales la célula es capaz de
acumular lipidos durante el proceso regenerativo. Lo que si se ha observado
es que tras la hepatectomia parcial existe un descenso de lipidos en el suero,
y un aumento de la expresion del gen LDLR. Estos datos sugieren que este

receptor estaria involucrado en el transporte de los lipidos hasta el interior

de la célula (Bocchetta M. et al. J Cell Physiol. 1993).

Teniendo en cuenta los antecedentes descritos, el objetivo general de la
presente tesis doctoral fue el de investigar como afecta el metabolismo
lipidico al ciclo celular y a la regeneracion hepatica. Especificamente, la

tesis se ha dividido en dos estudios:

PRIMER ESTUDIO

El miR-33 se encuentra en el mismo locus gendémico que el gen Srebp, y se
ha demostrado que este gen regula el ciclo celular. Por lo tanto el objetivo

general del primer estudio fue:

e Estudiar el papel del miR-33 en la regulaciéon del ciclo celular y su

1implicacion en la regeneracion hepatica.
Objetivos especificos:

1. Estudiar la funcién de miR-33 en la regulacion de las CDKs y las

ciclinas y, por tanto, su papel en la regulacion del ciclo celular.
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2. Identificar posibles dianas de interaccién de miR-33 con el 3'UTR de

las quinasas dependientes de ciclina (CDKs).

3. Caracterizar la funcion del miR-33 durante la regeneracién hepatica

en ratones a los que se les ha practicado una hepatectomia parcial.

SEGUNDO ESTUDIO

La hipotesis especifica de este estudio plantea que la actividad del receptor
de las LDL afecta al lipidoma del hepatocito durante el proceso de

regeneracion hepatica. Por lo tanto el objetivo general del estudio fue:

e Analizar el efecto de la deficiencia del receptor LDL en la formaciéon
de lipid droplets y en la proliferacion hepatocelular durante la

regeneracion hepatica inducida por hepatectomia parcial.
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RESULTADOS

PRIMER ESTUDIO.- MIR-33 REGULA LA PROLIFERACION CELULAR Y LA PROGRESION DEL
CICLO CELULAR.

Los resultados obtenidos en el primer estudio fueron:

1.- El miR-33 regula la expresion post-transcripcional de la ciclina

dependiente de quinasa CDKG6 y de la ciclina D1.

Utilizando programas informaticos de prediccion de dianas, se observaron

potenciales dianas del miR-33 involucrado en proliferacion celular.

Se ha observado como posible sitio diana del miR- 33 el 3UTR de las proteinas
quinasa dependiente de ciclinas ( cdk6, Cdk8 y cdk19), la ciclina Cend1 y ABCAL,
p53, Pten, Myc y proteinas quinasa mitogénicas como; Map3k1l, Map3k7, Mapkl,
Mapk3, Mapk6, Mapk10 y Map14

Para determinar el efecto del miR-33 sobre la expresién del mRNA de CDKS6,
CDKS8, CDK19, CCDND1 y CCNM1 se realiz6 una transfecciéon a celulas Huh7 y se
analiz6 los niveles de mRNA de estas células. Tras la transfeccién con miR-33 se
observé una disminucién significativa de los niveles de CDK6 y de ABCAI,
previamente observados como dianas. Estos mismos resultados se reprodujeron en

células A549 transfectadas con miR-33.

Por otra parte, la inhibicion del miR-33 endogeno, utilizando una secuencia
completaria al miR-33; (anti-miR-33), provocaba la sobrexpresiéon de forma

significativa de los niveles de CDK6 y de ABCA1 en estos dos tipos celulares.

Como los niveles de las ciclinas varian al largo del ciclo no podiamos observar
cambios al transfectar el miR-33. Para poder observar cambios sobre estas posibles
dianas, se sincronizaron las células utilizando el protocolo de sincronizacién por
tratamiento doble con timidina. Una vez las células estaban sincronizadas, se

realiz6 la transfeccién con el miR-33 y se observé una disminucién significativa de
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los niveles de mRNA de CCDN1, CDK6 y ABCA1l (Figura 1). Los niveles de

proteina mostraron la misma disminucién (Figura 2).

Por tanto estos datos sugieren que el miR-33 regula genes involucrados en el ciclo

celular.

2.- miR-33 se une de manera directa al 3’'UTR de los mRNA de Cdké6 y
Ccndl.

Utilizando programas informaticos se predijo que el miR-33 se podria unir a los
3UTR de los mRNA de Cdk6 y Ccdnl humano. Para valorar y confirmar estos
resultados se realizaron unos constructos de la parte 3UTR de las secuencias de
estos genes. Se realizaron 3 constructos para valorar los 3 posibles sitios de unién

del miR-33 para el mRNA del Cdk6 y un constructo para el mRNA del Ccdnl.

Estos constructos, tras amplificarlos por PCR y clonarlos para que obtengan el gen
de la luciferasa y el gen de la renila, el cual se expresaria de manera constitutiva

como control de la transfeccién, fueron transfectados en las células COS.

Tras el analisis de la intensidad de luciferasa se observé que en las células
transfectadas con miR-33, disminuia la actividad luciferasa de los constructos Cdké6
y Cend1. Ademas si en estos constructos se encontraba una mutacion, que evita la
unién del miR-33 al locus 3'UTR, esta actividad se revertia. Estos datos indican
que el miR-33 se une de manera directa al mRNA de Cdk6 y Cendl inhibiendo su

expresion.

3.- El miR-33 regula la proliferacion celular y la progresion del ciclo

celular.

Para observar como afecta el miR-33 en el ciclo celular, se transfectaron dos tipos
celulares (Huh7 y A549) con miR-33 y se analiz6 el niumero de células viables a

diferentes tiempos.

Como se puede observar en la figura 4, la sobreexpresiéon del miR-33 inhibe el

crecimiento del ciclo celular en los dos tipos celulares.

Para comprobar estos resultados, se estabilizd la expresion del miR-33 utilizando

un lentivirus en células HeLLa y MCF-7. Se monitorizé la proliferacion celular
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utilizando el ensayo de MTT. Se observé que las células con sobreexpresciéon de
miR-33 crecieron mas lentamente que las células tratadas con el control. Por el
contrario, la inhibicion mediante un antagonista del miR-33 provocaba un

crecimiento mas rapido en las células.

En las células Hela, con la expresion de miR-33 estable y tras 72 sin suero, se
reintrodujo suero en el medio y como era de esperar, tras la aplicacion de suero en
el medio, las células empezaron a expresar CDK6 y CCND1, siendo esta expresion

menor en las células que sobreexpresaban miR-33.

Para analizar como afecta el miR-33 en el ciclo celular se sincronizaron células
Huh7 en la mitosis utilizando nocodazol, y se transfectaron con miR-33 o con el
control. Como se observa en la figura 5 las células transfectadas con el miR-33
quedaron arrestadas en la fase G1 del ciclo celular. Estos datos indican que el miR-

33 es importante en la progresién de las fases G1/S.

En estas mismas células Huh7 sincronizadas, se analizé la cinética de expresién
durante el ciclo celular a diferentes tiempos. Se observd que, tanto el miR-33a y b
como SREBP-1 y 2 disminuian su expresién durante el ciclo celular, tras la mitosis.
Esta disminucién del miR-33 a las 12h es inversamente proporcional a la expresién
de CDK6, CCND1 y ABCA1 que se observa aumentada. Por otro lado, a partir de
las 12h se observa un aumento de miR-33, proporcional a la inhibicién de ABCA1,
al aumento del receptor de apoliproteina LDL (LDLR) y el receptor de la proteina

involucrada en la biosintesis del colesterol (HMGCR).

4.- El antagonismo de miR-33 en ratones promueve la regeneracion

hepatica.

Se realizé un modelo de hepatectomia parcial para poder analizar el papel del miR-

33 en un modelo animal de proliferacién celular con ratones C57BL/6.

Tras el sacrificio de estos animales a diferentes tiempos tras la cirugia, se pesé el
higado y las muestras fueron guardadas y tratadas para su analisis. Como se
observa en la figura 7A, en la tincién del ki67 (un marcador de proliferacién
celular), hay un aumento significativo del nimero de células que expresan ki67 a
las 48h tras la PHx. Al analizar otro marcador como el PCNA se observo el mismo

patrén.
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Se analiz6 también la cinética de expresion de miR-33, SREBP2, y de las proteinas
involucradas en el ciclo celular; CDK6 y CCND1. Se observé que la expresién del
miR-33 disminuia a las 24 horas tras la PHx. Esta disminucién era inversamente
proporcional a la expresion de CDK6 y CCND1, tal como se observa también in

vitro.
Estos datos sugieren que miR-33 tiene un papel durante la regeneracién hepatica.

Para observar el efecto inhibitorio del miR-33 durante la regeneracién hepatica
tratamos estos ratones con 10mg/Kg intra dermico durante un mes una vez por
semana, con un antagonista de miR-33; una secuencia complementaria de miR-33

que atrapa a miR-33 (miR-33-ASO0), inhibiendo su actividad.

Este tratamiento ya se habia realizado en ratones anteriormente en el grupo del
Dr. Fernandez Hernando y esta demostrado que disminuye al 50% la actividad de

miR-33 sin producir toxicidad.

En este estudio se valord la expresiéon en los higados de los ratones tratados con
miR-33-ASO mediante PCR a tiempo real y se observé que la expresion de ABCA1,
PCNA, CDK6, CCND1 aumentaban de manera significativa al inhibir el miR-33.

Para calcular como afecta esta inhibicién en la regeneracién hepatica se realiz6 la
hepatectomia parcial a estos ratones tratados y se calculé el porcentaje de
regeneracion hepatica mediante una férmula bien estandarizada; peso del higado

regenerado / peso total ratén.

Como se observa en la figura 8C, los ratones tratados con miR-ASO presentaban
una aceleracién en la regeneracién hepatica, sugiriendo que la terapia de
tratamiento con el anti-miR-33 ayuda a la regeneracién hepatica y que el miR-33

estda involucrado en este proceso.
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Cholesterol metaboelism is tightly regulated at the cellular level and is essential for cellular growth. MicroRNAs (miRNAs),
a class of noncoding RNAs, have emerged as critical regulators of gene expression, acting predominantly at the
posttranscriptional level. Recent work from our group and others has shown that hsa-miR-33a and hsa-miR-33b, miRNAs
located within intronic sequences of the Srebp genes, regulate cholesterol and fatty acid metabolism in concert with
their host genes. Here, we show that hsa-miR-33 family members modulate the expression of genes involved in cell cycle
regulation and cell proliferation. MiR-33 inhibits the expression of the cyclin-dependent kinase 6 (CDK&) and cyclin D1
(CCND1), thereby reducing cell proliferation and cell cycle progression. Overexpression of miR-33 induces a significant G,
cellcyclearrestin Huh7 and A549 celllines. Most importantly, inhibition of miR-33 expression using 2 flucro/methoxyethyl-
modified (2'F/MOE-modified) phosphorothioate backbone antisense oligonuclectides improves liver regeneration after
partial hepatectomy (PH) in mice, suggesting an important role for miR-33 in regulating hepatocyte proliferation during
liver regeneration. Altogether, these results suggest that Srebp/miR-33 locus may cooperate to regulate cell proliferation

and cell cycle progression and may also be relevant to human liver regeneration.

Introduction

Intracellular cholesterol is obtained from plasma lipoproteins
or synthesized de novo from acetyl-CoA.' As an essential com-
ponent of mammalian cell membranes, cells require cholesterol
for proliferation.** In addition to its structural requirement,
cholesterol is important for other cell functions, such as bile
acid Elnd hormonf Synthesis as Well as during Embfyonlc devcl‘
opment. The requirement of cholesterol for cell growth and
division of mammalian cells has been known for many years,l"i
but whether this is just a consequence of its use for membrane
formation or whether it also plays a regulatory role in this pro-
cess has not been clarified. Cholesterol is also required for cell
cycle progression, and its deficiency leads to cell cycle arrest
il-l C;‘Z/'h/l.6 MOreOVC[, Other nDn'mevalOnatC dﬂfivatives are
essential for the G,-S transition, thus confirming the relation-
ship between the cholesterol synthesis pathway and cell cycle
progression.”®

The intracellular cholesterol level is tightly controlled by feed-
back mechanisms that operate at both transcriptional and post-
transcriptional level. When cells accumulate excess sterols, the
activity of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase
(HMGCR), the rate-limiring enzyme of cholesterol biosynthesis,
declines by more than 90%, and the cell surface expression of low-
density lipoprotein receptor (LDLr) decreases. By contrast, upon
depletion of intracellular cholesterol, cells maintain a high activ-
ity Of HMGCR Elnd high exp[ession Of LDLI. This CDOIdiﬂatEd
process is regulated by ER-bound sterol regulatory element-bind-
ing proteins (SREBPs).”'* The SREBP family of basic-helix-loop-
helix leucine zipper (bHLH-LZ) transcription factors consist of
SRERP-1a, SREBP-1c and SREBP-2.*"? The SREBPs differ in
their tissue-specific expression, target gene selectivity and the
relative potencies of their trans-activation domains.”'? SREBP-1c
targets genes that are involved in fatty acid metabolism, such
as fatty acid synthase (FASN). SREBP-2 regulates the expres-
sion of cholesterol-related genes, such as HMGCR and LDLr.
SREBP-1a targets both sets of genes. In addition to regulating

*Correspondence to: Carlos Ferndndez-Hernando; Email: carlos.fernandez-hernando@nyumc.org.
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lipid metabolism, these transcription factors have also been impli-
cated in the regulation of cell cycle.” Bengoechea-Alonso et al.
have demonstrated that siRNA-mediated silencing of SREBP-1
in human Hela, U208 and MCF-7 cells leads to an accumula-
tion of cells in late G1 phase, prior to the Gli'S transition.” By
contrast, SREBP-1a overexpression, activates the transcription of
p21¥AFUEIRL g universal cyclin-dependent kinase inhibitor, lead-
ing to cell growth inhibition and G, cell cycle arrest.* In addition
to p21, SREBP-1a activation also increases the accumulation of
other cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitors, including p27,
p21 and p16, leading to reduced CDK2 and CDK4 activities and
hypophosphorylation of Rb protein.” Interestingly, SREBP-1a
transgenic mice exhibited impaired liver regeneration after par-
tial hepatectomy.”

In addition to classical transcriptional regulators, a class of
noncoding RNAs, termed microRNAs (miRNAs), has emerged
as critical regulator of gene expression acting predominantly at
the post-transcriptional level.? These short (22 nr) double-
stranded regulatory noncoding RNAs are mostly processed from
p[imafy [faﬂscfipts by thC chueﬂtial aCtiOﬂS Of thC Cﬂdonuclﬁascs
Drosha and Dicer enzymes. In the cytoplasm, mature miRNAs
are incorporated into the cytoplasmatic RNA-induced silencing
complex (RISC) and bind to partially complementary target sites
in the 3'UTR of specific mRNA. miRNA targeting of mRNAs
inhibits their expression through mRINA destabilization, repres-
sion of translation or a combination of both processes.!s!®

‘We and others provided the first identification ofa highly con-
served miRNA family, »:R-33, within the intronic sequences of
the Srebp genes.”? Two miR-33 genes are present in humans:
miR-33b, which is encoded within intron 17 of the Srebp-1 gene
on chromosome 17, and miR-334, which is expressed in intron 16
of the Srebp-2 gene on chromosome 22. In mice, however, there is
only one #:R-33 gene, which is the ortholog of human miR-33a
and is located within intron 15 of the mouse Srebp-2 gene. miR-
332 and miR-33b are co-transcribed with its host genes, like
many intronic miRNAs, and they target genes involved in regu-
lating cholesterol homeostasis (Abcal, Abegl and Npcl)**# and
fatty acid metabolism (Ampk, Cptlﬂ, Crot, Hadhb and SirtG).B‘24
These findings suggest that Srebp genomic loci, which encode
Srebp transcription factors and m#R-334/6 may cooperate to regu-
late lipid metabolism. Of note, the inhibition of miR-33 using
different strategies increases plasma high-density lipoproteins
(HDL) in mouse and promotes the regression of atherosclerosis
in mice, 20222526

Similarly to Srebp/miR-33 locus, the a-myosin heavy chain
(alphaMHG) gene, in addition to encoding a major cardiac con-
tractile protein, regulates cardiac growth and gene expression in
response to stress and hormonal signaling through miR-208.%
Alcogether, these observations suggest that intronic miRNAs
work in conjunction with host genes to regulate similar cellular
processes.

Since SREBPs regulates cellular proliferation and cell cycle
progression, in the current study, we tested the role of miR-33 in
regulating these cellular functions. We identify putative bind-
ing sites for miR-33 in the 3'UTR of cyclin-dependent kinases
(Cdk6, Cdk8 and Cdk19), Cendl and 42, 253, Pren, Myc and
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mitogen-activated protein kinases (Map3kl, Map3k7, Mapki,
Mapk3, Mapk6, Mapkl0 and Mapkl4). We show that overex-
pression of miR-33 inhibits CDK6 and cyclinD1 expression,
reduces cell proliferation in different human cell lines and leads
to cell cycle arrest in G1 phase. Conversely, endogenous inhibi-
tion of miR-33 increases cell proliferation in the human hepatic
cell line, Huh7. Furthermore, inhibition of miR-33 expression
using 2'fluoro/methoxyethyl-modified (2'F/MOE-modified)
phosphorothioate backbone antisense oligonucleotides improves
liver regeneration after partial hepatectomy (PH) in mice.
Altogether, these results suggest that Srebp/miR-33 may co-

operate to regulate cell proliferation and cell cycle progression.
Results

miR-33 regulates post-transcriptional CDKG6 and CCND1
expression. To determine potential miR-33 targets involved in
cell proliferation and cell cycle, we used a combination of bio-
informatic tools for miRNA target prediction [TargetScan
(http:/www.targetscan.org), miRanda (http:/www.microrna.
org), DIANAmt (http://diana.cslab.ece.ntua.gr), miRDB
(htep://mirdb.org), miRWalk (heep://www.ma.uni-heidelberg.
defaps/zmf/mirwalk) and PITA (http://genieweizmann.ac.il)].
Interestingly, the 3'UTR of the cyclin-dependent kinases
(Cdkt6, Cdk8 and Cdk19), Cendl and 42, p53, Pten, Myc and
mitogen-activated protein kinases (Map3kl, Map3k7, Mapkl,
Mapkﬁ, Maka, Mapki() and Mapk14) have prcdictcd bind-
ing sites for miR-33 (Table 1). Next, we wanted to determine
the effect of miR-33 on mRNA expression of CDK6, CDKS,
CDK19, CCNDi, CCNMI. Transfection of Huh7 cells with
miR-33 (40-fold increase expression) significantly inhibited the
mRNA levels of CDK6 and ABCAI, a previously identified rarget
of miR-33 (Fig. 1A, upper part). Similar results were observed
in A549 cells transfected with miR-33 (Fig. 1A, bottom part).
Notably, endogenous inhibition of miR-33 using anti-miR-33
oligonucleotides (2.5 fold decrease) increases mRNA expres-
sion of CDK6 and ABCAI in both cell lines (Fig. 1B). Since the
CXPrESSiOﬂ ICVCI Of CCNDI and CCNM] Va[ics aloﬂg thc Cﬂll
cycle, we synchronized Huh?7 and A549 cells in G phase using a
double thymidine block, which arrested the cells in early S phase
(Fig. 1C). As seen in Figure 1D, transfection of Huh7 (upper
part) and A549 (lower part) with miR-33 significantly inhibits
CCNDI1, CDK6 and ABCAI mRNA levels. Similar regulation of
these genes by miR-33 was also seen at the protein level (Fig. 2A
and B). Altogether, these results strongly suggest that miR-33
coordinates genes regulating cell cycle progression.

miR-33 directly targets the 3'UTR of Cdk6 and Cendi.
The human Cd%6 and Cendl 3'UTR have three and one com-
putationally predicted miR-33 binding sites, respectively
(Fig. 3A and C). All the predicted binding sites are evolutionarily
conserved (Fig. S§1). To directly assess whether miR-33 targets
Cdk6 and Cendl directly, we generated reporter constructs with
the luciferase coding sequence fused to the 3'UTR of these genes.
miR-33 markedly repressed the activity of the Cdé6 and Cendl
3'UTR constructs (Fig. 3B and D). Mutation of the miR-33 tar-
get sites relieved miR-33 repression of Cdk6 and Cendl 3UTR

923
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Table 1. miR-33 predicted target genes
Gene DIANAMT
ABCA1 X X
CDKé X
CDK8 X
CCND1
CCND2
MAP3K1
MAP3K7
MAPK1
MAPK3
MAPKs
MAPK10
MAPK14
p53
PIK3R3
PTEN
MYC

miRanda

XX X X X X X X X
KX X X X X XX X X X X X

>
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miRDB miRWalk PITA Targetscan
X X X X
X X X X
X X X
X X X
X X X
X X X X
X
X
X
X X X
X X
X X X X
X X X
X X X
X X X
X X X

Gene target prediction based on TargetScan, miRanda, DIANAmt, miRDB and PITA.

activity, consistent with the direct interaction of miR-33 with
these sequences (Fig. 3B and D).

miR-33 regulates cell proliferation and cell cycle progression.
To assess the role of miR-33 in regulating cell proliferation, we
transfected Huh7 and A549 cells with miR-33 and measured the
viable cell number at different time points. As seen in Figure 4A,
overexpression of miR-33 inhibited cell growth in both cell lines.
In another set of experiments, we stably overexpressed miR-33 in
HeLa and MCE-7 cells using lentivirus and monitored cell prolif-
eration using crystal violet staining and MTT assays. Consistent
with our data in Figure 4A, miR-33-transduced cells grew slower
compared with control-transduced cells (Fig. $2). In separate
experiments, antagonism of endogenous miR-33 increased cell
proliferation in Huh?7 and A549 cells (Fig. 4B). We also used
our stably transfected HeLa cells to study the impact of miR-33
overexpression on the cellular response to mitogenic stimuli. To
accomplish this, we serum starved the cells for 72 h and then
reintroduced serum, as described in Methods. As expected, the
expression of CDK6 and CCND1 was induced when cells were
switched from BSA to serum, and the expression of both genes was
reduced in cells overexpressing miR-33 (Fig. $3). Intriguingly,
miR-33-dependent repression of these targets results in increased
mRNA levels of CDK4, CCND2 and CCND3 (Fig. §3). The
exact mOleCula[ events that lead to these Compensatol‘y Cl’langes
remain obscure, though. Nevercheless, these results demonstrate
that miR-33 regulates cell proliferation via targeting CDK6 and
CCND1.

Most of the mitogenic pathways result in the transcriptional
induction of D-type cyclins and the subsequent activation of
cyclin-dependent kinases (CDKs), such as CDK4 and CDK6.
The active CDK4/6-Cyclin D Complexes then inactivate the reti-
noblastoma protein (pRB), leading to the EF-dependent tran-
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the cell cycle. To assess the effect of miR-33 on cell cycle pro-
gression, we synchronized Huh? cells in mitosis by treating with
nocodazole and then transfected with negative control mimic
(CM) or miR-33. As seen in Figure 5, cells transfected with
miR-33 were arrested in G, phase after their release from mitosis,
suggesting an important role of miR-33 in regulating the G./S
transition.

We next analyzed the kinetics of miR-33 mRNA expression
during cell eycle progression. To this end, we synchronized Huh?
cells with nocodazole and then analyzed miR-33 expression at
4, 8, 12 and 24 h after releasing them from mitotic arrest. As
shown in Figure GA and B, miR-33a, miR-33b, SREBPI and
SREBP2 levels decreased after releasing the cells from mitosis.
Interestingly, miR-33 levels were inversely correlated with the
expression of CDK6, CCNDI (Fig. 6D) and ABCAI (Fig. 6C),
suggesting a functional role for miR-33 in regulating the expres-
sion of these genes. The inhibition of ABCAT and the increased
expression of genes involved in cellular cholesterol uptake [low-
density lipoprotein receptor (LDLr)] and cholesterol biosynthesis
[3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase (HMGCR)]
(Fig. GE) results in an increase in cellular cholesterol levels
(Fig. 6F).

Antagonism of miR-33 in mice promotes liver regenera-
tion. Finally, to analyze the role of miR-33 in a physiological
model of cellular proliferation, we studied whether anti-miR-33
therapy could improve liver regeneration in mice. To this end,
we performed 2/3 of partial hepatectomy (PH) as a model of
liver regeneration and assessed the expression of Ki67, a cellu-
lar marker for proliferation. As seen in Figure 7A, a significant
number of Ki67-positive cells were observed in sections of liv-
ers at 48 h followlng PH. Simi.lar rESultS were Obtainﬂd Wheﬂ
we analyze the expression of PCNA in liver lysates by western
blot (Fig. 7B). lntcrestingly, the expression of miR-33 correlated
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Figure 1. Post-transcriptional regulation of cell cycle genes and ABCA1 by miR-33. (A) Quantitative RT-PCR expression profile of selected miR-33
predicted target in human hepatic Huh7 cell line (upper part) and human lung A549 cell line {bottom part) after overexpressing miR-33 and (B) after
endogenous inhibition of miR-33 by using anti-miR-33 oligonucleotides. (C) Flow cytometry analysis of Huh7 cells (upper parts) and A549 cells (bot-
tom parts) synchronized using double thymidine block (right parts). (D) Quantitative RT-PCR analysis of selected miR-33 predicted targets in Huh7 and
A549 cells transfected with CM or miR-33 after thymidine block synchronization. Data are the mean + SEM and are representative of =3 experiments.
*p < 0.05.
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inversely with both the proliferative status of the
liver and the mRNA expression of CDKG and
CCNDI, thus suggesting a role for miR-33 in reg-
ulating liver regeneration (Fig. 7C). To assess the
effects of inhibiting miR-33 in the PH model, we
treated C57/BL/6 mice with 10 mg/Kg of 2'flu-
oro/methoxyethyl-modified (2'F/MOE-modified}
phosphorothioate backbone antisense oligonucle-
otides every week for one month (Fig. 8A). This
antisense therapy has been used successfully in
mice to inhibit the function of various miRNAs
without apparent toxicity. To determine the effi-
cacy of the anti-miR-33 treatment, we measured

relative density (A.U.)

the hepatic expression of miR-33 and its tar-
get genes after 4 weeks of treatment. Levels of B
miR-33, detected by qRT-PCR, were decreased
by more than 50% in anti-miR-33-treated mice
compared with the mice treated with control anti-
miR. Consistent with these results, the expression
of ABCA1, CDK6 and CCNDI were increased
in the livers of the mice treated with anti-miR-33
(Fig. 8B). Interestingly, the expression of the
proliferative marker PCNA was also increased in
mice treated with anti-miR-33 (Fig. 8B). Next,
we investigated the effects of anti-miR-33 oli-
gonucleotides in liver regeneration after PH. To
this end, we calculated the regeneration index
as the increase in the liver-to-body mass ratio, as
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described in Methods. As seen in Figure 8C, mice
treated with anti-miR-33 oligonucleotides showed
an accelerated liver regeneration, suggesting that
anti-miR-33 therapy might be useful for treating
liver disease. Altogether, these results suggest that

Figure 2. MiR-33 inhibits CDK6é and CCND1 protein expression. Western blot analysis of
CDK6, CCND1 and ABCA1 expression from Huh7 cells transfected with CM and miR-33
(A) or Cl and anti-miR-33 (B). Data are the mean + SEM and are representative of more
than or equal to three experiments. *p < 0.05.

miR-33 is involved in cell cycle progression and
cellular proliferation in coordination with regulating multiple

proteins (Fig. §4).
Discussion

The most salient feature of this paper is the identification of the
role of miR-33 in regulating cell proliferation, cell cycle progres-
sion and liver regeneration. We and others provided the first iden-
tification of a highly conserved miRNA family, miR-33, within
the intronic sequences of the Srebp genes in organisms, ranging
from Drosophila to humans. miR-33 targets multiple genes regu-
lating cholesterol homeostasis, including Abeal, Abcgl and Npel.
In addition to the role in maintaining cholesterol metabolism, we
have also demonstrated that miR-33 coordinates genes regulat-
ing fatty acid and glucose metabolism. This work opens a new
window for the miR-33 family, whose members repress genes
involved in cell proliferation and cell cycle progression. Notably,
we show that miR-33 negatively regulates CDK6 and CCNDI,
which results in cell cycle arrest in G, phase. miR-33 overexpres-
sion reduces cell proliferation and retarded cell cycle progres-
sion from the late G, phase into the § phase in human heparic
cells (Huh7). Furthermore, this study also shows that in vivo
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inhibition of miR-33 using antisense oligonucleotides improves
liver regeneration after partial hepatectomy.

The recovery of liver function after partial hepatectomy is
promoted by a variety of signals that lead to the prompt re-estab-
lishment of liver mass by upregulating cell growth and/or prolif-
eration.”®” Interestingly, several proteins involved in regulating
cell cycle progression play a key role during hepatocyte replication
and liver growth.*®? Indeed, transient expression of CCNDI is
sufficient to promote hepatocyte replication and liver growth in
vivo.” D-and E-type cyelins and their CDK partners (CDK4/6)
regulate cell cycle progression through G, to S phase.” Activation
of the CCND1/CDKG6 complex phosphorylates and inactivates
the retinoblastoma protein (Rb), a transcriptional repressor that,
in turn, inhibits the E2F transcription factors and recruits chro-
matin-remodeling complexes that lead to the repression of spe-
cific targeted genes.

In normal adult liver, hepatocytes are highly differentiated and
rarely undergo cell division, but they retain a remarkable abil-
ity to proliferate in response to acute or chronic injury. Previous
studies have suggested that CCNDI is a critical mediator of G,
progression in hepatocytes. Similarly, CDK4/CDKG6 regulates
cell eycle progression in hepatoma cells. Accordingly, Huh7 and
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Figure 3. MiR-33 specifically targets the 3'UTR of Cdké and Ccnd1. (A) Sequence
alignment of the human hsa-miR-33 mature sequence with the binding sites of
the human Cdké 3'UTR and (B) human Cend1 3'UTR. Luciferase reporter activity
in COS-7 cells transfected with CM or miR-33 of the (C) Cdké and (D) Cend1
3'UTR containing the indicated point mutations (PM} in the miR-33 target sites.
Data are expressed as mean % of the 3'UTR activity of control miR + SEM and
are representative of > 3 experiments. *p < 0.05.

www.landesbioscience.com Cell Cycle

~H8 ~

HepG2 cells treated with PD-0332991, a potent inhibitor
of these kinases, arrested the cells in G, phase.*

Here we demonstrate that miR-33 targets CCNDI1 and
CDKG6 and regulates hepatocyte proliferation. In addition
to CCNDI1 and CDKG, it has previously been reported
that miR-33 also targets p53.%> p53 activates the transcrip-
tion of genes that induce cell cycle arrest, apoptosis and
senescence in response to several stress conditions, includ-
ing DNA damage. In our work, we did not find differences
in the number of apoptotic cells when we overexpressed or
inhibited miR-33, suggesting that the effect of miR-33 on
p53 and cell viability may be cell ty pe-specific. On the other
hand, Thomas M et al. have recently shown that miR-33
also targets the serine/threonine-protein kinase Pim-1 and
inhibits proliferation in K562 and LS174T cells.*®

In addition to miR-33, many miRNAs have been shown
to play a role in regulating proliferation and cell cycle pro-
gression.”” The mir-15a-16-1 cluster may induce cell cycle
arrest at the G, phase by targeting critical cell cycle regula-
tors such as CDK1, CDK2 and CDKG6 as well as cyclins
(D1, D3 and E1).%%“" Indeed, these major cell cycle kinase
complexes are regulated by several other miRNAs. Thus,
CDK6 mRNA is also targeted by miR-24, miR-34a,
miR-124, miR-125b, miR-129, miR-137, miR-195,
miR-449 and let-7 family members. The levels of D-type
cyclins are downregulated by let-7, miR-15 family, miR-17,
miR-19a miR-20a and mir-34.%

The overall impact of miRNAs on liver regeneration
has been studied by generating mice with hepatocyte-spe-
cific miRNA deficiency. Interestingly, these mice are viable
and developed normally into adulthood. However, whereas
miRNA-deficient hepatocytes readily exited the G, phase
of the cell cycle, they failed to transition into S phase by
36 h after PH, suggesting a key role for miRNA in regulat-
ing liver regeneration.

The whole process of liver regeneration has three clearly
distinct phases: an initiation stage, a proliferation stage
and a termination stage.” Most research has focused on the
first two stages. However, the participants at the stage of
termination have not been well characterized so far. Most
of the studies have focused on the anti-proliferative role of
TGEFB1. However, the fact that transgenic mice displayed
a complete liver regeneration (although delayed) suggests
that other mediators must be involved in this process.”” In
this context, our results support the idea that miR-33 may
have a significant role as a termination signal in the process
of liver regeneration. These new findings could open new
therapeutic perspectives to stimulate liver regeneration
in chronic liver disease or after liver resection in patients
affected by hepatocellular carcinoma.

Materials and Methods
Mice. Six-week-old male C57BL/6 mice were randomized

into three groups {n = 20 mice): no treatment (PBS, n = 4),
control-ASO (n = 8) or miR-33-ASO (n = 8) (Jackson

927



RESULTADOS

A 30+ Huh7
L
o
T 204
Q
=]
g
£ 104
3
-=-miR-33
0 ‘ : ;
24 48 72
Time (hours)
307 A549
£
o
— 204
<]
o)
E
c 10
©
[#]
0 . .
24 48 72
Time (hours)

B 30- Huh?7 .

2

o

= 20

(<]

K]

E

2 10

@ --Cl

3 -#|nh-miR-33
24 48 72
Time (hours)
30+ A549

g

= 201 I

5 A

£

E

2 10

> ) --ClI

% . -=Inh-miR-33
24 48 72

Time (hours)

Figure 4. MiR-33 inhibits cell proliferation. Time-course analysis of the effects of (A) overexpression or (B) inhibition of miR-33 on cell proliferation.
Huh7 (upper parts) and A549 (bottom parts) cells were cultured in cholesterol-free medium and transfected with CM, miR-33, Cl and Inh-miR-33. At the
indicated times, the viable cells were counted. Data correspond to means + SEM and are representative of = 3 experiments. *p < 0.05.

Laboratory). The mice received a weekly subcutaneous injection
of 10 mg/Kg control-ASO, miR-33-ASO or PBS for 4 weeks.
All animals were kept under constant temperature and humidity
in a 12 h controlled dark/light cycle. Mice were fed ad libitum
on a standard pellet diet. All animal experiments were approved
by the Institutional Animal Care Use Committee of New York
University Medical Center.

Materials. Chemicals were obtained from Sigma unless oth-
erwise noted. Mouse monoclonal antibodies against CDK6
(1:1,000) and PCNA (1:1,000), rabbit monoclonal antibody
against CCNDI (1:1,000) and cleaved caspase 3 (Asp 175)
(1:500) were purchased from Cell Signaling. Mouse monoclo-
nal HSP-90 (1:1,000) antibody was from BD Bioscience. Mouse
monoclonal ABCA1 (1:1,000) antibody was purchased from
Abcam. Secondary fluorescently-labeled antibodies were from
Molecular Probes (Invitrogen).

Cell culture. A549, Hela, Huh7 and COS-7 cells were
obtained from American Type Tissue Collection. A549, Hela,
Huh7 and COS-7 cells were mainrtained in Dulbecco’s modi-
fied Eagle medium (DMEM]) containing 10% FBS, 100 U/ml
penicillin and 100 pg/ml streptomycin. Cells were treated with
Nocodazole (250 ng/ml, Sigma) 24 h post-transfection or with
2 mM Thymidine for 18 h as indicated in figure legends. Stable
cell lines were generated upon transduction with lentiviral vectors
and selection with puromycin (2 ug/mL). Briefly, murine miR-33
was amplified from genomic DNA and cloned into pSicoR, as
described in Marquart el al. (PNAS 2010); the GFP cassette in
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pSicoR was then swapped with a puromycin resistance cassette.
Lentiviruses were obtained by cotransfection in HEK293 cells of
empty or miR-33 pSicoR-Puro, with vectors providing gag, pol
and vsv-G. Supernatants were collected 48 h after transfection
and used to transduce a variety of cell lines.

Cell cycle analysis. Synchro=nous cells were cultured in
DMEM supplemented with antibiotics (100 units of penicil-
lin/ml and 100 pg/ml of streptomycin) at 37°C in a humidified
atmosphere containing 5% CO,. At the end of the incubation
the cells were washed twice with ice-cold phosphate-buff-
ered saline (PBS), fixed in 70% cold ethanol, treated with
100 pg/mL ribonuclease A (Roche) and labeled with 50 g/
mL propidium iodide (PI) for 1 h at 37°C. The cells were ana-
lyzed by flow cytometry (FACScalibur, Becton-Dickinson)
using selective gating to exclude the doublets of cells and sub-
jected to MODFIT analysis (Verity Software House, Inc.).
Cells were treated with 250 ng/ml Nocodazole (Sigma) 24 h
post-transfection.

Surgical procedure. All operations were performed under
Isoflurane anesthesia. A 70% partial hepatectomy (PH) was
performed according to the technique described by Higgins and
Anderson. The abdomen was opened via a midline incision. Two
thirds of the liver {median and left lobes) were removed. After
the PH, the weights of regenerating liver were measured and the
hepatic tissue was preserved for future processing at the follow-
ing time points: 3, 8, 24 and 48 h in the case of untreated mice
and and 5 d in the case of treated mice. The percentage of liver
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Figure 5. MiR-33 induces G, arrest. Cell cycle distribution of A549 cells transfected with CM or miR-33 and synchronized in G,/M with nocodazole.
After 24 h of treatment with nocodazole, cells were washed and released from the G /M cell cycle arrest. At the indicated times, cells were stained with
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cytometer area (FL2-A) is preferred in order to quantify the amount of DNA present in the cell.

regeneration was calculated following the formula (weight of non
removed lobes/weight of total liver) and normalized by total body
weigh of mice.

Western blot analysis. Cells were lysed in ice-cold buf-
fer containing 50 mM TRIS-HCI, pH 7.5, 125 mM NaCl,
1% NP-40, 53 mM NaF, 1.5 mM NaP,O, and 1 mM
orthovanadate, 175 mg/ml octylglucopyranoside and 1 mg/ml
of protease inhibitor cocktail (Roche) and 0.25 mg/ml AEBSF
(Roche). Cell lysates were rotated at 4°C for 1 h before the
insoluble material was removed by centrifugation at 12,000x g
for 10 min. After normalizing for equal protein concentration,
cell lysates were resuspended in SDS sample buffer before sepa-
ration by SDS-PAGE. Following transfer of the proteins onto
nitrocellulose membranes, the membranes were probed with the
indicated antibodies, and protein bands were visualized using
the Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biotechnology).
Densitometry analysis of the gels was performed using Image]
software.

RNA isolation and quantitative real-time PCR. Total RNA
was isolated using TRIzol reagent (Invitrogen) according to
the manufacturer’s protocol. from the NIH (htep://rsbweb.nih.
gov/ij/}. For mRNA quantification, cDNA was synthesized using
Tagman RT reagents {(Applied Biosystems), following the manu-
facturer’s protocol. Quantitative real-time PCR was performed

www.landesbioscience.com
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in triplicate using iQ SYBR green Supermix (BioRad) on iCy-
cler Real-Time Detection System (BioRad). mRNA levels were
normalized to GAPDH as a housekeeping gene. The primer
sequences used were:

ABCAL, 5-GGT TTG GAG ATG GTT ATA CAA TAG
TTG T-3" and 5-CCC GGA AAC GCA AGT CC-3%

ABCGI1, 5-TCA CCC AGT TCT GCATCC TCT T-3' and
5-GCA GAT GTG TCA GGA CCG AGT-3';

GAPDH, 5~AAC TTT GGC ATT GTG GAA GG-3" and
5-ACA CAT TGG GGG TAG GAA CA-3';

SREBP2, 5-GCG TTC TGG AGA CCA TGG A-3' and
5-ACAAAG TTG CTC TGA AAA CAA ATC A-3';

SREBPI, 5-ACT TCC CTG GCC TAT TTG ACC-3' and
5-GGC ATG GAC GGG TAC ATC TT-3%

HMGCR 5-CTT GTG GAA TGC CTT GTG ATT G-3'
and 5-AGC CGA AGC AGC ACATGA T-3;

CDKG6, 5-ACC TTC GAG CAC CCC AAC GT-3' and
5-ACC ACA GCG TGA CGA CCA CT-3}

CDKS8, 5-GCC AGT TCA GTT ACC TCG GGG A-3' and
5-GGG CAA AGC CCA TGT CAG CAA T-3';

CDK19, 5-TTT GCC GGC TGCCAG ATT CC-3' and
5-AGG CGA GAACTG GAG TGC TGA-3';

CyclinD1, 5"TCG TTG CCC TCT GTG CCA CA-3 and
5-.AGG CAG TCC GGG TCA CAC TT-3":
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Figure 6. Mir-33 expression levels correlate inversely with its predicted target genes during cell cycle progression. (A-E) Quantitative RT-PCR analysis
of miR-33a/b, SREBP-2, SREBP-1, ABCA1, CDK6, CCND1, LDLR and HMGCR in human hepatic Huh7 cells synchronized with nocodazole for 24 h. Data are
the mean + SEM and are representative of three experiment which gave similar results.

CycelinM1, 5-CAC CCG CTT CTA CAA CCG GC-3' and
5“AGG GCT CCACTT CTG TGG CC-3.

For miRNA quantification, total RNA was reverse transcribed
using the RT2 miRNA First Strand Kit (SABiosciences). Primers
specific for human miR-33a, miR-33b, miR-16 (SABiosciences)
were used and values normalized to human SNORD38b as
housekeeping gene.

miR-33 and anti-miR-33 transfection. A549, Hela and
Huh7 cells were transfected with 40 nM miRIDIAN miRNA
mimics (miR-33) or with 60 nM miR/DIAN miRNA inhibi-
tors (inh-miR-33) (Dharmacon) utilizing Oligofectamine
(Invitrogen). All experimental control samples were treated
with an equal concentration of a non-targeting control mimic
sequence (CM) or an inhibitor negative control sequence
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(CI) to control for non-sequence-specific effects in miRNA
experiments.

3'UTR luciferase reporter assays. cDNA fragments corre-
sponding to the entire 3'UTR of Cradl and the three predicted
miRNA target sites of Cdk6 were amplified by RT-PCR from
total RNA extracted from A549 cells with Xhol and Notl link-
ers. The PCR products were directionally cloned downstream of
the Renilla luciferase open reading frame of the psiCHECK2™
vector (Promega) that also contained a constitutively expressed
firefly luciferase gene, which is used to normalize transfections.
Point mutations in the seed region of predicted miR-33 sites
within the 3 UTR of Cendl and Cdké were generated using
Multisite-Quickchange (Stratagene) according to the manufac-
turer’s protocol. All constructs were confirmed by sequencing.
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Figure 7. Liver regeneration after PH causes a rapid induction of CCND1
expression and miR-33 downregulation. (A) Time-course analysis of
Ki67-positive cells from liver sections of mice subjected to PH. The com-
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Data are the mean + SEM (n = 6 mice).
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COS-7 cells were plated into 12-well plates (Costar) and co-
transfected with 0.5 g of the indicated 3'UTR luciferase reporter
vectors and the miR-33 mimic or negative control miRNA mimic
(CM) (Dharmacon) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen).
Luciferase activity was measured using the Dual-Glo Luciferase
Assay System (Promega). Renilla luciferase activity was normal-
ized to the corresponding firefly luciferase activity and plotted
as a percentage of the control (cells co-transfected with the cor-
responding concentration of control mimic). Experiments were
performed in triplicate wells of a 12-well plate and repeated at
least three times.

Cell proliferation assay. Huh7 and A549 cells were grown
in DMEM supplemented with 10% lipoprotein-deficient serum
(LPDS) and transfected with CM, miR-33, control miRNA
inhibitor (CI) and antisense inhibitor of miR-33 (inh-miR-33).
At the indicated times, the viable cells were counted by trypan
blue dye exclusion using a hemocytometer.

Crystal violet method. After treatment, the medium was
removed, and 24-well dishes were washed with PBS, fixed with
1% glutaraldehyde for 15 min, washed twice with PBS and
stained with 100 pl of 0.1% aqueous crystal violet for 20 min.
Dishes were rinsed four times in tap water and allowed to dry. If
cell mass estimation was desired, 100 pl of 10% acetic acid was
added, and the content of cach well was mixed before reading the
absorbance at 5395 nm.

Immunohistochemistry. For the histological and the immu-
nohistochemistry experiments, liver samples were fixed in
4% paraformaldehyde (PFA) at 4°C, cryoprotected overnight
in 30% sucrose solution and embedded in OCT (Tissue-Tek®
O.CT™ Compound, SAKURA) embedding compound and
frozen on dry ice. Next, 8-pum frozen sections were rehydrated
and lipid droplets deposition was detected by Oil Red-O (Sigma)
staining. Sections were rinsed with 60% isopropanol and stained
for 20 min with filtered Oil Red O solution (0.5% in isopropanol
followed by a 60% dilution in distilled water). After two rinses
with 60% isopropanol and distilled water, slides were coun-
terstained with hematoxylin for 4 min, rinsed with water and
mounted. Digital images were taken with a Leica DM 4000B
microscope.

Immunohistofluorescence. Tissues were fixed with 4% PFA,
cryoprotected overnight in a 30% sucrose solution and embed-
ded in OCT. Frozen sections of 8 jum were rehydrated, blocked
with 5% normal goat serum (NGS) and incubated with mouse
anti-Ki67 (1:100, Abcam). Controls without primary antibod-
les were used as negative controls. Binding sites of the primary
antibodies were revealed with Alexa-597 goat-anti-mouse IgG
(1:1,000, Invitrogen). Samples were analyzed with a fluores-
cence microscope (Nikon Eclipse E600).

Statistics., Data are presented as the mean + standard error of
the mean (SEM) (n is noted in the figure legends). The statistical
significance of differences was evaluated with the Student ttest.
Significance was accepted at the level of p < 0.05.
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Figure 8. Inhibition of miR-33 with miR-33-ASO in vivo increased liver regeneration. (A) Experimental outline of miR33-ASO or control-ASO treat-
ment in C57BL/6 mice (n = 8 per group). (B) Representative western blot analysis shows that the inhibition of miR-33 in vivo for 4 weeks increased

the expression of PCNA, CDK6, CCND1 and ABCA1. Relative density analysis is shown in the right part. Dotted line positiocned at one represents the
normalized values of control mice. (C) Effect of miR-33 ASO treatment on liver regeneration after partial hepatectomy. The body weight recovery was
used to calculated the percentage of liver regeneration after PHx vs. control animals (dotted line). The data are presented as the mean = SEM and are
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SEGUNDO ESTUDIO.- EL RETRASO EN LA REGENERACION HEPATICA EN RATONES
DEFICIENTES EN EL GEN LDLR ESTA ASOCIADO A UNA ALTERACION EN EL PERFIL DE

CITOCINAS, FACTORES DE CRECIMIENTO Y LiPIDOS.
(Articulo aceptado en la revista Journal of Hepatology. Mayo 2013)

Los resultados obtenidos en el primer estudio fueron:

1.- Los ratones LDLR- presentan esteatosis y niveles elevados de

colesterol circulante.

Los ratones sanos LDLR bajo una dieta estandar no presenta cambios en el peso
comparando con ratones salvajes. Tampoco se observaron cambios significativos ni
en la morfologia del higado ni en su peso. La tincién de Oil-Red-O en los higados de
los ratones LDLR revel6 que estos animales presentaban acumulaciones de lipidos
en el higado y el andlisis en suero indica que presentan 4 veces mas niveles de

colesterol en suero comparando con animales salvajes.

Estos animales simulan hipercolesterolemia, ya que presentan esteatosis y altos

niveles de colesterol.

2.- Los ratones LDLR” presentan una peor regeneracion hepatica y

una disminucion de la funcion hepatica tras la PHx.

Se realizé la PHx del 75% a ratones salvajes y a ratones LDLR” y se sacrificaron a

diferentes tiempos: 3h, 8h, 24h, 48h, 72h y 120h después de la PHx.

Para calcular el porcentaje de regeneracién hepatica se pesaron los higados
regenerados y se normaliza por el peso total del cuerpo. Los animales salvajes
presentaron una regeneracién del 1.5% a las 3h, y de 3,7% a las 120h después de la

PHx, tal como se indica en la grafica de la figura 2.

En cambio, los animales LDLR’ presentaron un retraso en la regeneracién

hepatica siendo significativamente menor a partir de las 48h.
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Se observé que los ratones LDLR no presentaron la misma cinética de aumento de
peso, que los animales con fenotipo salvaje. Los LDLR/ presentaban un peso

significativamente menor a partir de las 72h.

Para cuantificar la funcionalidad hepatica se valoré mediante ELISA la albimina
en suero de los ratones hepatectomizados. Tal como se espera, la albumina decae
justo después de la PHx, sin embargo esta caida es significativamente més
pronunciada en los ratones LDLR” a las 3h y 8h tras la cirugia indicando que estos
ratones sufren una deficiencia hepatica mayor que los salvajes a las primeras

horas tras la PHx.

3.- Los LDLR presentan una alteracion en la progresion del ciclo celular
y una menor expresion de IL6, TNFa y HGF durante la regeneracion

hepatica.

Para investigar la relacién entre la deficiencia de LDLR y el retraso en la
regeneracion hepatica, estudiamos la expresiéon de marcadores del ciclo celular
como ki67, ciclina B1, ciclina D1 y PCNA, en higados de ratones hepatectomizados,

tanto en animales salvaje como en animales deficientes de LDLR.

La inmunoflourescencia contra Ki67 revelé que en los higados de los animales
salvajes a las 48h, después de la hepatectomia, existe un 50% de células positivas
para esta tincién, por el contrario, en higados de los animales LDLR"
hepatectomizados, sacrificados a las 48 horas se observé un 50% menos de células
positivas comparando con los animales salvajes, indicando que los hepatocitos de

los animales LDLR” hepatectomizados presentan un retraso de proliferacion.

De igual manera, se observé mediante western blot, que a las 8h y 24h tras la PHx,
hay una expresiéon mas elevada de Ciclina B1, Ciclina D1 y PCNA en los higados de
los animales salvajes que en los higados de los animales LDLR”. A pesar de estas
diferencias en las ciclinas, la expresién de PCNA no mostré cambios significativos

entre los dos grupos de animales.

Para entender los mecanismos que frenan la proliferacién de los hepatocitos en los
animales LDLR/, cuantificamos la expresion de IL6, TNFa, HGF y miR-33. Los
resultados mostraron que existia un retraso en la cinética de expresion de la IL6 en

los higados de los animales LDLR, los cuales muestran su pico de expresién a las
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24h tras la PHx, comparando con los animales salvajes, que tienen su pico de
expresion de IL6 a las 8h tras la PHx. Ademas, en los higados hepactetomizados de
los animales LDLR”- no se expresa de manera efectiva TNFa ni HGF, como ocurre

con los animales salvajes.

Previamente se ha descrito la importancia del miR-33 en la regulacién del
colesterol y en la regeneracion hepatica. Analizamos la expresion de miR-33 en
estos ratones deficientes para el gen del receptor LDL, los cuales muestran
esteatosis y altos niveles de colesterol. Los resultados revelaron que existia una
disminucién del 90% de la expresién de miR-33 en los ratones LDLR respecto a los

salvajes, antes y después de la PHx.

4.- La deficiencia del gen LDLR no interfiere en la formacion de los lipids

droplets pero si en la composicion de los mismos.

Para entender cémo afecta la deficiencia del gen del receptor LDLR en la captacién
de lipidos o en el metabolismo de estos durante la regeneraciéon hepatica,
analizamos el perfil lipidémico en los higados de los animales salvajes y en los
higados de los animales LDLR”, antes de la cirugia y en todos los puntos

estudiados tras la PHx.

En los animales LDLR" a nivel basal, se ha encontrado un mayor concentraciéon de
ésteres de colesterol y una menor concentraciéon de ceramidas que los animales

salvajes.

Durante la regeneracion hepatica en los animales salvajes existe un aumento de
ésteres de colesterol, llegando a su maxima concentraciéon a las 48h que después
descienden a niveles basales. Por el contrario, esta cinética no se observa en los
animales LDLR”, ya parten de niveles mas elevados y no presentan variacion
durante el proceso regenerativo. Lo mismo ocurre con los niveles de esfingomielina
y fosfatidilserina; en los animales LDLR/ existe una mayor concentraciéon de
esfingomielina siendo significativamente diferente a las 3h. La fosfatidilserina se
encuetra significativamente més elevada a las 8h y 24h en los animales LDLR-.
Por otro lado, en los animales salvajes los niveles de ceramidas durante la
regeneracion disminuyen, llegando a su minimo a las 8h y 24h tras la cirugia, en

cambio, en los animales LDLR" esta cinética no se observa; los animales LDLR-
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parten de niveles significativamente mas bajos de ceramidas y aumentan

significativamente a las 48h después de la PHx.

Las ceramidas estan involucradas en la apoptosis celular. Estudiamos mediante
una tincién de TUNEL el nimero de células apoptéticas durante la regeneracién
hepatica entre los dos grupos a las 48h, momento en que la concentracion de
ceramidas se encuentra significativamente mas elevada en los LDLR/. Tras la
cuantificacién pudimos descartar diferencias significativas entre los dos grupos.
Estos datos descartan la apoptosis como causante de la diferencia de células

proliferativas entre los dos grupos.

No se encontraron diferencias entre grupos en los niveles de fosfolipidos ni de

acidos grasos libres.

Garcia-Arcos y colaboradores describieron que la composicién de los lipid droplets
cambia durante la regeneracién hepatica. En condiciones de quiescencia los lipid
droplets presentan concentraciones mas elevadas de colesterol y ésteres de
colesterol y menos fosfatidilcolina. Por el contrario en los lipid droplets de los
hepatocitos en estado proliferativo se encuentra mas concentracion de
fosfatidilcolina y menos colesterol y ésteres de colesterol (Garcia-Arcos I. et al.
Lipids. 2010). Estos datos concuerdan con el analisis del lipidoma en los animales
salvajes. Sin embargo, nuestros resultados en los animales LDLR”, indican que el
lipidoma en los higados en estado regenerativo, de estos animales, se asemejan mas

a un estado de quiescencia y no a un estado regenerativo.

A pesar de estas diferencias entre el cambio de lipidoma, no se observa cambios en

la formacién ni en la distribucién espacial de los lipid droplets ni en su cantidad.

Todos estos datos sugieren que la deficiencia del gen LDL no interfiere en la
formacién de los lipid droplets pero si en su composicidn, y esta parace estar
involucrada en el retraso en la regeneracion en los animales deficientes para este

receptor.
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Impaired liver regeneration in LdIr”” mice is associated with an altered
hepatic profile of cytokines, growth factors and lipids
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ABSTRACT

Background & Aims: It is widely recognized that in the early stages of liver
regeneration after partial hepatectomy the hepatocytes accumulate a significant
amount of lipids. The functional meaning of this transient steatosis and its effect on
hepatocellular proliferation are not well defined. In addition, the basic mechanisms of
this lipid accumulation are not well understood although some studies suggest the
participation of the Low Density Lipoprotein Receptor (LdIr). Methods: To address
these questions we studied the process of liver regeneration in LdIr null mice and wild-
type mice following partial hepatectomy. Results: LdIr deficiency was associated with a
significant decrease in serum albumin concentration, during early stages of liver
regeneration, and a delayed hepatic regeneration. Remnant livers of Ldir” showed a
time-shifted expression of interleukin-6 (IL-6) and a defective activation of tumor
necrosis factor-o (TNFa) and hepatocyte growth factor (HGF) expression in early
phases of liver regeneration. Unexpectedly, LdIr”” showed no significant differences in
the content of lipid droplets after partial hepatectomy compared to wild-type mice.
However, lipidomic analysis of the regenerating liver from Ldir” revealed a lipid profile
compatible with liver quiescence: high content of cholesterol esters and ceramide, and
low levels of phosphatidylcholine. Conclusion: Ldlr deficiency is associated with
significant changes in the hepatic lipidome that affect cytokine-growth factor signaling
and impair liver regeneration. These results suggest that the analysis of the hepatic
lipidome may help to predict the success of liver regeneration in the clinical

environment, specifically in the context of pre-existing liver steatosis.
Word count: 247

Keywords: partial hepatectomy, lipidomics, low-density lipoprotein receptor,

liver regeneration, steatosis.
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INTRODUCTION

The mammalian liver is characterized by its regenerative capacity, which is induced
after the loss of parenchymal mass. This regeneration process allows the maintenance
of the metabolic homeostasis and, eventually, restores the original hepatic mass [1,2].
The use of the rodent partial hepatectomy (PH) model described originally by Higgins
and Anderson [3] has resulted in extensive publications describing the sequential steps
leading to liver regeneration. The first step is a priming phase induced by cytokines
such as IL-6 and TNFa, which is responsible of priming the quiescent hepatocytes for
GO to G1 transition into the cell cycle. The following step is a proliferative phase in
which the coordination of growth factors, transcription factors and metabolic signaling
pathways trigger cell division in hepatocytes (approximately 24 h post-hepatectomy)
and in non-parenchymal cells shortly after hepatocytes proliferation (36 to 96 h post-
hepatectomy) [1,2]. The expression of specific mMiRNAs (miR-21 and miR-221) [4, 5]
and changes in the flow of portal blood per unit liver mass [6] have also been described
as necessary in the proliferative phase. Finally, after the liver achieves its original
hepatocellular mass, there is a termination phase where cell proliferation is repressed.
Although this termination step is poorly understood, several studies have described
that transforming growth factor-f (TGF-B) [7], extracellular matrix-mediated signaling
via ILK [8] and miR-33 [9] are important candidates for switching off the regenerative

response.

Besides the steps described above, it is widely recognized that in the early stages of
liver regeneration hepatocytes accumulate a significant amount of lipids in cellular
structures called lipid droplets, which are mainly composed of triacylglycerol and
cholesteryl esters [10, 11]. The functional meaning of this transient steatosis is not well

defined as there are conflicting studies on how alteration of the hepatic lipid contents
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affects the proliferative response [12-17]. Another point that is not well understood and
that needs further investigation is the basic mechanisms through which the hepatocyte
accumulate lipids during liver regeneration. There is some evidence suggesting that
the transient steatosis is likely due to both an increase of lipogenic activity and altered
lipid transport balance into and out of the hepatocyte. In the context of lipid uptake
during liver regeneration, some studies suggest the participation of lipid receptors [18-
20]. For instance, the hypolipidemia observed in serum samples from partial
hepatectomized rats correlates with the increase in hepatic triglyceride content and
supports the idea that lipid transport is affected [18]. In addition, the LdIr has been
shown to be overexpressed in liver after PH [19]. Furthermore, the expression of the
LdIr gene is induced as a part of an early growth response in Hep-G2 cells [20]. All
these observations suggest a possible involvement of the LdlIr in regulating hepatocyte

lipid accumulation and liver regeneration.

The present study was designed in order to address these unanswered questions.
Particularly, we hypothesize that Ldlr gene deficiency impairs liver regeneration by
affecting the hepatic lipidome in hepatectomized mice. To test our hypothesis we
studied the hepatic regenerative process in hepatectomized LdIr" mice. These mice
displayed a 50% increase in hepatic cholesterol levels in the absence of pathological
stimuli and dietary manipulation [21]. Therefore, the Ldir” gene deficiency is also a
good model to study changes occurring in liver regeneration after PH in the context of

hepatic hypercholesterolemia.
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MATERIALS AND METHODS

Experimental mice. Experiments were performed in seven-old-week male Ldir” and
WT mice with the C57BL/6 genetic background (Jackson Laboratory, Sacramento, CA,
USA). Mice were fed ad libitum on a standard pellet diet. All animal experiments were
performed with the approval of the Institutional Animal Care Use Committee of New
York University Medical Center and the Investigation and Ethics Committees of the

Hospital Clinic.

Surgical Procedure. PH was performed according to the technique described
previously [3]. Two thirds of the liver (median and left lobes) was removed. After PH, wt
mice (n=36) and LdIr” mice (n=32) were sacrificed at different time points; 0, 3, 8, 24,
48, 72 and 120 h. Regenerating bottom right lobe was snap-frozen into liquid nitrogen
and the upper right lobe was fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) at 4°C,
cryoprotected overnight in 30% sucrose solution and embedded in OCT medium
(Tissue-Tek® O.C.T™ Compound, SAKURA) and frozen for future processing. The
percentage of liver regeneration was calculated following the formula: weight of non-

removed lobes/ Total body weight of mice.

Lipid analysis. Livers (50 mg) were homogenized in 500 uL of PBS, and lipids were
extracted from 100 uL of the homogenate in the presence of internal standards for
each lipid class [22,23]. The different lipid classes (phospholipids, triglycerides,
cholesterol esters and ceramides) were quantified from the chloroform extracts using

shotgun lipidomics based on class separation by MS/MS specific methods [24].

Other methods and the statistical analysis description are shown in Supplemental

Information.
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RESULTS

LdIr” mice exhibit hepatic steatosis and elevated levels of circulating cholesterol
under basal physiological conditions. Wild-type and LdIr" mice were fed standard
diet and mean changes in body weight did not differ significantly among the two
experimental groups (Fig. 1A). In addition, gross examination of the livers from wild-
type and LdIr’” mice showed not significant changes in morphology or weight (data not
shown). However, the microscopic examination of both hematoxylin/eosin (H&E) and
Oil-Red-O-stained sections from LdIr" livers revealed microvesicular steatosis with a
non-zonal pattern distribution of lipid droplets, compared with wild-type livers (Fig. 1B).
LdIr”™ mice also showed a significant 4-fold increase in serum total cholesterol levels

compared to wild-type animals at time 0 h (Fig. 1C).

LdIr” mice displayed impaired liver regeneration and worsening of hepatic
dysfunction following PH. To study the role of the LdIr during liver regeneration, we
performed 2/3 PH in wild-type and LdIr’” mice. Mice were sacrificed 3h, 8h, 24h 48h
72h and 120 h after the surgical procedure and wet liver remnant weight, together with
the total body weight, was used to calculate the hepatic regenerative rate. In wild-type
mice the liver to body weight ratios augmented from 1.5% at 3 h to 3.7% at 120 h after
PH (Fig. 2A). In contrast, this upward trend in hepatic remnant weight was only partially
reproduced in the LdIr” mice. Specifically, Ldlr gene deficiency was associated with a
delayed regenerative response that resulted in impaired liver regeneration from 48 h to

120 h, compared to wild-type mice. The body weights of Ldlr 7

" mice plotted in Figure
2B reflected to a similar extent the impaired hepatic regenerative rate found in the
context of the LdIr gene deficiency. To examine whether the delayed liver regeneration
observed in the LdIr’” mice was associated with further impairment in liver function we
measured the albumin serum levels. Immediately after PH, serum albumin content

declined in both wild-type and LdIr"" mice and remained low 48 h after the surgical

procedure. This deficiency was more pronounced in the LdIr” mice at 3 and 8 h post-
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hepatectomy, compared with the wild-type condition. At these time points, the

differences between both experimental groups were statistically significant (Fig.2C).

LdIr deficiency impairs hepatocellular cell cycle progression and the expression
of IL-6, TNFa and HGF during liver regeneration. To further investigate the
association between LdIr deficiency and impaired liver regeneration, we studied the
expression of cell cycle and proliferative markers (Ki-67, cyclin B1, cyclin D1 and
PCNA) in hepatectomized wild-type and LdIr" mice. Wild-type mice showed a small but
significant population of Ki-67 positive cells at 24 h post-hepatectomy (2% per total
nuclei), compared with the pre-hepatectomy time point. This expression peaked at 48 h
(50% of Ki-67 positive cells per total nuclei) and thereafter declined markedly (Fig. 3A
and Supplemental Figure 1A). In contrast, positive Ki-67 hepatic immunostaining in
Ldlr” mice was barely detectable at 24 h after PH and was significantly reduced by
50% at 48 h post-hepatectomy, compared with that in wild-type mice at the same time
point. Neither wild-type nor LdIr” mice showed significant immunostaining for Ki-67
after 72 hours post-hepatectomy (data not shown). We next assessed the expression
of cyclin B1, cyclin D1 and PCNA by western blot. As seen in Supplemental Figure 1B,
hepatic cyclin B1, cyclin D1 and PCNA expression was significantly increased in wild-
type mice after 8 and 24 h of partial hepatectomy compared with LdIr”". Similarly, the
expression of cyclin B1 and cyclin D1 were also significantly higher in wild-type mice
compared with LdlIr deficient mice after 72 h of partial hepatectomy (Supplemental Fig.
1B). However, the hepatic PCNA expression was similar in both groups of mice at this

time point.

To understand the mechanism behind the impaired hepatocyte proliferation occurring
in LdIr"™ mice, we quantified the hepatic mRNA expression of IL-6, TNFa, HGF and
miR-33 in both wild-type and LdIr"” mice before and at different time points after PH.
The results showed that absence of LdIr was associated with a significant reduction of

IL-6 expression compared with wild-type mice before PH (0.57+£0.03 IL-6 mRNA fold-
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change in LdIr" mice versus 1.00+0.04 IL-6 mRNA in wild-type mice, P<0.05).
However, we observed a time-shifted expression of IL-6, compared with wild-type mice
after PH (Fig. 3B, left panel). Moreover, LdIr"” mice showed a defective activation of
TNFa expression in early phases of liver regeneration, compared to wild-type mice
(Fig. 3B, middle panel). No significant differences in TNFo expression were found
between the two experimental groups before performing PH. HGF has previously been
described as an irreplaceable mitogen for hepatocyte proliferation [25-27]. In
agreement with these reports, we found elevated HGF levels in liver samples isolated
from wild-type mice after 3 and 8 h of partial hepatectomy, compared with the pre-
hepatectomy samples. In contrast, the hepatic HGF expression was similar before and
after PH in LdiIr” mice, suggesting that LdIr was important for liver regeneration at early
stages (Fig. 3B, right panel). We have previously described the importance of miR-33
in regulating cholesterol homeostasis, fatty acid metabolism and hepatocyte
proliferation [28, 9]. Interestingly, anti-miR-33 therapy increases hepatic cyclin D1 and
CDK®6 expression and improves liver regeneration in mice. To determine whether miR-
33 might be involved in the impaired liver regeneration observed in LdIr-deficient mice,
we analyzed the expression of miR-33 before and after PH in wild-type and LdIr" mice.
As shown in Supplemental Figure 1C, miR-33 levels were decreased by more than
90% in LdIr" mice, compared with wild-type mice before and after PH. This result
indicates that miR-33 is not involved in the defective liver regeneration observed in LdIr

" mice.

LdIr deficiency does not interfere with lipid droplet formation but is associated
with significant changes in the hepatic lipidome after PH. To explore whether the
absence of LdlIr affects lipid uptake and/or lipid metabolism during liver regeneration we
examined the lipidomic profile of livers from wild-type and LdIr”” mice at different time
points after PH. As shown in Figure 4, the hepatic lipidome was significantly different

between the wild-type and the LdIr" mice before and after the PH procedure. Before
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PH, the major differences found in the liver of LdIr” mice were the higher levels of
cholesterol esters (2.5-fold increase) and the lower concentration of
phosphatidylethanolamine (1.7-fold decrease) and ceramides (2.5-fold decrease),
compared with the hepatic lipidome of wild-type mice. The intracellular concentration of
cholesterol esters in wild-type mice reached a maximum at 48 h after PH and then
returned to basal levels during the regenerative process. By contrast, the concentration
of cholesterol esters remained elevated in the LdIr” mice without significant changes
throughout the hepatic regeneration. We also detected significant differences in the
levels of sphingomyelin and ceramide after PH. Hence, LdlIr” mice showed a
concentration of hepatic sphingomyelin significantly higher than wild-type at 3 h after
PH. Moreover, ceramide levels increased significantly after two days in the LdIr”” mice,
compared with wild-type mice where the kinetics of hepatic ceramide content followed
a decreasing pattern as the hepatic regeneration progresses. To test the possibility that
ceramide content may contribute to cell death in Ldir” mice during liver regeneration,
we performed TUNEL assay in wild-type and in LdIr”” mice before PH and at 48 h post-
PH, which is when the differences in hepatic ceramide content started to be statistically
significant among the two groups. Few TUNEL-positive cells were observed before PH
and at 48 h after PH. No statistical differences were found between the two

experimental groups (supplemental Figure 2).

Another major component of membranes whose concentration was diminished in the
liver of LdIr”” animals during the regenerative process was phosphatidylcholine. In this
context, our results showed that the phospholipid profile of the Ldir" mice did not
change uniformly. For instance, phosphatidylserine was significantly increased in Ldlr”
mice at 8 and 24 h post-hepatectomy. In contrast to the aforementioned lipid changes,
LdIr” mice did not showed significant differences in the hepatic levels of triglycerides

and free fatty acids before or after PH. Considering what has previously been
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published regarding liver regeneration [10], the hepatic lipid profile of LdIr” mice after

PH is compatible with hepatocellular quiescence.

Despite these differences in lipid profiles, hepatectomized wild-type and LdIr”™ mice
showed equally spatial and temporal distribution of lipid droplets with no significant

differences in their amount (see supplemental results and supplemental Figure 3).
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DISCUSSION

The most salient results of this study are that Ldlr deficiency in mice was associated
with: 1) an impaired liver biosynthetic capacity during early stages of liver regeneration,
reflected in the decrease in serum albumin concentration; and 2) a delayed volumetric
liver regeneration characterized by a temporal shift in the expression of cell cycle
markers and impaired hepatocellular proliferation. In general, the functional
implications of a delay in hepatic regeneration are not clear. However, it is foreseeable
that in the clinical context of impaired liver function, as in the case of patients with
hepatocellular carcinoma, associated cirrhosis and pre-existing liver steatosis; a delay
in the onset of hepatic regeneration after surgical resection may be associated with

increased morbidity and mortality caused by a further decrease of the liver function.

It has been demonstrated that both TNFa and IL-6 act synergistically to prime the GO to
late G1-phase progression into the cell cycle of hepatocytes [29]. Here, we showed that
LdIr deficiency was associated with an impaired overexpression of both IL-6 and TNFa
during the early phases of liver regeneration. These abnormalities in the cytokine
network may favor the quiescence of hepatocytes in the remnant liver regardless the
concentration of growth factors. In this context, after GO to late G1-phase transition
stimulated by cytokines, growth factors function as mitogens for hepatocytes in the
remnant liver [1,2]. One irreplaceable mitogen for hepatocyte proliferation is HGF.
Conditional hepatic deletion of the HGF receptor cMet [25, 26] or RNA interference
against HGF or cMet in the context of PH [27] results in impaired liver regeneration and
high mortality. In our study, the basal expression levels of HGF in LdIr" mice did not
change significantly after PH, in contrast to the described enhanced HGF expression
that we observed in hepatectomized wild-type mice after PH. This interesting finding
reinforces the concept that Ldlr deficiency interferes with the cytokine/growth factor
network that regulates hepatocyte proliferation after PH. Another regulator of cell cycle

progression and liver regeneration is miR-33 [9]. We previously showed that the
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inhibition of miR-33 with antisense oligonucleotides significantly increased the liver-to-
body mass ratio in hepatectomized wild-type mice. However, in the context of LdlIr
deficiency the reduced levels of miR-33 expression were not associated with cell
proliferation. The explanation for this discrepancy is beyond the scope of this study.
However, these results point to the idea that the comprehensive understanding of the
hepatic regeneration process requires a more holistic approach that should consider

the crosstalk between the signaling pathways that take place during liver regeneration.

It is widely recognized that in the early stages of liver regeneration there is a transient
steatosis characterized by the formation of hepatocellular lipid droplets, which are lipid
structures enriched in cholesterol esters and triglycerides. However, there is
disagreement concerning whether the experimental manipulation of the hepatic
lipidome affects the proliferative response in the remnant liver. For example, DeAngelis
et al. showed that a high-fat diet impairs liver regeneration in mice after PH [30]. These
results are in agreement with early studies performed in mice models of steatosis with
either ob/ob [14, 19] o db/db [31] gene deficiency. In these animals, impairment in
hepatic regeneration associated with the lack of leptin activity was shown. These
results contrast with the observation that liver regeneration is normal or only slightly
delayed in other models of diet-induced steatosis, such as the methionine-choline-
deficient [15, 17] or the orotic-acid-supplemented diets [14]. Furthermore, a 50%
reduction in hepatic triglyceride content, caused by leptin treatment prior PH, was
associated with an impairment of hepatocellular proliferation [12]. In contrast, Newberry
et al. [13] demonstrated that several knockout experimental mouse models with altered
lipid metabolism (L-Fabp, MTP, PPAR-alpha and FAS gene deficiency) showed altered
hepatic triglyceride content and similar hepatic cholesterol levels without impaired liver
regeneration. A plausible explanation for these discrepancies is that different
experimental models are associated with different hepatic lipidome composition, which

could result in different regenerative phenotypes.
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In our study we showed that LdlIr deficiency is associated with significant differences in
the lipid profile of regenerating liver that are compatible with hepatocellular quiescence.
The most relevant difference was the higher levels of cholesterol esters found in the
liver of LdIr" mice in basal conditions and during the whole regenerative process,
compared with wild-type animals. In wild-type mice the intracellular concentration of
cholesterol esters reaches a maximum at 48 h after PH and then returns to basal
levels. The most plausible functional explanation for this kinetics is that after 48 h post-
PH cholesterol esters are metabolized to free cholesterol to allow the formation of new
membranes. By contrast, the concentration of cholesterol esters remained elevated in
the LdIr’” mice without significant changes throughout the regenerative process. These
results, together with the observation that high concentration of cholesterol esters are
abundant in lipid droplets of quiescent livers, compared with regenerating livers [10],
suggest that high levels of cholesterol may favor quiescence in hepatocytes. Another
major component of membranes whose concentration is diminished in the liver of LdIr"
animals is phosphatidylcholine. As in the case of cholesterol esters, the abundance of
phosphatidylcholine has been associated with specific populations of lipid droplets. For
instance, lipid droplets from regenerating livers contain a high concentration of
phosphatidylcholine, while low concentration is a characteristic of quiescent
hepatocytes [10]. We also detected significant differences in the levels of
sphingomyelin and ceramides. LdlIr"" mice showed a concentration of hepatic
sphingomyelin significantly higher than wild-type at 3 h after PH. In addition, ceramide
levels are lower at baseline but increased significantly after two days, compared with
wild-type mice. The kinetics of hepatic ceramide abundance observed in wild-type mice
showed a significant decrease of ceramide levels as the hepatic regeneration
progresses, as expected during hepatic regeneration. In summary, our lipidomic study
suggests that the analysis of the hepatic lipidome content before liver resection or in

early stages of liver regeneration may predict both the success of tissue regeneration
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and the recovery of liver function. Further studies must be conducted to determine

whether lipidomic analysis is useful in the clinical context.

In our study we also showed that LdIr gene deficiency is not associated with
gquantitative or kinetic differences in the accumulation of hepatic triglyceride content or
in lipid droplets formation after PH. These results allow us to conclude that: 1) these
two mechanisms are not sufficient to ensure proper hepatic regeneration and 2) the

contribution of LdIr to these two features in regenerating liver is not relevant.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effect of LdIr deficiency on body weight and lipid homeostasis under
basal physiological conditions. In (A), scatter plot showing that mean changes in
total body weight between wild-type (WT) and LdIr” mice did not differ significantly.
The central horizontal line represents the mean + SEM. In (B), liver sections from WT
and LdlIr”™ mice stained with Oil-Red-O. Inserts: higher magnification. Original
magnification x200, insert x400 (n=5). In (C) serum levels of cholesterol. Zero-h
cholesterol levels were quantified from serum samples removed during surgery.

*P<0.05, compared with WT mice, (n=3).

Figure 2. Impaired liver regeneration and worsening of liver dysfunction after PH
in LdIr” mice. In (A), liver to body weight ratio of wild-type (WT) and LdIr" mice at the
indicated time points after PH, (n=5 at each time point). *P<0.05 for WT vs. LdIr". In
(B), mean body weights of WT and LdIr"” mice before and after PH. Error bars indicate
standard errors. *P<0.05, compared with WT mice (n=5). In (C), the levels of albumin
were measured in serum of WT and LdIr” mice pre-PH and post-PH, (n=5). *P<0.05,

compared with WT mice.

Figure 3. LdIr deficiency impairs cell cycle progression and the expression of IL-
6, TNFa and HGF during liver regeneration. (A), immunostaining for the Ki-67
antigen (red) in liver of wild-type (WT) and LdIr” mice before and after PH. Original
magnification x100 (n=4). In (B), the mRNA expression of IL-6, TNFa and HGF in liver
tissue was quantified by quantitative RT-PCR. Horizontal line with value=1 denotes the
baseline level in wild-type mice before PH, (n=4). *P<0.05 versus LdIr" ; *P<0.005

against the baseline levels of the same experimental condition.

Figure 4. Hepatectomized LdIr”™ mice exhibit a hepatic lipid profile compatible
with liver quiescence. The hepatic content of cholesterol ester (CE),

phosphatidylethanolamine (PE), ceramide, sphingomyelin (SM), phosphatidylcholine
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(PC), phosphatidylserine (PS), triglycerides and free fatty acids (FFA) were quantified
in liver tissue of wild-type (WT, white bars) and LdIr” (grey bars) mice. Zero-h data

were obtained prior PH (n=3 in each group). *P<0.05 versus wild-type mice.
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SUPPLEMENTAL INFORMATION

1. Supplemental materials and methods

2. Supplemental results

3. Supplemental figure legends
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SUPPLEMENTAL MATERIALS AND METHODS

Cholesterol and albumin analysis. At sacrificed, plasma was separated by
centrifugation and total cholesterol was assayed (1:5 dilution) using the Cholesterol-E
Kit (Wako Chemicals USA, Richmond, VA, USA) according to the manufacture’s
instructions. Albumin was detected using Quantitative Colorimetric Albumin Assay Kit

(BioAssay Systems, Hayward, CA, USA) according to the manufacture’s instructions.

RNA isolation and quantitative real-time PCR. Total RNA was isolated using Trizol
reagent (Invitrogen, Grand Island, USA) according to the manufacturer’s protocol. For
MRNA quantification, cDNA was synthesized using Tagman RT reagents (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), following the manufacturer’s protocol. Quantitative
real-time PCR (qRT-PCR) was performed in triplicate using iQ SYBR green Supermix
(Biorad Hercules, CA, USA) an iCycle Real Time Detection System (Biorad).
Messenger RNA levels were normalized to 18s expression. The primer sequences

used were:

-IL-6: 5-AGT TGC CTT CTT TGG GAC TGA-3' and 5-TCC ACG ATT TCC CAG AGA

AC-3

-TNFa: 5-CCC TCA CAC TCA GAT CAT CTT CT-3' and 5'-GCT ACG ACG TGG GCT

ACA G-3

-HGF: 5-TTG CCT TCG AGC TAT CGC GGT-3 and 5-CAG CAC TGT GAG CGC

ACG TTT T-3'

For miRNA quantification, total RNA was reverse transcribed using the RT2 miRNA
First Strand Kit (SABiosciences). Primers specific for mouse miR-33 (SABiosciences)

were used and values normalized to mouse SNORD as a housekeeping gene.

Histology and immunohistochemistry. For the visualization of hepatic lipid content,

8-um frozen sections were rehydrated and lipid droplets deposition was detected by
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Oil-Red-O-staining (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Sections were rinsed with 60%
isopropanol and stained for 20 min with filtered Oil-Red-O-solution (0.5% in isopropanol
followed by 60% dilution in distilled water). After two rinses with 60% isopropanol and
distilled water, slides were counterstained with hematoxylin for 4 min, rinsed with water
and mounted. Oil-Red-O-staining was visualized using a light microscope (Nikon
Eclipse 600, Kawasaki, Kanagawa, Japan) and then analyzed using the morphometry
software ImageJ (version 1.37). To evaluate the Oil-Red-O-stained area, the area
measured was divided by the net field area and then multiplied by 100. Subtraction of
vascular luminal area from the total field area yielded the final calculation of the net

stained area.

For immunoflourescence experiments, 8-um frozen sections were rehydrated, blocked
with 5% normal goat serum (NGS) and incubated with rabbit anti-ki67 antibody (1;100,
Abcam, Cambridge, MA, USA). Controls without primary antibodies were used as
negative controls. Binding sites of the primary antibodies were revealed with Alexa-594
goat-anti-rabbit IgG (1:1000, Invitrogen, San Diego, CA, USA). Samples were analyzed
with a fluorescence microscope system (Nikon, Kawasaki, Kanagawa, Japan). The

cells were counterstained with DAPI to visualize the nuclei.

Western blot. Lysates were prepared in a lysis buffer (Tris—HClI 20 mM pH 7.4
containing 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 50 mM NaCl, 2.5 mM EDTA, 1 mM Na,P,0,
10H,0, 20 mM NaF, 1 mM NazVO,, 2 mM Pefabloc and Complete® from Roche). Forty
ug of proteins were separated on a 7.5% SDS-polyacrylamide gel (Mini Protean llI,
BioRad, Richmond, Ca) and transferred for 2 hours at 4°C to nitrocellulose membranes
(Transblot Transfer Medium, BioRad, Richmond, CA) that were stained with Ponceau-
S red as a control for protein loading. The membranes were incubated at 4°C with
rabbit polyclonal anti-mouse cyclin B1, rabbit polyclonal anti-mouse cyclin D1 (Cell
Signaling, Boston, MA), rabbit polyclonal anti-mouse PCNA (Cell Signaling, Boston,

MA) or rabbit polyclonal anti-mouse HSP90 antibodies (Abcam plc, Cambridge, UK)
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overnight in a 1:1000 dilution. Then, the membranes were incubated with fluorophore-
conjugated secondary antibodies at a 1:500 dilution (Molecular Probes, Invitrogen, MA)
for 1 hour at room temperature. Protein bands were visualized using the Odyssey

Infrared Imaging System (LI-COR Biotechnology, Lincoln, NE).

TUNEL staining. Liver sections of 8-um were embedded and frozen in OCT. Tissues
were then incubated with terminal deoxynucleotidyltransferase and labelled
deoxynucleotides for 1 h according to the in situ cell death detection kit manufacturer’s
protocol (Roche, Indianapolis, IN). Samples were then mounted on glass microscope
slides and analyzed by fluorescence microscopy (Axio; Carl Zeiss Micro Imaging Inc,
Germany) using a standard fluorescein filter. For each sample, the number of TUNEL-
positive cells was counted per 200xhigh-power field. At least 10 representative fields

were evaluated for each treatment group.

Statistical analysis. In the case of homoscedasticity and normally distributed data,
groups were compared using Student's t-test or ANOVA (analysis of variance) for
independent samples. For other types of data, the Mann-Whitney U test or the
Kruskal-Wallis test was used. Tukey's test (with ANOVA) or Dunn's test (with Kruskal-
Wallis) were used as post hoc test to perform pairwise comparisons. The statistical
significance of the change in the percentage of Oil-red-O was calculated using ANOVA
(with Tukey's test) after computing the square root of the proportions and then taking
the inverse sine of this value. Differences were considered to be significant at a P value

<0.05. Data are presented as the mean + standard error of the mean (SEM).
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SUPPLEMENTAL RESULTS

Liver regeneration always curses with transient steatosis characterized by the
accumulation of hepatocellular lipid droplets. To investigate the involvement of LdIr
deficiency in lipid droplet formation microscopic examination of H&E and Oil-Red-O-
staining was performed in liver tissue from wild-type and LdIr” mice before and after
partial hepatectomy. As described earlier, Ldir gene deficiency was associated with
microvesicular liver steatosis before partial hepatectomy, compared to the livers of
wild-type animals. In addition, LdIr” mice showed vacuolated hepatocytes, but no
significant necrotic areas were observed (supplemental figure 3A before-PH panels,
and supplemental figure 3B). Despite these basal differences in hepatic lipid content,
hepatectomized wild-type and LdIr” mice showed equally spatial and temporal
distribution of lipid droplets with no significant differences in their amount. Lipid droplet
accumulation was evident as early as 8 h post-partial hepatectomy, time where the
maximum values were observed, and declined thereafter (supplemental Figure 3A

after-PH panels, and supplemental Figure 3B).
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Supplemental Figure 1. Cell cycle markers and miR-33 expression levels in
regenerating livers of wild-type and LdIr” mice. In (A), the histogram shows the
computed assisted quantification of positive Ki-67 cells per total nuclei in the liver of
wild-type (WT) and LdIr" mice after partial hepatectomy (PH) (n=4). * denotes P<0.001
vs. 24 hours and 48 hours conditions;  denotes P<0.001 vs. 48 hours wild-type mice; *
denotes P<0.001 vs. 24 hours LdIr” mice and 72 hours condition. In (B), forty pg of
proteins from liver sections of wild-type (WT) and LdIr” mice obtained at the time of
partial hepatectomy (T=0), 8 h, 24 h and 72 h post-PH were incubated with specific
antibodies for cyclin B1, cyclin D1 and PCNA (nh=3). Antibody immunoreactivity was
detected by western blot. Blotting for HSP90 was performed as a loading control. In
(C), quantitative RT-PCR expression profile of miR-33 in the liver of wild-type (WT) and
LdIr”” mice before and after partial hepatectomy (PH) (n=3). For each time point, all the

values were normalized with respect to the same value measured in WT at the same

time point, arbitrarily assigned a value of one. * denotes P<0.001 vs. WT mice.

Supplemental Figure 2. Analysis of hepatic cell death by TUNEL assay.
Representative histological panels of TUNEL staining (pink color marked with white
arrows) in liver sections from wild-type (WT) and Ldlr"” mice before PH or at 48 h post-
PH. Original magnification x200 (n= 3). In (B), computed-assisted quantification for
TUNEL-positive cells in liver tissue of wild-type (WT, white bars) and LdIr” (grey bars)

mice before and after partial hepatectomy. Bars represent the mean £ SEM.

Supplemental Figure 3. Hepatocellular lipid accumulation in regenerating livers
of wild-type and LdIr” deficient mice. Representative histological panels of Oil-red-
O-staining (red) in liver sections from wild-type (WT) and LdIr" mice before partial
hepatectomy (PH) or 8 h, 24 h and 48 h post-PH. The Oil-red-O-staining illustrates the

homogeneity in the lipid droplet amount and distribution among wild-type and LdIr"
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mice. Inserts: higher magnification from the same histological sections. Original
magnification x200, insert x400. (n= 3 to 5 animals). In (B), computed-assisted
guantification for the percentage of Oil-red-O-area in liver tissue of wild-type (WT, white
bars) and LdIr" (grey bars) mice before and after PH. Bars represent the mean + SEM.
*P<0.05 vs before-PH condition, **P<0.05 vs before-PH and 48h-after-PH conditions,
**P<(0.05 vs before-PH, 24h-after-PH and 48h-after-PH conditions, ¥P<0.01 vs WT-

before-PH.
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FIGURA SUPLEMENTARIA 1.
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FIGURA SUPLEMENTARIA 2.
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Discusion

El primer estudio se centra en la identificacién del papel del miR33 en la
regulacién de la proliferacion celular, progresiéon del ciclo celular y en la
regeneracion hepatica abriendo una nueva ventana en la investigacion y el

papel del miR-33.

El miR-33 se ha descrito como un microRNA altamente conservado desde
Drosophila hasta humano, y se encuentra en una secuencia intrénica del
gen Srebp. Los genes diana que regula miR-33 son genes involucrados en la

homeostasis del colesterol, como son los genes Abcal y Abcgl.

En este estudio se demostra que miR-33 regula de manera negativa los
genes involucrados en el ciclo celular; Cdké6 y Cendl, lo que conlleva a una
parada del ciclo celular en la fase G1. Ademas, la sobreexpresion del miR-33,
en las células hepaticas Huh7, reduce la proliferacién celular y retarda el
ciclo celular en la fase G1. En el contexto de la regeneracion hepatica, se
observa una reduccién significativa de la expresion de miR-33 tras la PHx
que después aumenta a medida que la regeneracion avanza. Los niveles de
miR-33 observados tienen una correlacion negativa con los niveles hepaticos
de CDK6 y CCND1. Paralelamente, la inhibicion del miR-33 in vivo,
mediante la inyeccion subcutanea de una secuencia anti sentido
complementaria al miR-33, aumenta de manera significativa el ratio de
volumen de higado regenerado/ peso del cuerpo a las 96h tras la PHx. Estos
resultados in vivo son coincidentes con los resultados in vitro, indicando que

el miR-33 suprime la progresion correcta de la regeneracion hepatica.

La recuperacion de la funcién hepatica después de una PHx esta liderada
por una variedad de senales las cuales inducen la expresiéon de genes
involucrados en el crecimiento y/o proliferacién celular, que conlleva la
progresion de la regeneracion hepatica (Michalopoulos GK. J. Cell. Physiol,
2007). Ademas se ha descrito que la expresiéon de CCND1 es suficiente para

promover la replicaciéon del hepatocito y el crecimiento del higado in vivo,

~107 ~



DISCUSION

(Hanse E.A. et al. Cell Cycle. 2009). Las ciclinas E y D y sus CDKs (CDK
4/6) regulan la progresion del ciclo celular a través del paso de la fase G1 a
la fase S (Nurse P. Cell. 1997).

La activacion del complejo CCND1/ CDK6 fosforila la proteina del
retinoblastoma en multiples residuos, previniendo su unién al factor de
transcripcion E2F. Cuando E2F no forma complejo con Rb, activa la
transcripcion de proteinas necesarias para la progresion hacia la fase S
(Schafer K.A., Vet. pathol., 1998). Previos estudios han sugerido que el
CCND1 en hepatocitos, es un mediador que juega un papel importante en la
progresion de la fase G1 del ciclo celular. De igual manera, CDK4/CDKG6
regulan el ciclo celular en la progresién de células de hepatoma. De acuerdo
con estos resultados, las células Huh7 y HepG2 tratadas con un potente
inhibidor de estas quinasas (PD-0332991) quedan detenidas en la fase G1
del ciclo celular (Rayner K.J. et. al. J. Clin. Invest. 2011).

En este estudio se demostré que las dianas de miR-33; CCND1 y CDK6
regulan la proliferaciéon del hepatocito. Ademas de estos datos, en otro
estudio se demostré que, ademas del CCND1 y CDK®6, el p53 también es
diana de miR-33 (Herrera-Merchan A, et. al. Cell Cycle. 2010). p53 activa la
transcripcion de genes que inducen la parada del ciclo celular, apoptosis y
senescencia en respuesta a condiciones de estrés, incluyendo el dano del
material genémico. En este estudio, cuando las células sobreexpresan el
miR-33 o el miR-33 esta inhibido, no se han encontrado diferencias en el
numero de células apoptoticas, sugiriendo que el efecto del miR-33 sobre la

proteina p53 y la viabilidad es especifico del tipo celular.

Aparte del miR-33, se han descrito otros miRNAs que tienen un papel
importante en la regulacién y la progresion del ciclo celular. E1 mRNA de
CDKG6 es diana de miR-24, miR-34a, miR-124, miR-125b, miR-129, miR-137,
miR-195, miR-449, las ciclinas tipo D son diana de la familia de los miR-15,
miR-17, miR-19a, miR-20a y miR-34 que reprimen su expresion (Bueno Md,

et. al. Biochim Biophys Acta. 2011).
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El impacto de los miRNA en la regeneraciéon hepatica ha sido estudiado
mediante la generacion de ratones deficientes de miRNA en los hepatocitos.
Estos ratones son viables y no sufren alteraciones durante su desarrollo. Sin
embrago, a las 36h tras una PHx se ha observado que los hepatocitos de
estos animales, no son capaces de pasar de manera optima a la fase S. Estos
resultados indican que los miRNAs juegan un papel importante en la

regulacion de la regeneracion hepatica.

El proceso de regeneraciéon se divide en tres fases; la de iniciacién, la de
proliferaciéon y la de terminacion. Esta dltima es quizas la menos entendida
y la mayoria de los estudios centrados en esta fase estan basados en
estudiar la capacidad anti proliferativa del TGF-B1. Sin embargo, ratones
transgénicos para esta molécula tras una PHx no presentan cambios en la
regeneracion hepatica, sugiriendo que quizas existan otros mecanismos que
también influyan en la fase de terminacion (Sanderson N, et. al. Proc. Natl.

Acad. Sci. U S A. 1995).

En este contexto, nuestros resultados apoyan la idea que el miR-33 puede
tener un papel importante en esta fase de terminacién en el proceso de
regeneracion hepatica. Estos resultados pueden abrir nuevos campos de
investigacion y nuevas perspectivas terapéuticas para estimular la
regeneracion hepatica en enfermedades hepaticas cronicas, o bien después

de una reseccién en pacientes afectados por un carcinoma hepatocelular.

La progresion del ciclo celular y la proliferacién celular son procesos muy
controlados y son criticos en el desarrollo, organogénesis y regeneracion. Se
ha descrito que las vias de sintesis del colesterol afectan a la proliferacion
celular y a la progresion del ciclo celular (Martinez-Botas J. et. al. FASEB
J. 1999). El colesterol es un componente esencial de las membranas
celulares y su sintesis esta regulada por el factor de transcripcion SREBP
(Brown MS. et al. Cell. 1997). El dato mas relevante de este primer estudio

es la importancia del miR-33 en la regeneraciéon hepatica, pero es evidente
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que su expresion esta condicionada por la concentracion de colesterol tanto a
nivel hepatico como sanguineo.

Los niveles de colesterol hepatico estan regulados tanto por su sintesis, en la
que intervienen las proteinas SREBP, o por su captacién, a través de los

receptores de lipoproteinas, como el receptor LDL.

El segundo estudio de esta tesis se centra en el analisis de la deficiencia del
receptor LDL durante la regeneracion hepatica.

Los resultados mas relevantes de este estudio son que la deficiencia del
LDLR en ratones esta asociada con; una disminucién en la funcionalidad
hepatica durante las primeras horas de regeneracion hepatica, que se
traduce en una disminucién de la concentracién de albimina en suero. Asi
mismo se asocia con un retraso de la regeneraciéon hepatica caracterizada
por un retraso en la expresiéon de marcadores del ciclo celular y menor

proliferacién hepatocelular.

Las implicaciones funcionales que pueda ocasionar un retraso en la
regeneracion hepatica no estan del todo claras. Pacientes con carcinoma
hepatocelular, asociado a cirrosis y esteatosis, padecen de una menor
funcién hepatica. En estos pacientes de riesgo, un retraso en la regeneracion
hepatica tras una reseccién quirurgica puede ocasionar un aumento de la
morbilidad y mortalidad causada por una disminucién brusca de la

funcionalidad hepatica.

Se ha demostrado que tanto TNF-a como IL-6 actian de manera sinérgica
para permitir a la célula el paso de la fase GO a la fase G1 del ciclo celular
(Yamada Y, et. al. Proc Natl Acad Sc1 U S A. 1997). En este estudio,
demostramos que la deficiencia de LDLR esta asociada a un retraso en la
expresion de la IL-6 y de TNF-a en las primeras fases de la regeneracion.
Anomalias en la via de las citocinas favorecen la quiescencia de los
hepatocitos a pesar de que exista una concentracion éptima de factores de
crecimiento. En este contexto, la estimulacion de la transicion de la fase GO

hasta el final de la fase G1 esta estimulada por citocinas y factores de
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crecimiento que funcionan como mitdgenos en los hepatocitos de los 16bulos
remanentes (Michalopoulos GK, DeFrances MC. Science. 1997). Se ha
descrito, que el HGF es un mitdgeno irremplazable durante la regeneracion
hepatica para la proliferacién. La delecion condicional del receptor del HGF,
o de su receptor, c-Met (Borowiak M, et. al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2004)
o la interferencia contra mRNA de HGF o de c-Met con un mRNA de
interferencia (Paranjpe S, et. al. Hepatology. 2007) empeora la regeneracion
hepatica y aumenta la mortalidad. Tras una PHx en animales con fenotipo
salvaje, existe un incremento de la expresion de HGF. En cambio, en los
ratones con la delecion del gen Ldlr, no presentaba cambios significativos
después de la PHx respecto su expresion basal. Estos resultados refuerzan el
concepto de que la deficiencia del receptor de LDL interfiere en la via de
citocinas y factores de crecimiento que regulan la proliferaciéon de los

hepatocitos tras la PHx.

En los primeros estadios de la regeneracion hepatica existe una esteatosis
transitoria caracterizada por la formacion de lipid droplets, los cuales estan
basicamente formados por colesterol, ésteres de colesterol y triglicéridos. Sin
embargo, existe cierta controversia de como la manipulacién del lipidoma
afecta a la respuesta proliferativa en los l6bulos remanentes tras una PHx.
DeAngelis y cols. mostraron que una dieta rica en grasa tras una PHx,
producia un retraso en la regeneraciéon hepatica (DeAngelis RA, et. al.
Hepatology. 2005). Estos resultados estan en concordancia con otros
estudios mas recientes con modelos de esteatosis (en ratones deficientes del
gen ob/ob o db/db) (Picard C, et. al. J Hepatol. 2002 y Yamauchi H, et. al.
Exp Toxicol Pathol. 2003). En estos animales la peor regeneraciéon hepatica
esta asociada a una pérdida de la actividad de la leptina. Sin embargo, otros
estudios demuestran que en modelos animales a los que se les induce
esteatosis, la regeneracion hepatica es normal o solo sufre un ligero retraso
(Rao MS, et. al. Dig Dis Sci. 2001, Yang SQ, et. al. Hepatology. 2001, Zhang
BH, et. al. .J Gastroenterol Hepatol. 1999). Se demostré que una reduccién
del 50% del contenido de los triglicéridos en el higado, causado por un

tratamiento con leptina antes de la PHx, esta asociado con una peor
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proliferacién de los hepatocitos (Leclercq IA, et. al. Gastroenterology. 2003).
Por el contrario, Newberry y cols. (Newberry EP, el. al. Hepatology. 2008),
demostré que animales con deleciones en genes que afecten el metabolismo
lipidico y tras una PHx, se altera la concentracion de triglicéridos sin alterar
ni la concentracién de colesterol ni la regeneraciéon hepatica. Una posible
explicacion para estas discrepancias es que todos estos modelos animales
utilizados presentan diferencias en la composiciéon del lipidoma lo que

resulta una diferencia en el fenotipo de regeneracion.

En nuestro estudio hemos observado que la delecion del gen Ldlr esta
asociada a diferencias significativas en el perfil lipidico asociado a un perfil
lipidico encontrado en un higado en quiescencia y no en un higado en
regeneracion. La diferencia mas relevante encontrada en los ratones LDLR-
con respecto a animales con fenotipo salvaje, se encuentra en los altos
niveles de ésteres de colesterol que los animales LDLR/- presentan. En los
ratones salvajes la concentraciéon intracelular hepatica de ésteres de
colesterol llega a su maximo a las 48 horas tras la PHx. Una posible
explicaciéon para esta cinética, es que tras la acumulacion de los ésteres de
colesterol, a partir de las 48h, se metabolizan a colesterol libre para la
formacién de nuevas membranas. Por el contrario, en los animales LDLR--
las concentraciones de ésteres de colesterol se mantienen elevadas y no
sufren cambios durante el proceso. Estos resultados, junto con la
observacion que los niveles elevados de ésteres de colesterol son abundantes
en los lipid droplets de higados quiescentes (Garcia-Arcos I. Lipids. 2010),
sugieren que altos niveles de colesterol favorecen el estado quiescente del

hepatocito.

Otro componente de las membranas, cuya concentracion se encuentra
disminuida en los animales LDLR-- es la fosfatidilcolina. Se ha descrito que
en los higados que sufren regeneracion aumenta la concentracién de
fosfatidilcolina, mientras que una concentracién menor esta asociado a
higados quiescentes (Garcia-Arcos I. Lipids. 2010). También observamos

diferencias significativas en los niveles de esfingomielina y ceramidas. Los

~112 ~



DISCUSION

animales LDLR-- muestran una concentracién hepatica de esfingomielina
significativamente mas elevada a las 3h tras la PHx que los animales
salvajes. Los niveles de ceramidas aumentan de manera significativa en los
animales LDLR/ a partir de las 48h tras la PHx comparando con los
animales salvajes, los cuales muestran una cinética distinta; los niveles de

ceramidas disminuyen al progresar la regeneracion hepatica.

Este segundo estudio, sugiere que el analisis del lipidoma hepatico antes de
una reseccién hepatica o en los primeros estadios de la regeneracion
hepatica podria predecir el éxito de la regeneracion hepatica y la
recuperacion funcional del higado.

En el analisis de la acumulacion lipidica no observamos cambios en la
formacién ni en la acumulaciéon de los [lipid droplets, tampoco en la

concentracion ni cinética de los triglicéridos.

De este segundo estudio podemos concluir que la deficiencia del gen Ldir esta
asociada a cambios significativos en el contenido del lipidoma hepatico que
afecta a las vias de citocinas y factores de crecimiento y como consecuencia a

la regeneracion hepatica.
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CONCLUSIONES

Considerando los resultados presentados en esta Tesis Doctoral formulamos

las siguientes conclusiones:

1. miR-33 regula la expresion de los genes Cdké6'y Cendl.

2. La regulaciéon de los genes Cdk6 y Ccendl se lleva a cabo mediante la
unioén especifica de miR-33 a los transcritos de estos genes.

3. miR-33 regula la proliferacion celular de hepatocitos mediante la
inhibiciéon de la expresion de Cdk6 y Cendl.

4. El tratamiento de ratones hepatectomizados con anti-miR-33 estimula
la regeneracion hepatica.

5. Los ratones deficientes en LDLR presentan una regeneracién hepatica
andémala tras el procedimiento quirurgico de la hepatectomia parcial.

6. Los ratones deficientes en LDLR muestran una disminucion
significativa de la funcién hepatica en las etapas iniciales del proceso
de regeneracion tras una PHx.

7. Los ratones deficientes en LDLR presentan una desregulacién de los
niveles de IL-6, TNFa y HGF hepaticos durante la regeneraciéon
hepatica.

8. Los ratones deficientes en LDLR muestran una disminucién de la
expresion hepatica de marcadores de ciclo celular.

9. La deficiencia del gen LDL modifica el lipidoma hepatico pero no

compromete la formacion de lipid droplets.
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10. El higado en regeneraciéon de los ratones deficientes en LDLR--
presenta una concentraciéon de ésteres de colesterol, colesterol y
fosfatidilcolina compatible con un estado quiescente; en contraposiciéon
a la composicion del lipidoma que predomina en los higados

regenerativos.

Considerando las conclusiones expuestas, nuestros datos sugieren que miR-
33 tiene potencialidad terapéutica como modulador de la regeneracion
hepatica en el contexto clinico. Ademas, creemos que el estudio del lipidoma
hepatico, previo o inmediatamente posterior a la resecciéon hepatica,
permitiria prever posibles complicaciones hepaticas en pacientes a los que se

les ha practicado una hepatectomia terapéutica.
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ANEXO 1

ANEXO 1. Modelo de 2/3 hepatectomia parcial en raton

El modelo de PHx no esta asociado a morbilidad ni mortalidad y es muy usado en
muchas publicaciones. Tras la pérdida de volumen hepatico se inicia

inmediatamente la regeneracion.

A continuacién se detallan diferentes factores determinantes durante el protocolo

que pueden afectar a la velocidad de regeneracion hepatica:

a) El estado metabdlico de los hepatocitos, a su vez determinado por el
volumen extraido, afecta a la dinamica de la regeneracién hepatica y por
tanto puede generar variabilidad a los resultados.

b) Se ha descrito que el tipo de anestesia utilizada también influye en la
velocidad de regeneracion hepatica. El uso de isofluorane produce menos
expresion de ALT comparando con otras anestesias como la
ketamina/xilacina o avertina. (Skoulis NP, et. al. Toxicol Appl Pharmacol.
1989).

¢) Esta reconocido que la edad es un factor muy importante en la regeneracion
hepatica. Animales jévenes (de 4 a 6 semanas) restablecen su higado mucho
mas deprisa que animales de edad mas avanzada. Es por esta razén que se
recomienda utilizar ratones de un rango de entre 8 a 14 semanas de vida.

d) Por lo que respecta al sexo de los animales no afecta al proceso regenerativo.

(Naugler WE, et. al. Science. 2007).

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Duracién aproximada de 20 min.

1. Anestesiar el raton dentro de la camara de induccion con un 2% de
isoflourane y 2 litros/min oxigeno, en el caso de ratones salvajes de un peso
aproximado de 30g. Después de la anestesia se coloca el animal encima de la
mesa de operaciones con anestesia por isoflourane inhalado. Es preferible el
uso de manta eléctrica o otra fuente de calor para evitar hipotermia.

2. Se desinfecta la piel con etanol al 70% y se depila la parte abdominal para

evitar infecciones.
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10.

11

12.

13.
14.
15.
16.

Se realiza una incisién de un centimetro en la piel y en el musculo a la altu-
ra del xifoides.

De manera suave y utilizando palitos de algodén huimedos con salino, se
mueve el 16bulo medio para poder ver la membrana que une este l6bulo con
el diafragma. Utilizando tijeras finas se realiza un corte en esta membrana.
Se levanta el 16bulo medio. De igual manera, se mueve el 16bulo izquierdo
para dejar ver la membrana que une el 16bulo izquierdo con el lébulo
caudato. Utilizando tijeras de cirugia, se realiza un corte en esta membrana
para liberar el 16bulo izquierdo.

Se levanta el 16bulo izquierdo y se pasa seda estéril de sutura de 3/0 por la
base del 16bulo izquierdo. Se vuelve a poner el 16bulo en su posicion normal
y se realiza un nudo para cortar la irrigacion de este 16bulo.

Con tijeras finas se corta el 16bulo izquierdo justo por encima del nudo
realizado. Si el nudo esta realizado de manera correcta, el animal no deberia
sangrar.

El 16bulo medio esta levantado tocando al diafragma o térax. Se pasa la seda
de sutura de 3/0 por debajo del 16bulo medio y se coloca el 16bulo en su
posicién normal.

La seda de sutura debe quedar justo por encima de la vesicula biliar, que
sera cortada. Este segundo nudo no debe obstruir la vena cava supra
hepatica.

Se realiza el nudo. La sutura por si sola realiza el corte en el 16bulo medio,

dejando un 20-25% de este 16bulo intacto.

. Tras realizar el nudo, y con tijeras se extrae la parte cortada, dejando la

zona limpia.

Se limpia la zona abdominal de sangre con palitos de algodén mojados con
salina para evitar posibles adhesiones.

Es necesario asegurarse que no existe ningun tipo de sangrado.

Se sutura el musculo utilizando seda de sutura con aguja curvada de 4/0.

Se sutura la piel con el mismo tipo de seda.

Tras cerrar el abdomen se desinfecta la zona y se deja el animal en una zona

caliente para su recuperacion.
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ANEXO 2. Otras publicaciones derivadas

INCREASED NITRIC OXIDE PRODUCTION IN LYMPHATIC ENDOTHELIAL CELLS CAUSES
IMPAIRMENT OF LYMPHATIC DRAINAGE IN CIRRHOTIC RATS.

Ribera J, Pauta M, Melgar-Lesmes P, Tugues S, Fernandez-Varo G, Held KF, Soria G,
Tudela R, Planas AM, Fernandez-Hernando C, Arroyo V, Jiménez W, Morales-Ruiz M.
Gut. 2012 Jan 20.

INHIBITION OF PLACENTAL GROWTH FACTOR ACTIVITY REDUCES THE SEVERITY OF
FIBROSIS, INFLAMMATION, AND PORTAL HYPERTENSION IN CIRRHOTIC MICE.

Steenkiste CV, Ribera J, Geerts A, Pauta M, Tugues S, Casteleyn C, Libbrecht L, Olievier
K, Schroyen B, Reynaert H, van Grunsven LA, Blomme B, Coulon S, Heindryckx F, De
Vos M, Stassen JM, Vinckier S, Altamirano J, Bataller R, Carmeliet P, Van Vlierberghe H,
Colle I, Morales-Ruiz M. Hepatology. 2011 May.

HYPOXIA AND PROINFLAMATORY UPREGULATE APELIN RECEPTOR EXPRESSION IN
HUMAN STELLATE CELLS AND HEPATOCYTES

Melgar-Lesmes P, Pauta M, Reichenbach V, Casals G, Ros J, Bataller R, Morales-Ruiz M,
Jiménez W. Gut. 2011 Mar.

APELIN MEDIATES THE INDUCTION OF PROFIBROGENIC GENES IN HUMAN HEPATIC
STELLATE CELLS.

Melgar-Lesmes P, Casals G, Pauta M, Ros J, Reichenbach V, Bataller R, Morales-Ruiz M,
Jimenez W. Endocrinology. 2010 Sep 15.

INACTIVATION OF EXTRAHEPATIC VASCULAR AKT IMPROVES SYSTEMIC
HEMODYNAMICS AND SODIUM EXCRETION IN CIRRHOTIC RATS.

Fernandez-Varo G, Melgar-Lesmes P, Casals G, Pauta M, Arroyo V, Morales-Ruiz M, Ros
J, Jiménez W. J Hepatol. 2010 Aug 3.
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