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Papel del sistema L-a-lisofosfatidilinositol/GPR55 en el desarrollo de
esteatosis no alcohodlica y esteatohepatitis

RESUMEN

El receptor acoplado a proteina G 55 (GPR55) es un receptor cannabinoide putativo, y L-
a-lisofosfatidilinositol (LPI) es su Unico ligando enddgeno conocido. Aunque GPR55 esta
implicado en la homeostasis energética en diferentes dérganos, su posible papel en el
metabolismo lipidico del higado no ha sido estudiado. Nosotros hipotetizamos que el sistema
LPI/GPR55 podria modular el metabolismo lipidico hepéatico y su desregulacion podria
contribuir al desarrollo de la enfermedad de higado graso no alcohdlica (NAFLD). Medimos:
1) la expresion de GPR55 en el higado de pacientes con NAFLD, comparandolo con los
individuos sin la patologia, y en diferentes modelos animales de NAFLD; 2) niveles de LPI en
suero de pacientes con esteatosis (NAFL) y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH); 3) los
efectos de LPI y la disrupcion genética de GPR55 en ratones, hepatocitos humanos y células
estelares hepéaticas humanas. Encontramos que los niveles de LPI circulante y la expresion de
GPR55 hepatica estan aumentados en pacientes con NASH. LPI induce la activacion de la
enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC) por parte de la proteina kinasa activada por AMP
(AMPK), incrementando el contenido lipidico en hepatocitos humanos y en el higado de ratones
por activacién de la lipogénesis de novo e inhibicion de la beta oxidacion. La inhibicién de
GPR55 y ACCa bloquea los efectos de LPI, y el silenciamiento hepéatico de GPR55 in vivo es
suficiente para mejorar el dafio hepatico en ratones alimentados con dieta alta en grasa y en
ratones alimentados con dieta deficiente en metionina y colina. LPI también es capaz de
desencadenar la activacion de células estelares hepaticas estimulando GPR55 y activando ACC.
Estos resultados muestran la importancia del sistema LPI/GPR55 en el desarrollo de NAFL y
NASH activando ACC.






Role of the L-a-lysophosfatidylinositol/GPR55 system in the development
of non-alcoholic steatosis and steatohepatitis

ABSTRACT

G protein-coupled receptor 55 (GPR55) is a putative cannabinoid receptor, and I-a-
lysophosphatidylinositol (LPI) is its only known endogenous ligand. Although GPR55 has been
linked to energy homeostasis in different organs, its potential role in lipid metabolism in the
liver has not previously studied. We hypothesized that the LPI/GPR55 system could modulate
the hepatic lipid metabolism and its deregulation could contribute to the development of non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD). We measured: 1) GPR55 expression in the liver of
patients with NAFLD, compared with individuals without liver disease, as well as animal
models of NAFLD; LPI serum levels in patients with steatosis (NAFL) and non-alcoholic
steatohepatitis (NASH); and 2) the effects of LPI and genetic disruption of GPR55 in mice,
human hepatocytes and human hepatic stellate cells. We found that circulating LPI and liver
expression of GPR55 were upregulated in patients with NASH. LPI induced- AMP-activated
protein kinase (AMPK) activation of acetyl-CoA carboxylase (ACC) and increased lipid
content in human hepatocytes and in the liver of treated mice by inducing de novo lipogenesis
and decreasing beta oxidation. The inhibition of GPR55 and ACCa blocked the effects of LPI,
and the in vivo knockdown of GPR55 was sufficient to improve liver damage in mice fed a high
fat diet and mice fed a methionine—choline-deficient diet. Finally, LPI promoted the initiation
of hepatic stellate cells activation by stimulating GPR55 and activation of ACC. These results
highlight the importance of the LPI/GPR55 system in the development of NAFL and NASH by
activating ACC.






Papel do sistema L-a-lisofosfatidilinositol/GPR55 no desenvolvemento de
esteatose non alcoholica y esteat hepatite

REsSUMO

A enfermidade de figado graxo non alcoholica (NAFLD) é unha gran ameaza para a satde
global debido &s crecentes incidencia e prevalencia. Volveuse a causa primeira de enfermidade
hepética e a pesar dos numerosos esforzos para achar dianas terapéuticas non existe ainda hoxe
terapia dispofible aprobada. No mesmo sentido, os receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs) estan entre as dianas de farmacos mais extensamente estudiadas, debido & forte
implicacion na fisiopatoloxia e & sua flexibilidade farmacoloxica. De feito, aproximadamente
0 34% de todos os farmacos aprobados acttan dalgunha maneira via GPCRs, o que reflicte a
relevancia da activacion ou inhibicion de cascadas de transducién de sinais por modulacion da
actividade de GPCRs no descubrimento de novos tratamentos.

O receptor acoplado a proteina G 55 (GPR55) €, xunto cos receptores clasicos tipo 1 e 2
(cofiecidos como CB1 e CB2), considerado un receptor cannabinoide putativo. O sistema
endocannabinoide (ECS) esta implicado nunha gran variedade de procesos bioloxicos, sen
embargo un dos aspectos polos que captou mais a atencion nos Gltimos anos foi sen dubida a
sta habilidade para modular o metabolismo enerxético. GPR55 exprésase amplamente en
tecidos humanos e roedores e media as accions do ligando enddxeno lisofosfatidilinositol (LPI)
e en moita menor medida as accions da anandamida e o 2-araquidoneoilglicerol. LPI pertence
a clase de lisofosfolipidos e é xerado por hidrolise do fosfatidilinositol pola accién da
fosfolipasa A2 e a fosfolipasa 1 dependente de calcio. GPR55 esta implicada en numerosas
accions fisioloxicas incluindo reproducién, anxioxénese, apoptose, inflamacién e homeostase
enerxética, entre outras. No tracto gastrointestinal, a activacion de GPR55 leva a inhibicion das
contraccions neuroxenicas no intestino de ratos, e tamén afecta a motilidade do colon. En
relacién ao papel do sistema LPI/GPR55 en metabolismo, esta asociado positivamente coa
obesidade en humanos xa que LPI induce a expresion de xenes lipoxénicos en explantes de
tecido adiposo visceral en pacientes obesos. No pancreas, a exposicion de illotes pancreaticos
de roedores a agonistas de GPR55 potencia a secrecion de insulina e mellora a tolerancia &
glucosa. De xeito semellante, a exposicion de illotes pancreaticos humanos a ligandos de
GPR55 tamén potencia a os niveles de insulina.

A presencia de ARNm de GPR55 foi detectada no figado de humanos e ratos, sen embargo,
a funcién hepatica de LPI/GPR55 permanece totalmente descofiecida polo de agora. NOs
hipotetizamos que o sistema LPI/GPR55 poderia modular o metabolismo lipidico hepético e a
stia desregulacion poderia contribuir ao desenvolvemento do NAFLD. Daquela, 0s nosos
obxectivos principais foron 1) investigar a posible funcion de GPR55 no metabolismo lipidico
no figado; e 2) estudar o papel que o sistema LPI/GPR55 poderia ter no desenvolvemento do
NAFLD.

NoOs comezamos medindo os niveis de expresion de GPR55 en pacientes humanos con
NAFLD. As analises de biopsias de figado de pacientes obesos con NAFLD con indice de masa
corporal (BMI) > 35 kg/m2 revelaron unha elevada expresion de ARNm de GPR55 comparada
con pacientes non obesos sen NAFLD. O incremento de GPR55 foi semellante se comparamos
0s pacientes obesos con sO esteatose ou con esteatohepatite fronte aos individuos non obesos
sen NAFLD. Ademais, 0o ARNm de GPR55 hepatico estaba tamén elevada noutra cohorte de
pacientes humanos con BMI < 30 kg/m2 e NAFLD comparado con pacientes hon obesos sen a



enfermidade e amosaron correlacion positiva coa puntuacion NAS. Finalmente, levaronse a
cabo analises seroloxicas de LPI nunha terceira cohorte de pacientes obesos con NAFL ou
NASH. Os nosos resultados amosaron maiores niveles de LPI 16:0, 18:1 e o isdbmero 18:1 en
pacientes con NASH fronte a NAFL. Ademais, atopamos que estas especies de LPI
aumentaban a medida que o facian a inflamacion e o ballooning hepatocelular. Cando os
pacientes da cohorte 3 foron separados entre diabéticos e non diabéticos, atopamos que 0s
niveles de ningunha das especies de LPI cambiaba, suxerindo que os cambios nas especies de
LPI son independentes das alteracion no metabolismo da glucosa.

A continuacion nos estudiamos a expresion de GPR55 no figado de ratos alimentados con
dieta alta en graxa (HFD) cun contido do 45% kcal de graxa, HFD combinada con deficiencia
en colina (CD-HFD), moi alta en graxa (vHFD) cun contido do 60% kcal de graxa e dieta
deficiente en metionina e colina (MCD) a diferentes tempos. En todos estos modelos animais
detectamos as alteracions histoloxicas esperadas e incrementos dos niveis de ARNm e proteina
de GPR55. Os niveis de ARNm e proteina de GPR55 tamén estaban aumentados en hepatocitos
illados de ratos alimentados con dieta MCD comparados cos alimentados con dieta de pienso.
Finalmente, usamos a lifia celular hepatica THLE2 e tratamos estes hepatocitos con &cido
oleico. Este tratamento incrementou a expresion de ARNm de GPR55. Estes resultados indican
que a expresion de GPR55 esta consistentemente elevada en condicions de esteatose (NAFL) e
esteatohepatite (NASH) en humanos e roedores.

Unha vez comprobado que GPR55 se atopa sobreexpresado en pacientes humanos e
modelos de rato de NAFL e NASH, decidimos estudar o papel de LPI en hepatocitos. LPI (10
pM), o ligando enddxeno de GPR55, incrementou a expresion de ARNm de GPR55 tras 1 hora
tanto en células THLE2 como en HepG2. Tras 24 horas da sua administracion, o LPI
incrementou o contido de lipidos en ambas lifias celulares. A nivel molecular, atopamos que las
duas lifias de hepatocitos reducidos niveis de ACC (pACC) e o seu principal regulador AMPK
alfa (pAMPKa), asi como niveis de proteina da carnitina palmitoil transferasa la (CPTI1A),
suxerindo a activacion de ACC e por tanto a estimulacion da sintese de novo de acidos graxos
e a inhibicién da beta oxidacion. A dose empregada de LPI non alterou os niveis de proteina
dos marcadores de apoptose. Para caracterizar se 0s efectos de LPI estaban mediados por
GPR55, nos silenciamos o receptor e achamos que o LP1 non era capaz de incrementar o contido
lipidico. Consistente con isto, mentres LPI reduciu os niveis de proteina de pAMPKa e pACC,
non o fixo tras o silenciamento de GPR55. Dado que GPR55 estaba mediando o depdsito de
lipidos inducido por LPI, a continuacion estudiamos se este receptor poderia ser relevante para
a acumulacién de lipidos inducida por diferentes estimulos. A esteatose inducida por acido
oleico foi fortemente bloqueada tras a inhibicién de GPR55. Finalmente, dado que LPI activa
ACC, no6s investigamos se a inhibicién de ACC afectaria as accions de LPI. LPI non foi quen
de incrementar o contido lipidico en células THLE2 e HepG2 tras silenciarmos ACCa.

Xa que estes resultados indicaban que LP1/GPR55 estaban modulando a sintese e oxidacion
de &cidos graxos, a continuacién medimos directamente estes parametros usando [3H]-acetato
e [14C]-palmitato respectivamente, e detectamos que LPI incrementou a lipoxénese de novo de
triglicéridos, diglicéridos, acidos graxos libres e fosfolipidos mentres que diminuiu a beta
oxidacion. Estes efectos inducidos por LPI foron bloqueados cando se silenciou GPR55. Un
evento importante que ocorre durante o desenvolvemento de NAFLD/NASH ¢ a reducion da
respiracion na cadea de transporte de electrons. Para investigar se a diminucion na beta
oxidacion altera a respiracion mitocondrial, monitorizamos a taxa de consumo de 0sixeno
(OCR) en células tratadas con LPI. Achamos unha reducién significativa no OCR tras 1 hora



de administracion de LPI. Este efecto foi bloqueado cando se engadiu etomoxir, un inhibidor
farmacoloxico de CPT1, 30 minutos antes do LPI.

O seguinte paso foi avaliar se estes descubrimentos sobre o efecto hepéatico de LPI tamén
ocorren in vivo. Para iso, ratos C57BL/6J foron tratados con LPI (0,5 mg/kg)
intraperitonealmente durante 7 dias. Como se describiu previamente, esta dose de LPI non
afecta ao peso corporal nin & inxesta de comida. Deste xeito, n0s non atopamos cambios nestes
parametros nin tampouco no peso do figado, a aspartato aminotransferasa (AST) ou colesterol,
pero si que achamos un incremento en triglicéridos e &cidos graxos libres tras o tratamento de
LPI. O contido de lipidos no figado, a expresién de ARNm de GPR55 e o0s niveis da proteina
FAS nos ratos tratados con LPI foron significativamente mais altos que naqueles tratados s6 co
vehiculo, mentres que os niveis de pAMPKa, a ratio pACC/ACC e CPT1A se reduciron.

Para probar se GPR55 estaba mediando os efectos in vivo de LPI, levamos a cabo o mesmo
tratamento farmacoloxico pero engadindo un grupo experimental no que os ratos recibiron a
inxeccion na vena da cola dun lentivirus codificante de shARN fronte a GPR55. Mentres que o
LPI incrementou a expresion de GPR55, os ratos tratados con shGPR55 amosaron unha
marcada diminucion na expresion de GPR55 no figado. A acumulacion de lipidos e triglicéridos
no figado inducida por LPI foi bloqueada en ratos tratados con shGPR55. Ademais, a reducion
de pAMPKa e pACC causada por LPI non foi observada nos ratos tratados con shGPR55.
Consistente coa activacion de ACC por LPI, os niveis hepaticos de malonil-CoA aumentaron
cando se trataron os ratos con LPI e viuse reducida cando se silenciou GPR55.

O seguinte paso foi investigar se ACC estaba xogando un papel relevante como mediador
das accions de LPI no figado. Para iso, tratamos ratos con LPI e parte destes ratos tamén foron
co-tratados con GS-0976, que € un inhibidor e ACC que esta sendo probado na actualidade en
ensaios clinicos para o tratamento de NAFLD. Nos inxectamos GS-0976 intraperitonealmente
a unha dose de 10 mg/kg durante 1 semana como previamente se describiu e atopamos que foi
capaz de boquear os efectos hepaticos de LPI na acumulacion de lipidos, contido de triglicéridos
e malonil-CoA.

Tras demostrar que a activacion farmacoléxica de GPR55 inducia esteatose hepatica,
realizamos o paradigma experimental oposto. Para isto, alimentamos aos ratos con vVHFD
durante 10 semanas. Ao comezo da sexta semana, inxectamos na vena da cola lentivirus
codificantes de shARN fronte a GPR55 e continuamos coa mesma dieta catro semanas mais ata
o sacrificio. A eficiencia de infeccion foi comprobada cunha reducion significativa nos niveis
de ARNm e proteina de GPR55 comparado cos ratos que recibiron o sShRNA control. Non
observamos cambios en peso corporal ou inxesta tras o silenciamento de GPR55 hepatico. Os
niveis séricos de AST, triglicéridos e acidos graxos non esterificados foron significativamente
mais baixos comparados co grupo control. O contido de lipidos e triglicéridos, asi como 0s
niveis de marcaxe F4/80 positivo reducironse tras o silenciamento de GPR55. Consistente con
isto, a inhibicion de GPR55 no figado inactivou ACC como asi 0 demostra 0s maiores niveis
de proteina pAMPKa, proteina pACC e malonil-CoA, tamén se reduciu a cantidade de proteina
CPT1A. De acordo coa mellora da esteatose, diferentes marcadores de estrés do reticulo
endoplasmatico (ER), inflamacion e apoptose foron reducidos tras o silenciamento xénico de
GPR55.

Xa que a expresion de GPR55 estd aumentada no figado de humanos e roedores con NASH,
decidimos avaliar o potencial do silenciamento da expresion de GPR55 para mellorar NASH.
Con este fin, empregamos ratos alimentados con dieta MCD, que provoca en poucos dias
esteatose macrovesicular e NASH con fibrose e é utilizada amplamente no campo de



investigacion do NASH. Ratos que recibiron a inxeccion na vena da cola de lentivirus
codificantes de ShRNA fronte a GPR55 e 4 semanas despois foron alimentados con dieta MCD
durante 4 semanas ata ser sacrificados. A eficiencia de infeccion foi comprobada coa deteccion
de reducidos niveis de ARNm e proteina de GPR55 en comparacion cos ratos do grupo control.
Ainda que a masa do figado e os niveis de triglicéridos, acidos graxos libres e colesterol non se
viron afectados pola inhibicion hepatica de GPR55, os niveis de transaminasas circulantes foron
mais baixos que no grupo control. Na mesma lifia, a inhibicion de GPR55 reduciu os lipidos e
triglicéridos hepaticos, a cantidade de hidroxiprolina, F/480 e colaxeno e inactivou ACC como
indica os maiores niveles de pAMPKa ¢ pACC ¢ os menores niveis de malonil-CoA. De acordo
coa mellora da condicidn hepatica, observaronse menores os niveis de marcadores de estrés do
ER, inflamacion, fibrose e apoptose cando GPR55 hepatico estaba silenciado.

Empregamos un segundo modelo de fibrose en ratos, o do tetracloruro de carbono, no cal
inxectamos virus codificantes de shARN fronte a GPR55. Atopamos que tras 6 semanas, 0
tratamento con teracloruro de carbono provocou un gran aumento nos niveis de ARNm de
GPR55. Xunto a isto, atoparonse niveis mais altos de AST sérico e colaxeno hepatico, e niveles
baixos de proteinas pAMPKa e pACC. Todas estas accions do tetracloruro de carbono foron
bloqueadas polo silenciamento de GPR55 hepatico. En conxunto, estes resultados indican que
a inhibicion xenética de GPR55 mellora a fibrose hepatica.

Tras demostrar que: a) a expresion de GPR55 esta inducida no figado de ratos alimentados
con MCD, e b) que o silenciamento de GPR55 hepatico mellora a fibrose inducida por MCD e
tetracloruro de carbono, nos quixemos investigar se o eixo LPI/GPR55 poderia mediar os
mecanismos que gobernan a activacion das células estelares hepaticas (HSCs), claves na fibrose
hepatica. Nos achamos que GPR55 esta altamente expresado en HSCs primarias de ratos e
células de HSCs humanas LX-2 cando o comparamos con hepatocitos primarios de ratos e
hepatocitos humanos THLE2, respectivamente. Dado que as células LX-2 estdn amplamente
caracterizadas e retefien propiedades clave la sinalizacion das HSCs nés empregamos esta lifia
celular de aqui en adiante. LPI (10 uM) incremento a expresion de GPR55 a tempos tan curtos
como 1 hora, e tras 12 horas foi quen de incrementar a expresion da actina alfa 2 (ACTAZ2),
colaxeno 1 alfa 1 (COL1al) e coldxeno 1 alpfa 2 (COL1a2), marcadores de activacion de HSCs
e producion de matriz extracelular. Xa que o metabolismo de lipidos é esencial para o estado
das HSCs, tamén avaliamos o efecto de LPI sobre ACC. Similar ao achado en hepatocitos e en
figado total, LPI reduciu pAMPKa e pACC.

A continuacién, silenciamos GPR55 nas células LX-2 e encontramos que a expresion de
ACTA2, COLlal, COLla2 e pACC inducida por LPI foi bloqueada. Para determinar a
relevancia de ACC como mediador das accions de LPI en células LX-2, nds silenciamos ACCa.
en células LX-2 e descubrimos que a expresion de ACTA2, COL1al e COL102 inducida por
LPI foi blogueada.

Como se esperaba, o tratamento co factor de crecemento tumoral beta 1 (TGFB1), un
potente indutor da activacion de HSCs, incrementou significativamente a expresion de ARNm
de ACTA2, COL1al e COL102, ademais da expresion de GPRS5, en células LX-2. Enton, nds
investigamos se GPR55 poderia modular os efectos de TGFB1 e vimos que o silenciamento de
GPR55 parcialmente bloqueou a inducion da expresion de ACTA2, COLlal e COL1a2 por
parte de TGFB1. A pesar de que GPRS55 diminuiu o efecto de TGFp1, o tratamento das células
LX-2 con LPI non incrementou significativamente a expresion de ARNm de TGF1. Isto suxire
que a pesar de que LPI e GPR55 precisan (total ou parcialmente) de GPR55 para promover a
activacién de HSCs, non existe un mesmo mecanismo para as ddas moléculas.



Os descubrimentos presentados nesta tese amosan por primeira vez que GPR55 esta
sobreexpresado no figado de pacientes e modelos animais de NAFLD, e que a activacion de
GPR55 inducida por LPI promove a o almacenamento de lipidos, e por tanto participa na
progresion de esteatose hepatica e esteatohepatite. Nos tamén demostramos que o silenciamento
de GPR55 hepatico mellora o NAFL inducido por vHFD e tamén o NASH inducido por MCD
e tetracloruro de carbono. A sobreactivacion patoloxica do ECS estd asociada co
desenvolvemento de dislipemia, obesidade e diabetes tipo 2. Estas accion do ECS foi
principalmente atribuida & activacion dos receptores CB1 centrais. A VHFD incrementa 0s
niveis hepaticos do endocannabinoide anandamida, o receptor CB1 e as taxas basais de sintese
de &cidos graxos, estos Ultimos se reducen cando CB1 é bloqueado. Mais especificamente, a
activacion de CB1 hepatico estimula a lipoxénese de novo pola inducion do factor de
transcricion lipoxénico SREBP1c e as sUas dianas enzimaticas ACC e a 4cido graxo sintasa
(FAS). Os nosos resultados indican que a activacion de GPR55 no figado polo seu ligando
enddéxeno LPI tamén pode promover o depdsito de lipidos hepaticos polas stas accions nos
hepatocitos e nas HSCs.

Alguns tipos de lisofosfolipidos circulantes emerxeron como moléculas sinalizadoras con
importantes efectos en inflamaciéon e figado graxo. Nesta lifia, 0s nosos resultados indican que
0s niveis de LPI estan elevados en pacientes con NASH. Os mecanismos polos que LPI
desencadea a acumulacion de lipidos parece indicar alteracion no metabolismo de &cidos graxos
hepéticos, xa que LPIl é quen de activar a lipoxénese de novo a través da inhibicién da
fosforilacion de ACC, que leva & activacion de ACC en hepatocitos e HSCs. Tamén atopamos
que LPI pode inhibir a beta oxidacién , consistente con niveles mais baixos de CPT1A que
catalizan o paso clave da oxidacion de acidos graxos mitoncondrial na membrana mitoncondrial
externa. Os nosos datos estan de acordo co previamente publicado, amosando que 0s
lisofosfolipidos postprandiais suprimen a oxidacion de acidos graxos. E promoven a
inflamacién e fibrose hepéticas. Deste xeito, recentemente publicouse que o xene O-
aciltransferasa con dominio 7 (MBOATY), codificante dunha enzima acetiltransferasa que
especificamente esterifica araquidoneoil-CoA en lipidos LPI, esta implicada en NAFLD. En
particular, o silenciamento de MBOAT7 causa a progresion da enfermidade hepatica e esta
asociada coa acumulacion das especies de LPI 16:0 e 18:1 no figado. E significativo o feito de
que estas dias especies son as mesmas que nos atopamos correlacionadas coa puntuacion NAS.
Entdn, estes dous estudios implican os LPIs como importantes mediadores do desenvolvemento
do NAFLD.

O receptor de LPI, GPR55, non esta s6 incrementado no figado de ratos alimentados en
VHFD, sen6n que tamén o esta en ratos expostos a dietas como CD-HFD e MCD ou tratamentos
como tetracloruro de carbono, representando modelos de esteatose e NASH. Os nosos
resultados coinciden co que recolle a literatura en relacion aos datos en humanos: os niveis de
GPR55 estan aumentados no figado de humanos con obesidade, tanto nos que tefien NAFL
como os que tefien NASH. Este incremento € independente da obesidade xa que pacientes non
obesos con NAFLD tamén manifestan este incremento de GPR55. En conxunto, estes datos
apoian que os incrementos de LPI e GPR55 enddxenos son eventos temperans na progresion da
enfermidade hepética causando dislipemia e desregulacién metabélicano figado. E importante
sinalar que os datos de GPR55 no figado son homoxéneos entre humanos e roedores. Este non
é 0 caso de GPR55 en tecido adiposo branco, no que a expresion de ARNm esta reducida en
roedores obesos pero incrementado en pacientes humanos obesos. Ademais, mentres que
LPI/GPR55 inducen a expresion de xenes lipoxénicos en tecido adiposo branco, non son
capaces de promover a diferenciacion de 3T3-L1 derivadas de rato.



Na mesma lifia que a estimulacion da acumulacion de lipidos inducida en duas lifias de
hepatocitos humanas diferentes (THLE2 e HepG2) e roedores, o silenciamento de GPR55
hepatico mellorou a esteatose inducida por acido oleico, LPIl e VHFD, asi como o NASH
inducido por MCD ou tetracloruro de carbono. Isto é coherente con investigacions previas
indicando que a inxeccion directa de LPIs esoxenos pode incrementar a expresion de xenes de
inflamacion e fibrose en ratos alimentados con vVHFD con silenciemanto de MBOATY.
Empregar diferentes tecidos diana é un asunto relevante dado que GPR55 esta amplamente
expresado en drganos metabolicamente activos. Varios estudos recollen o fenotipado
metabolico do rato deficiente en GPR55 e amosan resultados inconsistentes. Mentres que dous
estudos encontraron unha maior adiposidade en ratos sen GPR55 e resistencia a insulina, outros
amosaron que a tendencia & obesidade non € significativa. As diferencias en composicion
corporal tampouco son reproducibles. Nestes estudios avaliando a ausencia de GPR55, un deles
acha que a deficiencia do xene se asocia coa alteracion da sinalizacion da insulina no figado.
Sen embargo, é probable que os 6rganos que expresen GPR55 contriblan de xeito diferente ao
fenotipo que se observa nos ratos sen GPR55, por tanto a ausencia de GPR55 non proba que o
GPR55 hepatico estea contribuindo a alteracion da sinalizacion da insulina. Ainda que n6s non
fomos capaces de detectar diferencias na tolerancia a glucosa tras a inhibicién de GPR55
hepatico en ratos alimentados con VHFD, si que detectamos reducidns claras no contido lipidico
hepatico, e menor expresion de marcadores de inflamacion e apoptose. A nosa ferramenta
viroxenética demostra que con un silenciamento parcial (do 60-70%) de GPR55 no figado de
ratos € posible conseguir unha mellora clara do dano hepatico en diferentes modelos de NAFL
e NASH. Estes resultados in vivo son consistentes co obtido coas diferentes lifias celulares
hepaticas humanas, indicando que o sistema LPI/GPR55 pode directamente regular o
metabolismo de lipidos no figado.

Xa que a expresion de GPR55 esta aumentada tanto en hepatocitos coma en HSCs de ratos
alimentados con dieta MCD, un aspecto relevante do noso proxecto foi investigar se a ruta de
LPI/GPR55 era relevante en ambos tipos celulares. Os nosos descubrimentos indican que LPI
incrementa o contido lipidico nos hepatocitos, un efecto que desaparece cando GPR55 é
silenciado. Por outra banda, LPI incrementa a expresién de marcadores de activacion e
producion de fibrose en HSCs, un efecto que tamén desaparece cando GPR55 é silenciado.
Estos resultados in vitro casan coa mellora en fibrose hepética observada en ratos expostos a
MCD ou tetracloruro de carbono. Os nosos resultados indican que a activacion de GPR55 é
relevante no proceso de fibrose.

ACC é unha enzima que cataliza a carboxilacion irreversible de acetil-CoA para producir
malonil-CoA, por tanto proporcionando o substrato para a sintese de acidos graxos. Os ensaios
preclinicos demostraron que a ausencia ou inhibicion de ACCa e ACCP reduciu a esteatose. Os
ensaios clinicos amosaron que GS-0976, un inhibidor de ACC, é capaz de reducir a esteatose
hepatica e os marcadores de fibrose en pacientes con NASH. Tendo en conta que: a) pACC esta
regulado por LPI/GPR55, b) o silenciamento xénico de ACC bloquea os efectos de LPI en
hepatocitos e HSCs, ¢) ratos tratados con GS-0976 non manifestan esteatose inducida por LPI,
e d) a consistente expresion de GPR55 entre ratos e humanos; 0s nosos resultados obtidos en
hepatocitos humanos e modelos animais indican que o mecanismo de activacion implica a
AMPKa, a principal enzima reguladora de ACC. De feito, como LPI/GPR55 regula a
fosforilacion de AMPKa ¢ unha limitacion do presente estudo, e o rol potencial dalglins
moduladores de AMPK como a kinasa hepéatica B1 (LKB1) ou proteina kinasa de la kinasa
dependiente de calcio/calmodulina beta (CaMKKR), s6 por nomear alglns, deberia ser avaliado
en profundidade.



Mentres que a promocion da esteatose polo LPI é un evento de certa maneira esperado para
unha molécula que activa ACC e por tanto induce a lipoxénese de novo en hepatocitos, as
consecuencias da activacion de ACC en HSCs permanecen descorfiecidas. As HSCs quiescentes
contefien gotas lipidicas e expresan ACC e outros xenes implicados en lipoxénese de novo,
suxerindo que esta ruta metabdlica esta operativa durante a quiescencia e restrinxida durante a
activacion das HSCs. Un artigo recente amosa sen embargo que as HSCs activadas tefien
incrementados os niveis de ACCa. Non s0 iso, sendn que outro estudio demostra o papel directo
de ACC desencadeando a fibrose hepatica a través da activacion das HSCs en miofibroblastos
secretores de colaxeno, mentres que a inhibicion de ACC ten propiedades antifibroticas. O noso
estudo indica que a activacion do sistema LPI/GPR55 desencadea a actividade de ACC e a
expresion de marcadores de fibrose en HSCs, sendo estes efectos bloqueados tras o
silenciamento de ACC. Por tanto, 0s nosos resultados apoian o papel de ACC na activacion de
HSCs.

En resumo, estes resultados indican por primeira vez que: a) a expresion de GPR55 esta
aumentada no figado de pacientes e de modelos animais da enfermidade hepatica, b) o ligando
endoxeno de GPR55 chamado LPI correlaciona positivamente coa puntuacion NAS en
humanos e causa esteatose de forma dependente de GPR55, c) de silenciamento de GPR55
hepatico mellora o NAFL inducido por HFD, 0 NASH inducido por MCD e a fibrose inducida
por tetracloruro de carbono, e d) o eixo LPI/GPR55 activa ACC via AMPK para provocar a
patoloxia hepatica. Eses descubrimentos amosan a importancia do sistema LPI/GPR55 no
desenvolvemento de NAFL e NASH via AMPK/ACC.
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ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y ANGLICISMOS

AASLD: Asociacion americana para el studio de las enfermedades hepaticas, American Association
for the Study of Liver Diseases

ABCC1: ATP-binding cassette transporter subfamily C member 1
ABCD1: ATP-binding cassette transporter subfamily D member 1
ABHDG6: hidrolasa alfa/beta con dominio 6, alpha/beta hydrolase domain 6
Abn-CBD: abnormal CBD

ACAD: acil-CoA deshidrogenasa, acyl-CoA dehydrogenase

ACC: acetil-CoA carboxilasa, acetyl-CoA carboxylase

ACOX1.: acil-CoA oxidasa 1, acyl-CoA oxidase 1

ACP: proteina transportadora de acilos, acyl carrier protein

ACS: acil-CoA sinteteasa, acyl-CoA synthetase

ACTAZ: actina alfa 2, actin alpha 2

AGPAT: acilglicerolfosfato aciltransferasa, acylglycerolphosphate acyltransferase
ADNc: ADN complementario,

ADP: adenina difosfato, adenine diphosphate

AEA: N-araquidonioiletanolamina, N-arachidonoylethanolamine

ALD: enfermedad de higado graso alcohdlico, alcoholic liver disease
ALT: alanine aminotransferasa, alanine aminotransferase

AMP: adenina monofosfato, adenine monophosphate

AMPc: AMP ciclico

AMPK: proteina kinasa activada por AMP, AMP-activated protein kinase
ASKZ1: kinasa reguladora de sefiales de apoptosis 1, apoptosis signal-regulating kinase 1
aSMA: alpha-smooth muscle actin

AST: aspartato aminotransferasa, aspartate aminotransferase

ATCC: American Type Culture Collection

ATF: factor activador de la trascripcion, activating transcription factor
ATGL.: lipasa de triglicéridos del adiposo, adipose triglyceride lipase
ATP: adenina trifosfato, adenine triphosphate

ballooning: abalonamiento, referido a la morfologia de los hepatocitos
BDL.: ligadura de conducto biliar, bile duct ligation

BEBM: Bronchial Epithelial cell Basal Medium

BEGM: Bronchial Epithelial cell Growth Medium
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BiP: proteina de unién a inmunoglobulina, binding inmunoglobulin protein
BSA: albumina de suero bovino, bovine serum albumin

buffer: tampon

CACT: carnitina-acilcarnitina traslocasa, carnitine-acylcarnitine translocase

CaMKKG: proteina kinasa de la kinasa dependiente de calcio/calmodulina beta, calcium/calmodulin-
dependent protein kinase kinase beta

CBD: cannabidiol

CB1: receptor cannabinoide 1, cannabinoid receptor 1

CB2: receptor cannabinoide 2, cannabinoid receptor 2

CD36: cluster of differenciation 36

C/EBP: proteina de union al potenciador CCAAT, CCAAT enhancer binding protein
CHOP: proteina homologa a C/EBP, C/EBP homologous protein

ChREBP: proteina de union a elementos de respuesta a carbohidratos, carbohydrate response
element binding protein

CCL2: ligando 2 de quimioquinas con motivo C-C, C-C motif chemokine ligand 2
CCLY5: ligando 5 de quimioquinas con motivo C-C, C-C motif chemokine ligand 5
CCR2: receptor 2 de quimioquinas con motivo C-C, C-C motif chemokine receptor 2
CCR5: receptor 5 de quimioquinas con motivo C-C, C-C motif chemokine receptor 5
CD-HFD: dieta deficiente en colina y alta en grasa, choline deficient and high fat diet
CoA: coenzima A, coenzyme A

COLla: colageno 1 alfa, collagen 1 alpha

CPT1: carnitina palmitoiltransferasa 1, carnitine palmitoyltransferase 1

CREB: proteina de unién a elemento de respuesta a AMPc, CAMP response element-binding protein
CTGF: factor de crecimiento de tejido conectivo, connective tissue growth factor
CYP: citocromo P450

DAGL.: diacilglicerol lipasa, diacylglycerol lipase

DAPI: 4,6-diamino-2-fenilindol

DEN: dietilnitrosamina, diethylnitrosamine

DEPC: dietilpirocarbonato

DGAT: diglicérido aciltransferasa, diglyceride acyltransferase

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO: dimetilsulfoxido, dimethylsulfoxide

DNL.: lipogenesis de novo, de novo lipogenesis

downstream: corriente a bajo, referido a rutas de sefializacion
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DPP-4: dipeptidil peptidasa 4, dipeptidyl peptidase 4

EASD: Asociacion europea para el estudio de diabetes, European Association for the Study of

Diabetes

EASL.: Asociacion europea para el estudio del higado, European Association for the Study of the

Liver

EASO: Asociacion europea para el estudio de la obesidad, European Association for the Study of

Obesity
ECACC: European Collection of Authenticated Cell Cultures
ECAR: tasa de acidificacion extracelular, extracellular acidification rate
ECH: matriz extracelular, extracelular matrix
ECM: enoil-CoA hidratasa, enoyl-CoA hidrastase

EIF2a: factor de iniciacion de la traduccion 2 alfa, eukaryotic translation initiation factor 2 alpha

EMA: Agencia europea del medicamento, European Medicines Agency

EMEM: Minimum Essential Medium Eagle

ERAD: degradacion de proteinas asociadas al RE, ER-associated protein degradation
ERK: kinasa regulada por sefial extracelular, extracellular signal-regulated kinase
FAAH: hidrolasa de acidos grasos amida 1, fatty acid amide hydrolase

FABP1: proteina de unién a acidos grasos 1, fatty acid-binding protein 1

FAS: sintasa de acidos grasos, fatty acid synthase

FADHp:: flavin adenin dinucle6tido reducido, reduced form of flavin adenine dinucleotide
FATP: proteina de transporte de acidos grasos, fatty acid transport protein

FBP1: fructosa bifosfatasa 1, fructose biphosphatase 1

FBS: suero bovino fetal, fetal bovine serum

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos, Food and Drug Administration
FRIDA: Framework for Image Dataset Analysis

FXR: receptor X fernesoide, Farnesoid X receptor

GAPDH: glieraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

GFAP: proteina acida fibrilar glial, glial fibrillary acidic protein

GFP: proteina fluorescente verde, green fluorescent protein

GLS: glutaminasa, glutaminase

GLUD1: glutamato deshidrogenasa, glutamate dehydrogenase

GLUT1Z.: transportador de glucosa 1, glucose transporter 1

GPAT: glicerol-3-fosfato aciltransferasa, glycerol-3-phosphate acyltransferase
GPCR: receptor acoplado a proteina G, G protein-coupled receptor

GPR55: GPCR 55

33



MARCOS FERNANDEZ FONDEVILA

GPR119: GPCR 119

GRP78: glucose-regulated protein 78

GRK: kinasa de GPCR, GPCR kinase

GYS: glucdgeno sintasa, glycogen synthase

HAD: hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
HDL: hidroximetilglutaril-CoA, high-density lipoprotein

HFD: dieta alta en grasa, high fat diet

hit: golpe, en relacion a las etapas del desarrollo de NAFLD

HK2: hexokinasa 2, hexokinase 2

HMGCOoA: hidroximetilglutaril-CoA, hydroxymethylglutaryl-CoA
HMGCR: reductasa de HMGCoA, HMGCoA reductase

HOMA: homeostatic model assessment

HPRT: hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa 1, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
HSC: célula estelar hepatica, hepatic stellate cell

HSL.: lipasa sensible a hormonas, hormone-sensitive lipase

icv: intracerebroventricular

IHC: inmunohistoquimica, inmunohistochemistry

IDL.: lipoproteina de densidad intermedia, intermediate-density lipoprotein
IL: interleucina, interleukin

IMC: indice de masa corporal

ip: intraperitoneal

IP3: inositol trifosfato, inositol trisphosphate

IREla: inositol requiring enzyme 1 alpha

JNK: kinasa N-terminal de c-Jun, c-Jun N-terminal kinase

LAP: proteina asociada a latencia, latency associated protein
LC-MS: liquid chromatography—mass spectrometry

LDL.: lipoproteina de baja densidad, low-density lipoprotein
LKB1: kinasa hepatica B1, liver kinase B1

LPA: acido lisofosfatidico, lysophosphatidic acid

LPI: lisofosfatidilinositol, lysophosphatidylinositol

LPL: lipoproteina lipasa, lipoprotein lipase

LXR: receptor X hepatico, liver X receptor

lyso-PI-PLC: PLC especifica de LPI, LPI-specific PLC

MAGL.: monoacilglicerol lipasa, monoacylglycerol lipase
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MAPK: kinasa reguladas por sefial extracelular, extracelular signal-regulated kinase
MBOATT7: O-acitltransferasa unida a membrana 7, membrane-bound O-acyltransferase 7
MDA: malondialdehido, malondialdehyde

MCD: malonil-CoA decarboxilasa, malonyl-CoA decarboxylase; deficiente en metionina y colina,
methionine and choline deficient

MEM: Minimun Essential Medium

MMP: metalopeptidasa de matriz, matrix metallopeptidase

MRE: resonancia magnética por elastografia, magnetic resonance elastography

MRI: resonancia magnética por imagen, magnetic resonance imaging

mMTOR: diana de rapamicina en células de mamifero, mammalian target of rapamycin
MTT bromuro de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio

MTTP: transferasa de triglicéridos microsomales, microsomal triglyceride transfer protein

NADH: nicotinamida adenina dinucledtido reducido, reduced form of nicotinamide adenine
dinucleotide

NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido, reduced form of nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate

NAE: N-acetiletanolamina, N-acylethanolamine
NAFL.: esteatosis no alcohdlica, non-alcoholic fatty liver
NAFLD: enfermedad de higado graso no alcohdlico, non-alcoholic fatty liver disease

NAPE-PLD: fosfolipasa D especifica de N-acilfosfatidiletanolamina, N-
acylphosphatidylethanolamine-specific phospholipase D

NAS: NAFLD activity score
NASH: esteatohepatitis no alcohdlica, non-alcoholic steatohepatitis

NASH-CNR: Red de Investigacion Clinica en esteatohepatitis no alcoholica, Non-alcoholic
Steatohepatitis Clinical Research Network

NAT: N-acetiltransferasa, N-acyltransferase
NFAT: factor nuclear de células T activadas, nuclear factor of activated T cells

NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NIH: Institutos Nacionales de Salud, National Institutes of Health

NLRP3: proteina que contiene dominio pirina de la familia NLR 3, NLR family pyrin domain
containing protein 3

NOX1: NADPH oxidasa 1, NADPH oxidase 1

knockdown: silenciado, referido a un gen cuya expresion ha sido reducida en un animal de estudio
knockout: delecionado, referido a un gen que no se expresa o no es funcional en un animal de estudio
OCR: tasa de consumo de oxigeno, oxygen consumption rate
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OEA: N-oleiletanolamina, N-oleoylethanolamine

PAP: fosfatasa de &cido fosfatidico, phosphatidic acid phosphatase

PAG: materia gris periacueductal, periaqueductal gray

PBS: buffer fosfato salino, phosphate buffered saline

PCKZ1.: fosfoenolpiruvato carboxikinasa, phosphoenolpyruvate carboxykinase 1
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, polymerase chain reaction

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, platelet-derived-growth factor
PDGFR: receptor beta de PDGF, PDGF receptor beta

PEA: N-palmitoiletanolamina, N-palmitoylethanolamine

PEI: polietilimina, polyethylenimine

pellet: sedimento, referido a la parte que permanece en el fondo de un tubo durante centrifugacion
diferencial

PERK: PKR-like ER kinase

PGCla: coactivador 1o de PPARy, PPARy coactivator 1 alpha

PI3K: fosfatidilinositol 3 kinasa, phosphatidylinositol-3-kinase

PKA: proteina kinasa A, protein kinase A

PKC: proteina kinasa C, protein kinase C

PKM2: proteina kinasa M2, pyruvate kinase M2

PLA: fosfolipasa A, phospholipase A

PLA1-DDHD: fosfolipasa A1 con dominio DDHD, phospholipase A1 DDHD domain containing 1
PL.C: fosfolipasa C, phospholipase C

PPAR: receptores activados por proliferador de peroxisomas, peroxisome proliferator-activated
receptor

PVDF: polifluoruro de vinilideno, polyvinylidene fluoride

Raptor: proteina asociada y reguladora de mTOR, regulatory-associated protein of mTOR
RE: reticulo endoplasmatico

RIPK3: receptor interacting serine/threonine protein kinase 3

ROS: especies reactivas del oxigeno, reactive species of oxygen

SCD1.: estearoil-CoA desaturase 1, stearoyl-CoA desaturase 1

SP1: esfingosina 1 fosfato, sphingosine-1-phosphate

SREBP: proteina de unidn a elementos de respuesta a esteroles, sterol regulatory element binding
protein

SDS: dodecil sulfato sodico, sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, SDS- polyacrylamide gel
electrophoresis
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TAKZI: kinasa activada por TGF 1, TGFp-activated kinase 1

TEMED: tetrametil-etilendiamina, tetramethyl-ethylendiamine

TFEB: factor de transcripcion EB, transcription factor EB

TGFp: factor de crecimiento tumoral beta, tumor growth factor beta

TGFBR: receptor de TGFB, TGFS receptor

THC: tetracannabidiol, tetrahydrocannabinol

TIMP1: inhibidor tisular de metaloproteinasas 1, tissue inhibitor of metalloproteinases 1
TLR: toll-like receptor

TNF: factor de necrosis tumoral, tumor necrosis factor receptor 1

TNFR1: receptor 1 de TNF, tumor necrosis factor

TRAIL-R: receptor de ligandos que inducen apoptosis relacionados con TNF, TNF related apoptosis
inducing ligand receptor

TREKL: two-pore 2P domain potassium channel 1

TRPV: canal cationico y receptor de potencial transitorio subfamilia vaniloide, transient receptor
potential cation channel subfamily vanilloid

TVI: inyeccion en la vena de la cola, tail vein injection

UHPLC-MS: ultrahigh pressure liquid chromatography-mass spectrometry

UPR: respuesta a proteinas mal plegadas, unfolded protein response

upstream: corriente arriba, referido a rutas de sefializacion

VCTE: vibration control transcient elastography

VHFD: dieta muy alta en grasa, very high fat diet

VLDL.: lipoproteina de muy baja densidad, very low-dentisity lipoprotein

vortex: vorticial, referido a un tipo de agitacion en torbellino ampliamente utilizada en los laboratorios
wild type: fenotipo salvaje, referido a un ratén que no ha sido manipulado genéticamente
XBP1: X-box binding protein 1

XBP1s: forma escindida de XBP1, XBP1-spliced

2-AcG: 2-acilglicerol, 2-acylglycerol

2-AG: 2-araquidonioilglicerol, 2-arachidonoylglycerol

4-HNE: 4-hidroxinonenal, 4-hydroxy-2-nonenal
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1. Higado graso no alcohdlico

1.1. DEFINICION

La enfermedad de higado graso no alcohélico o NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease)
se define como la acumulacion de lipidos en mas del 5% de los hepatocitos excluyendo causas
secundarias como el consumo de alcohol, hepatitis autoinmune y hemocromatosis (1). El
término clinico NAFLD incluye un espectro continuo de enfermedades hepaticas cronicas que
van desde la simple acumulacion de triglicéridos en los hepatocitos sin evidencia de dafio
hepatocelular (esteatosis no alcohdlica o NAFL, non-alcoholic fatty liver) hasta inflamacion,
ballooning y fibrosis (esteatohepatitis no alcohdlica o NASH, non-alcoholic steatohepatitis),
pudiendo progresar a cirrosis y hepatocarcinoma (2).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

La NAFLD es la enfermedad hepéatica mas comun en el mundo. Se estima que la
prevalencia global es de un 25%, es decir, aproximadamente 1.900 millones de personas lo
sufren a dia de hoy (3), aunque hay grandes variaciones (13% Africa a 30% Asia-Sudamérica).
En cualquier caso, estos datos deben ser tomados con precaucion dado que no hay un buen
método diagnostico que sea usado sistematicamente (4).

La NAFLD es considerada en muchos casos como la manifestacion hepatica del sindrome
metabolico. Asi, entre las comorbilidades més fuertemente asociadas con NAFLD encontramos
la obesidad, con una prevalencia del 51% en este grupo de pacientes, la diabetes tipo 2 (23%),
la hiperlipidemia (69%) y la hipertension (39%) (3). Sin embargo, no presentan estos factores
de riesgo metabolico hasta un 16% de los pacientes con NAFLD. Otros factores de riesgo
independientes son la edad, el sexo, el grupo étnico y el consumo de tabaco, solo por nombrar
algunos (5).

Un subgrupo de los pacientes con NAFLD exhiben estadios méas severos de la enfermedad
hepatica. Es el caso de la NASH, con una prevalencia de un 12% entre la poblacion general y
de un 59% entre los pacientes con NAFLD sometidos a biopsia. El riesgo de progresion de
NASH también es elevado, y se refleja en la proporcion de pacientes que agravan la fibrosis
tras 5 afos, un 41%, y en las incidencias de cirrosis y hepatocarcinoma, de un 0,8% y 0,3%
cada afio (6). A estos alarmantes datos hay que afadir la ratio de tasa de mortalidad por causas
hepaticas entre pacientes con NASH versus sin NASH, estimada en 64,6 (3, 7). En el futuro, se
prevé que la prevalencia de fases avanzadas de NAFLD se incrementaran en los paises
occidentales y gran parte de Asia, duplicandose o triplicandose a lo largo de esta década (3, 8,
9).
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1.3. DIAGNOSTICO E HISTOPATOLOGIA

La mayoria de pacientes con NAFL, definida como la presencia de esteatosis sin
inflamacién ni dafio hepéatico, son asintomaticos. Si presentan sintomas, estos suelen
manifestarse como dolor o malestar en el cuadrante superior derecho. Los signos son
inespecificos y van desde malestar general a nduseas. Para el diagnostico de NAFL, existen
técnicas de imagen comunes como la resonancia magnética por imagen (MRI, magnetic
resonance imaging), no invasiva pero ciertamente precisa (10). Para el diagnéstico de NASH,
sin embargo, el estudio histolégico de biopsia hepatica continta siendo la técnica mas fiable a
dia de hoy. Dada la importancia clave de la histologia para la evaluacién de NASH, la literatura
se ha centrado en la busqueda de sistemas de evaluacion cuantitativa basados en histologia.
Destaca el sistema de puntuacion numérica validado en 2005 por la red de investigacion clinica
NASH CNR (Non-alcoholic Steatohepatitis Clinical Research Network), agencia promovida
por los Institutos Nacionales de Salud (NIH, National Institutes of Health). La NASH CNR
describe la puntuacion NAS (NAFLD activity score) como una puntuacion compuesta de tres
parametros independientes: esteatosis, inflamacion lobular, ballooning celular a los que se
afade la fibrosis para definir el estadio de la enfermedad ( Tabla 1) (11). La puntuacion NAS
es a dia de hoy el sistema mas extendido y es el método de referencia para la evaluacion de
NASH. Los rasgos histolégicos mas caracteristicos de cada estadio son:

» NAFL. Requiere de esteatosis en mas del 5% de los hepatocitos. Es posible
diferenciar diferentes patrones de acumulacion lipidica intracelular (microvesicular
y macrovesicular) y distintos patrones de distribucion, siendo la zona 1 la que rodea
el espacio porta y la zona 3 la que rodea a las vénulas hepaticas.

» NASH. Se observan areas de lesion que incluyen esteatosis, inflamaciéon (con
presencia de células Kupffer e infiltracion de macrofagos, linfocitos, neutréfilos y
eosinofilos) y ballooning, con o sin fibrosis. En adultos, estas areas habitualmente
presentan un patron de distribucion en la zona 3. El ballooning se muestra como
células hinchadas con una o varias vesiculas lipidicas de gran tamafio que en muchos
casos contendran cuerpos de Mallory-Denk. La presencia de ballooning celular es
clave para para el diagndstico de NASH (12, 13).

A pesar de ser ampliamente utilizada, la diagnosis basada en estudio histoldgico esta sujeta
al caracter invasivo de las biopsias hepaticas y presenta limitaciones como la variabilidad en
obtencion de muestras y la variabilidad intra- e inter- observador en la evaluacion histolégica.
Las biopsias hepéticas estdn ocasionalmente asociadas con complicaciones e incluso muerte,
siendo poco recomendable su extension a la practica clinica de rutina (14). Para minimizar este
problema, han sido desarrolladas nuevas herramientas no invasivas, orientadas especialmente
al diagndstico de pacientes con NASH de alto riesgo. Por un lado, existen técnicas especificas
como la VCTE (vibration control transcient elastography) o basadas en MRI (MRE, magnetic
resonance elastography), que proporcionan informacion sobre la rigidez hepatica (15). Por otro
lado, se han desarrollado alternativas basadas en biomarcadores presentes en sangre. Estas
incluyen mediciones directas (fragmentos de citoqueratina 18), paneles de marcadores
(Fibrotest®) o indices basados en combinaciones de parametros (como el FIB-4 y el APRI)
(16). Aunqgue individualmente su uso presenta limitaciones, la aplicacién combinada de pruebas
no invasivas se estd extendiendo para diagnosis, seguimiento de pacientes y la toma de
decisiones en la practica clinica (17-19).
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1.4. PATOGENESIS

La principal teoria que intenta explicar la progresion de NAFLD es la hipdtesis de los dos
hits o golpes, establecida en 1998. El primer hit es laacumulacion de lipidos, que genera NAFL,
la etapa menos progresiva de la enfermedad. El segundo hit viene dado por la exposicion a
citoquinas inflamatorias y es necesario para causar el dafio celular propio del NASH (20). Desde
entonces, sucesivas investigaciones han supuesto cambios muy sustanciales en esta teoria, que
para algunos autores ya se ha quedado obsoleta (21). Como veremos a continuacion, a dia de
hoy es ampliamente aceptado que el primer hit de esteatosis si que puede generar estrés celular
directo (lipotoxicidad), y que el segundo hit es fruto de una compleja relacion entre mecanismos
celulares como el estrés del RE (reticulo endoplasmaético) y el estrés oxidativo, generando dafio
celular y apoptosis responsables del ballooning, inflamacion y fibrosis caracteristicos de etapas
avanzadas de NAFLD (21). Ademaés, los mecanismos desencadenantes de la enfermedad
parecen ser bastante heterogéneos, asi como las manifestaciones clinicas (22). Esta variedad de
mecanismos moleculares presenta sin embargo un punto en comdn: la incapacidad del higado
para manejar los sustratos energéticos principales, lipidos y glacidos, lo que desencadena
toxicidad. Por tanto, es clave entender el origen y destino de los lipidos en los hepatocitos para
entender las bases de NAFLD.

1.4.1. Homeostasis lipidica en el higado

Los lipidos constituyen un grupo amplio de moléculas diversas, desde ceras hasta esteroles.
En este capitulo, nos referiremos a &cidos grasos y derivados, a menos que se indique de otro
modo.

1.41.1. Aporte de lipidos

El higado es esencial para el mantenimiento de la homeostasis de lipidos del organismo. El
contenido lipidico de este érgano esta regulado por la interaccion entre liberacion de lipidos
hacia el higado y la sintesis, captacién, oxidacion y secrecion de lipidos hepaticos, como se
representa en la Figura 1. Las principales fuentes de lipidos son la captacion desde la sangre
desde el tejido adiposo y el aporte directo de la dieta, asi como la lipogénesis de novo (DNL,
de novo lipogenesis).

1.4.1.1.1. Captacion desde la sangre

En el tejido adiposo, la lipolisis de triglicéridos en los adipocitos implica la liberacion de
acidos grasos a la sangre, que seran posteriormente captados por el higado. El proceso de
lipolisis esta altamente regulado por sefiales hormonales, entre las que destaca la insulina, con
un potente efecto antilipolitico inhibiendo la actividad de la lipasa de triglicéridos del adipocito
ATGL (adipose triglyceride lipase) y la lipasa sensible a hormonas HSL (hormone-sensitive
lipase). De este modo, la resistencia a insulina del tejido adiposo asociada a obesidad conlleva
un incremento de la tasa basal de lipdlisis y liberacion de acidos grasos (23). Una vez en la
sangre, la captacion de &cidos grasos por el higado esta mediada por proteinas de la familia
FATP (fatty acid transport proteins, especialmente isoformas 2 y 5), CD36 (cluster of
differenciation 36) y caveolinas localizadas en la membrana plasmatica del hepatocito (Figura
1). La expresion/localizacion celular de estos transportadores parece ser dependiente de la
severidad y subtipos de NAFLD.
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Otra fuente de lipidos para el higado es aportada por particulas lipoproteicas procedentes
de la dieta o bien de sintesis enddgena. En el primer caso, la incorporacion directa de lipidos de
la dieta a través de remanentes de quilimicrones puede suponer hasta un 15% de triglicéridos
hepéticos, sin embargo no esta claro en qué medida el proceso esta alterado en pacientes con
NAFLD (24, 25). En el segundo caso, se trata de remanentes de VLDL (very low-density
lipoprotein) que vuelven al higado. Curiosamente, el papel de la enzima LPL (lipoprotein
lipase) hepatica, poco relevante en este dérgano en condiciones fisiologicas, experimenta un
aumento con el grado de esteatosis en NAFL. La LPL es responsable de la hidrdlisis y captacion
de triglicéridos y necesita apopoproteina Cll como cofactor, presente en particulas lipoproteicas
maduras pero no en remanentes, por tanto este incremento aberrante es indicativa de cierta
capacidad hepatica para captar acidos grasos desde los quilomicrones y VLDL maduros y
contribuir a la esteatosis (26-28).

1.4.1.1.2. Lipogénesis de novo

La segunda mayor fuente de lipidos en el higado es la sintesis de novo (DNL, de novo
lipogenesis) a partir de acetil-CoA (Figura 1). Este acetil-CoA procede del piruvato generado
partiendo de glucosa, fructosa y algunos aminoacidos, o bien de la -oxidacion, que se explicara
mas adelante. En ambos casos, el acetil-CoA debera ser transportado previamente desde la
matriz mitocondrial hasta el citoplasma siguiendo el mecanismo de lanzadera malato-citrato
(29).

El acetil-CoA citoplasmatico, en un primer paso, es transformado en malonil-CoA por la
enzima ACC (acetyl-CoA carboxylase). Esta reaccion es la etapa limitante y estas dos
biomoléculas, los mondémeros en el proceso de DNL. De hecho, la enzima ACC esté altamente
regulada a varios niveles (transcripcionalmente, alostéricamente, etc) y por diferentes sefiales
(por ejemplo, metabolitos intermedios), como se explicard mas adelante en este capitulo.

En el siguiente paso de la DNL, el complejo multienziméatico FAS (fatty acid synthase)
ancla acetil-CoA y malonil-CoA a un componente de su estructura conocido como ACP (acyl
carrier protein). A continuacion, FAS afiadira secuencialmente moléculas de acetil-CoA sobre
un esqueleto carbonado originado a partir de malonil-CoA mediante series de reacciones en
cadena: condensacion, reduccion, deshidratacion y reduccion. En cada ciclo, la cadena de
acidos grasos se extiende dos carbonos y consume dos moléculas de NADPH+H* (29).

Por ultimo, tras una reaccion de tiolisis que permite la separacion entre el &cido graso
sintetizado y el ACP de la enzima FAS, se obtiene el producto de esta serie de ciclos,
principalmente el &cido palmitico (16:0) y minoritariamente &cido miristico (14:0) y esteérico
(18:0). A partir de estos productos, por elongacion se generan especies de acidos grasos de
cadenas mas largas en el RE, y en menor medida en la mitocondria. Junto con la elongacion, la
desaturacion de acidos grasos por accion de las enzimas desaturasas (como la SCD1, stearoyl-
CoA desaturase 1) en el RE permite una amplia gama de &cidos grasos complejos existentes
gue podran integrar una gran variedad de lipidos (con excepcion de &cidos grasos esenciales
tales como los insaturados en posiciones m-6 y -3) (29, 30).

Las moléculas de &acidos grasos recién generadas por DNL, pueden formar parte de
triglicéridos, como se explicara a continuacion. Cuantitativamente, la DNL representa el 5%
del aporte de triglicéridos hepaticos en condiciones de ayuno, y aumenta postprandialmente
hasta el 23%. Sin embargo, en pacientes con NAFLD, el aporte de la DNL es elevado en ambos
contextos, sugiriendo que el proceso funciona a la maxima capacidad independientemente de

45



MARCOS FERNANDEZ FONDEVILA

la existencia de un estimulo. Esto refuerza el concepto de que la DNL contribuye al desarrollo
de NAFLD (25, 31).

1.4.1.2. Destino de los lipidos hepéticos

Una vez en el higado, los acidos grasos se encuentran eminentemente unidos a FABP1
(fatty acid-binding protein 1). La formacién de triglicéridos y su acumulacion en vesiculas
lipidicas o exporte a traves de la sangre, asi como la beta oxidacion (B-oxidacion), constituyen
los principales destinos de los acidos grasos.

1.4.1.2.1. Sintesis de triglicéridos: acumulacién y exporte a otros tejidos

Los acidos grasos hepaticos pueden ser activados por union a CoA y a continuacion
esterificados secuencialmente sobre una molécula de glicerol-3-P formando sucesivamente
monoacilglicéridos, diacilglicéridos y triglicéridos. El primer paso y ademas limitante es el
mediado por enzimas GPAT (glycerol-3-phosphate acyltransferase), para ser posteriormente
metabolizado por las enzimas AGPAT (acylglycerolphosphate acyltransferase), PAP
(phosphatidic acid phosphatase) y DGAT (diglyceride acyltransferase).

Los triglicéridos recién sintetizados se almacenaran intracelularmente en vesiculas
lipidicas, caracteristicas de NAFLD, o se exportaran a la sangre formando particulas VLDL
(Figura 1). Las VLDL se sintetizan en el RE, donde la apopoproteina apoB100 es lipidada por
la MTTP (microsomal triglyceride transfer protein) y transferida al aparato de Golgi, siendo
lipidada de nuevo. Las VLDL cargadas de triglicéridos son secretadas entonces a la sangre y
maduran por adquisicion de ésteres de colesteril y apoproteinas (incluyendo ApoE) desde las
HDL (high-density lipotrotein). Sus triglicéridos se hidrolizan y se liberan progresivamente por
la LPL en los tejidos periféricos, y esto proporciona remanentes de VLDL, recaptados por el
higado, y en menor medida forman IDL (intermediate-density lipoprotein) y LDL (low-density
lipoprotein). Alcanzado este ultimo estadio, la particula lipoproteica se ha desprendido de la
inmensa mayoria de los triglicéridos (asi como de las apoproteinas, exceptuando ApoB100).
Diferentes estudios muestran que en NAFL, la sintesis de apoB100 y MTTP est4 aumentada,
asi como la secrecion de VLDL (32, 33). Esta se pierde durante la progresion a NASH, donde
se encuentran inhibidas (34, 35). De este modo, la disminucion del exporte de lipidos en NASH
agrava la esteatosis hepatica y promueve la progresion de la enfermedad.

1.4.1.2.2. Oxidacion de acidos grasos

El segundo principal destino de los &cidos grasos hepaticos es el catabolismo. La B-
oxidacion mitocondrial (Figura 1) se erige cuantitativamente como la principal ruta oxidativa
de &cidos grasos, aunque existen otras que pueden adquirir relevancia en ciertos contextos,
como se explicara mas adelante en el texto (36).

Para que la 3-oxidacion se produzca, en primer lugar, los acidos grasos son activados en el
citoplasma por la ACS (acyl-CoA synthetase) generando acil-CoA grasos. A continuacion, los
acil-CoA grasos de cadena media son transportados a la matriz mitocondrial mediante un
sistema lanzadera de carnitina, que involucra a CPT1A (carnitine palmitoyltransferase 1
isoform A — hepatica-), CACT (carnitine-acylcarnitine translocase) y CPT2 (carnitine
palmitoyltransferase 2). Los acil-CoA grasos de cadena corta son transportados a través de las
membranas directamente sin necesidad de sistema lanzadera.
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Figura 1. Metabolismo lipidico en el higado. Esquema general de las principales vias de oxidacion y
sintesis de lipidos en los hepatocitos, asi como captacion y secrecion. Fuente: elaboracion propia.
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Una vez en la matriz mitocondrial, los acil-CoA grasos seran sometidos a sucesivas series
de reacciones enzimaticas de oxidacion, hidratacion, oxidacion vy tiolisis, que se repiten hasta
que la molécula de acido graso se consume por completo. En la primera reaccion, el acil-CoA
graso es oxidado por la enzima ACAD (acyl-CoA dehydrogenase), que presenta isoformas
especificas dependiendo de la longitud del &cido graso, liberando FADH; (flavin adenine
dinucleotide, reduced form) (37). La segunda reaccion consiste en una hidratacion por parte de
la enzima ECH (enoyl-CoA hidratase). La tercera reaccion es una oxidacion catalizada por la
enzima HAD (hydroxyacyl-CoA dehydrogenase) que produce NADH+H™ (nicotinamide
adenine dinucleotide, reduced form) y la cuarta reaccién es una tidlisis que libera acetil-CoA.
Por tanto, en cada ciclo, la cadena de &cidos grasos se acorta dos carbonos y genera una
molécula de acetil-CoA, una molécula de FADH. y una molécula de NADH+H".
Alternativamente, si los acidos grasos son de cadena impar, el paso final produce propionil-
CoA, de 3 carbonos, que puede convertirse en succinil-CoA liberando FADH2 y NADH+H*
adicionales. Ademas, la presencia de insaturaciones ralentiza el proceso, ya que éstas deben
adquirir configuracion trans para ser reconocidas por las enzimas de la B-oxidacion y dan lugar
a derivados de 4&cidos grasos diferentes de acetil-CoA que deben ser adicionalmente
metabolizados (36).

Independientemente de la naturaleza de los acidos grasos que hayan sido oxidados, los
productos de B-oxidacion, es decir, acetil-CoA y las coenzimas FADH2; y NADH+H", pueden
respectivamente oxidarse completamente en el ciclo de Krebs o participar directamente en la
fosforilacion oxidativa como dadores de electrones en la cadena de transporte de electrones.
Por tanto, queda de manifiesto que el objetivo fundamental de la B-oxidacién mitocondrial del
higado es la obtencidn de energia en los hepatocitos. Otra funcion es la produccion de cuerpos
cetonicos, que son exportados a la circulacion y proporcionan sustratos energéticos a tejidos
extrahepaticos durante el ayuno, aunque este papel queda fuera del interés de la presente tesis.

Los acidos grasos de cadena muy larga (24 carbonos o mas) y aquellos de cadena
ramificada no pueden emplear el sistema lanzadera de carnitina y son sometidos a f-oxidacion
perixosomal. Las enzimas de esta ruta son diferentes a la de la analoga mitoncondrial, actuando
en los dos primeros pasos el transportador ABCD1 (ATP-binding cassette transporter subfamily
D member 1) y la enzima ACOX1 (acyl-CoA oxidase 1, isoforma peroxisomal). Una vez el
acil-CoA graso se acorta hasta una longitud media (6-12 carbonos), se esterifica con carnitina
y sale por difusion al citoplasma, pudiendo acceder ya a la lanzadera de carnitina y a la -
oxidacion mitocondrial. El acetil-CoA generado accede a la mitocondria para ser incluido en el
Ciclo de Krebs, mientras que el FADH: recién sintetizado no pude participar en la fosforilacion
oxidativa (sino que forma H20>) (37).

Una tercera via de oxidacion de acidos grasos es la omega oxidacion (w-oxidacion), que
permite el catabolismo de &cidos grasos en el RE mediante enzimas citocromo p450 (CYP),
tales como CYP2E1 y CYP4A10 (38, 39).

En condiciones de esteatosis hepatica, en respuesta a la sobrecarga de lipidos cabria
esperar un incremento de la oxidacion de &cidos grasos a través de las rutas recién explicadas.
Sin embargo, la literatura recoge estudios en pacientes donde no se encuentran cambios (40),
donde aumenta (41), y donde ésta disminuye (42). Esto podria deberse a la diversidad de
subtipos y estadios de la enfermedad, a una compensacion entre los sistemas oxidativos, o a
una combinacién de todas ellas. Esta cuestion no esta todavia totalmente clarificada. Lo que si
esta claro es que una gran parte de los pacientes con NASH presentan una funcion mitocondrial
hepética alterada (43, 44). Cabe la posibilidad de que defectos mitocondriales subyacentes

48



INTRODUCCION

predispongan a NASH, o bien la disfuncion mitocondrial sea una simple consecuencia del estrés
celular de la enfermedad. En cualquier caso, a nivel metabolico esto se traduce en una menor
eficiencia en los sistemas de produccion de energia mitocondrial: B-oxidacion, ciclo de Krebs
y fosforilacion oxidativa en la cadena de transporte de electrones (44). Esto genera especies
reactivas de oxigeno, que reducen todavia mas la funcionalidad mitocondrial. Esto favorece la
aparicion (si existe disfuncién mitocondrial subyacente) o acelera (en caso de NAFL original)
la sobrecarga lipidica en los hepatocitos. Ante la incapacidad de la B-oxidacion mitocondrial
para lidiar con la carga oxidativa, una gran parte de los acidos grasos seran procesados por los
sistemas de B-oxidacion perixosomal y w-0xidacion, menos eficientes y que generan cantidades
considerables de especies reactivas de oxigeno o0 ROS (reactive species of oxygen), propiciando
el desarrollo de la enfermedad (45).

Una altima via que permite a los hepatocitos la oxidacion de acidos grasos independiente
de lamitocondria y las vias clasicas es la lipofagia. Se trata de un tipo de autofagia especializado
en la digestion de lipidos almacenados. La autofagia es un mecanismo de reciclaje celular que
traslada componentes celulares especificos hacia lisosomas para su degradacién. La autofagia
en general y la lipofagia de vesiculas lipidicas en los hepatocitos en particular es util en
condiciones fisioldgicas como el ayuno (46). En el contexto patologico del NAFLD, parece que
ante una esteatosis leve la lipofagia esta aumentada, mientras que en NASH su funcionalidad
estd disminuida (47-49).

1.4.1.3. Factores clave en la regulacion del metabolismo lipidico en el higado

Dada la importancia del higado en la homeostasis energética del organismo, no es de
extrafiar que el metabolismo lipidico hepatico esté estrechamente regulado a diferentes niveles.
Esto queda de manifiesto en la DNL, donde coexisten el control transcripcional de enzimas
integrales de la sintesis de acidos grasos, la disponibilidad de sustratos y la regulacion de la
localizacion y actividad enziméatica de ACC, ademas de regulacion cruzada con la f-oxidacion.

1.4.1.3.1. Regulacion transcripcional de la lipogénesis de novo

La regulacion transcripcional de la DNL tiene clasicamente dos protagonistas: SREBP1c
(sterol regulatory element binding protein 1c) y ChREBP (carbohydrate response element
binding protein). El factor de transcripcion SREPB1c inmaduro se localiza en el aparato de
Golgi, anclado a la membrana. Su corte proteolitico libera la forma activa, permitiendo su
traslocacion al nucleo, promoviendo la transcripcion de genes lipogénicos como ACC y FAS.
Esto sucede, por ejemplo, en situacion postprandial, en la que la accién de la insulina promueve
la regulacion positiva de la DNL. Por otra parte, el factor de transcripcion ChREBP se activa
por incrementos de glucosa (0 metabolistos intermediarios de la glucdlisis) hepatica. Como
resultado de su traslocacion al nucleo, transcribe genes de DNL, como ACC, y de la piruvato
kinasa, proporcionando acetil-CoA, sustrato lipogénico necesario para la accion de ACC (50).

1.4.1.3.2. Regulacion de la lipogénesis de novo por disponibilidad de sustratos

La DNL también esta sujeta a la disponibilidad de sustratos: malonil-CoA y NADPH+H".
En el primer caso, la disponibilidad de malonil CoA depende de la capacidad de ACC para
transformar el acetil-CoA disponible. Estos niveles de acetil-CoA responden eminentemente a
la actividad glucolitica. Inicialmente, el acetil-CoA se incorporara al ciclo de Krebs y solamente
cuando esta ruta no pueda hacer frente a la carga de sustrato (bien porque la tasa de produccién
glucolitica es elevada o bien porque el ciclo de Krebs esta inhibido), entonces el acetil-CoA
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estara disponible para ser utilizado en la DNL. En el segundo caso, el NADPH+H" se consume
durante la DNL, liberando NADP". Para recuperar la forma reducida de esta coenzima y
mantener la DNL en funcionamiento, se activa la ruta de las pentosas fosfato, ademas del aporte
procedente de la lanzadera malato-citrato (50).

1.4.1.3.3. Lipogénesis de novo y localizacion celular de ACC: isoformas

Como ya se ha indicado previamente, ACC cataliza la sintesis de malonil-CoA en la ruta
de DNL, proporcionando mondmeros para la sintesis de acidos grasos. La localizacion de la
enzima ACC es isoforma especifica y esto determina su accion reguladora en DNL o B-
oxidacion en el higado. Existen dos isoformas: ACCa (o ACC1) y ACCB (o ACC2). ACCa,
citosdlica, genera el malonil-CoA que sera usado por FAS para generar acido palmitico. ACCP
se localiza en la membrana mitocondrial y proporciona un incremento local de malonil-CoA
que inhibe CPT1, la enzima responsable del importe de acidos grasos hacia la mitocondria para
la B-oxidacion (51). De este modo, ratones sin ACCa en el higado presentan menor DNL y
menos lipidos hepaticos, mientras que ratones sin ACCP presentan mayor gasto energético y
menos triglicéridos hepéticos (52, 53). Esto fue corroborado usando oligonucleétidos
antisentido para silenciar especificamente ambas isoformas en el higado durante la etapa adulta
en rata: el silenciamiento de ACCo. redujo DNL (y aumento en cierta medida la f-oxidacion),
mientras que el silenciamiento de ACCP no tuvo impacto en DNL y si estimuld fuertemente la
B-oxidacion (54). Resulta Ilamativo que ratones knockout para las dos isoformas de ACC
desarrollan esteatosis en dieta estandar, mientras que su silenciamiento en la etapa adulta redujo
el NAFL inducido por dieta alta en grasa (HFD, high fat diet) en rata, sugiriendo que el modelo
genético desarrolla mecanismos compensatorios ante la ausencia de esta enzima clave para la
homeostasis energética (54, 55). En conjunto, los resultados apuntan a que estas dos isoformas
de ACC incrementan la cantidad de lipidos totales acoplando la produccién de lipidos de DNL
con la inhibicion de la B-oxidacion. En humanos con NAFLD, los niveles de expresion de
ACCa y ACCp estan aumentados (45).

1.4.1.3.4. Regulacién de la lipogénesis de novo por actividad de ACC

Ademas de ser regulada a nivel transcripcional y por su localizacién celular, la enzima
ACC es estrictamente regulada en relacion a su actividad. EI primer nivel de regulacion es la
polimerizacion (56). En estado basal, ACCa (la isoforma mas estudiada) se presenta en forma
monomeérica, enzimaticamente inactiva. La dimerizacion permite que la enzima sea funcional.
La mayor actividad de ACC se produce por polimerizacion de dimeros de ACCa. El activador
alostérico citrato, intermediario del ciclo de Krebs, induce su polimerizacion. Ese papel del
citrato sobre la DNL permite la coordinacion entre el ciclo de Krebs y la DNL: incrementos de
acetil-CoA impulsan inicialmente la actividad del ciclo de Krebs, provocando acumulacion de
los productos, que inhiben la actividad del propio ciclo. En ese punto, el citrato activa ACCa a
la vez que el acetil-CoA queda disponible para participar en la DNL. ACCa es ademas inhibida
alostéricamente por malonil-CoA y palmitoil-CoA, productos de la reaccion enzimatica de
ACC y FAS. No es de extrafiar, entonces, que muchos de los potentes farmacos inhibidores de
ACC disefiados recientemente (como GS-0976) interaccionen con sitios de union la
dimerizacion de las dos isoformas de ACC (57). Estos han mostrado su eficacia en reducir
NAFL en ratones y humanos, como se explicard mas adelante.
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Otro nivel de control de la actividad de ACC es la fosforilacion. ACCo humana es
inactivada por fosforilacion en Ser80, Ser1201 y Ser1216 por AMPK (adenine monophosphate
-AMP-activated protein kinase) y en Ser78 y Ser1201 por PKA (protein kinase A) (56). El lugar
de fosforilacion Ser80 (Ser79 en raton) ejerce el mayor impacto en su actividad (58). En ACCB,
el lugar de fosforilacion que mas regula la actividad es Ser222 (Ser212 en ratén) (59). En ambos
casos, la enzima responsable de la fosforilacion es AMPK. Ratones donde Ser79 y Ser212 han
sido sustituidas por Ala presentan mayores niveles de malonil-CoA hepatico, DNL y
acumulacién de lipidos, pero reducida B-oxidacion, demostrando la importancia de la
fosforilacion inhibitoria de AMPK sobre ACC en NAFL (58). Desafortunadamente, lo que se
conoce sobre los mecanismos y enzimas que desfosforilan ACC permanen mucho menos
estudiados, y se piensa que varias fosfatasas ubicuas podrian participar en este proceso (60, 61).

1.4.1.3.5. Regulacidn cruzada entre lipogénesis de novo y p-oxidacion

La B-oxidacion mitocondrial es un proceso metabolico altamente regulado. Ademas de
responder al estado energético de la célula, debe ejercer un control cruzado con la DNL para
evitar un ciclo fatil. Por estas razones, la B-oxidacion estd principalmente regulada por
metabolitos de la DNL como el malonil CoA y por sensores energéticos las coenzimas NAD+
y FAD y la enzima AMPK.

La tasa de B-oxidacion se encuentra sometida a la disponibilidad de sustratos: &cidos
grasos, NAD* y FAD (62). La oxidacién de acidos grasos de cadena intermedia y corta esta
limitada por la velocidad con la que pueden llegar a las mitocondrias. EI malonil-CoA, que se
acumula cuando la DNL esta activada, inhibe a CPT1A y por tanto ralentiza el importe de
acidos grasos a la matriz mitocondrial. La existencia de ACCp en la membrana mitocondrial
permite que incrementos locales de malonil-CoA ejerzan un blogueo rapido de la p-oxidacion
via CPT1A. De manerareciproca, ya se ha explicado que la B-oxidacion modula la tasa de DNL
por disponibilidad de acetil-CoA, de modo que cuando la primera ruta esta activa se deriva el
acetil-CoA hacia el ciclo de Krebs, impidiendo la activacion de la DNL. En relacion a NAD*
y FAD, la pB-oxidacién necesita ambas coenzimas para que actlen como pareja de
oxidorreduccién. Ante un estado energético de la célula elevado, ambas se encuentran como
forma reducida NADH+H" y FADH>, la forma oxidada escasea y como consecuencia la -
oxidacion se inhibe por falta de sustratos disponibles. Ante un estado energético de la célula
bajo, se promueve la B-oxidacion (36).

En otro nivel de regulacion integrada entre B-oxidacion y lipogénesis de novo se encuentra
AMPK. Como veremos a continuacion, AMPK controla la actividad y transcripcion de
diferentes dianas claves en ambas rutas metabolicas.

1.4.1.3.6. Integracion del metabolismo lipidico: AMPK

AMPK no sélo regula directamente a ACC, sino que se erige como una proteina reguladora
indispensable en el metabolismo celular y del organismo. Estructuralmente es un trimero
consistente en una subunidad catalitica (o) y dos reguladoras (B, y) que presentan lugares de
union a glucogeno (inhibiendo su actividad) y AMP/ADP/ATP (activando/activando
menos/inhibiendo), respectivamente. Existen dos isoformas de las subunidades a y B, y tres
isoformas de la subunidad vy, para todas ellas la expresion varia entre tejidos y tipos celulares y
tiene consecuencias en localizacién celular, afinidad por ciertas dianas y regulacion de su
activacion (63). En el higado, existen diferencias entre humanos y raton: mientras que los
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hepatocitos humanos expresan mayoritariamente las subunidades al, 2 y y1, en ratones las
isoformas predominantes son al y a2 (50/50%) y B1y y2 (64, 65). La actividad de AMPK esta
regulada principalmente por fosforilacion en Thr172. Esta puede estar mediada por LKB1 (liver
kinase B1; a su vez, regulada por niveles de AMP/ADP), CaMKKJp (calcium/calmodulin-
dependent protein kinase kinase beta; regulada por niveles de calcio) y TAKL1 (tumor growth
factor -TGFp- activated kinase 1; regulada por TGFf, tumor necrosis factor-TNF- e interleukin
1-IL-1-), solo por nombrar algunos.

AMPK actlla como sensor energético e integra una respuesta metabolica orquestada.
Globalmente inhibe el anabolismo lipidico y estimula su catabolismo. Sus respuestas se suelen
agrupar en acciones a corto plazo, con un impacto directo en la actividad de las enzimas diana,
y acciones a largo plazo por regulacion transcripcional.

Por accion directa, AMPK fosforila proteinas esenciales del metabolismo energético:
ACCua/p, inhibiendo DNL y fomentando la -oxidacion de acidos grasos; MCD (malonyl-CoA
decarboxylase), estimulando la reaccion inversa a la catalizada por ACC y consecuentemente
impidiendo que el malonil-CoA sea utilizado para la DNL; GPAT, inhibiendo la formacién de
triglicéridos y desviando los acidos grasos hacia la B-oxidacion; Raptor (regulatory-associated
protein of mMTOR)/MTOR (mammalian target of rapamycin), inhibiendo la sintesis de proteinas
y lipidos y activando la autofagia, HMGCR (hydroxymethylglutaryl-CoA —HMGCoA-
reductase), blogueando la sintesis de colesterol y otros esteroles; y GYS (glycogen synthase),
impidiendo la glucogenogénesis (66).

Por otro lado, AMPK regula factores de transcripcion clave implicados en las principales
rutas del metabolismo energético. Entre ellos se encuentran SREBP1c, bloqueando el programa
lipogénico, y ChREBP, inhibiendo la sintesis y exportacion de lipidos y estimulando la
glucolisis. AMPK también promueve la activacion de PGCla (peroxisome proliferator-
activated receptor -PPAR- gamma, coactivator 1 alpha), estimulando la p-oxidacién y la
biogénesis mitocondrial, y la inhibicion de PPARYy, reprimiendo la captacion y acumulacion de
lipidos (66).

En el contexto de NAFLD, resulta llamativo que la actividad de AMPK esta reducida tanto
en NAFL como en NASH en ratones (65, 67, 68). Aunque los ratones doble knockout para a1
a2 especificos de higado no desarrollan aparentemente alteraciones en la homeostasis lipidica
hepatica, si exhiben un fenotipo méas severo en modelos de NAFL y NASH inducido por dieta
(65, 67, 68). La activacion farmacoldgica de AMPK en ratones wild type o la activacion
genética en ratones con expresion de AMPKal inducible por doxiciclina disminuye el NAFL
inducido por dieta, y esto se asocia a un incremento en la 3-oxidacion y una reduccion de DNL
(65, 68). En la misma linea, ratones que expresan una forma de AMPK constitutivamente activa
en el higado suprimen el NAFL inducido por dieta (69). La activacion farmacologica de AMPK
también tiene efectos beneficiosos en ratones con NASH inducido por dieta, que se explican en
parte por la accién directa de AMPK reprimiendo la apoptosis mediada por la caspasa 6 (67).
De hecho, AMPK contribuye a las acciones de varios farmacos utilizados en el contexto de
obesidad y diabetes tipo 2, especialmente relevante es el caso de la metformina, aunque también
ejerce efectos independientes de AMPK (por ejemplo, a través de otros mecanismos AMP-
sensibles implicados en el metabolismo lipidico) (70).
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1.4.1.3.7. Otros reguladores clave del metabolismo lipidico

Ademas de enzimas como ACC y AMPK y factores de transcripcion como SREBP1c y
ChREBP, existen una gran variedad de proteinas que se han visto involucradas en la tarea de
regular el metabolismo energético y particularmente el lipidico. Muchas veces regulandose
mutuamente y formando rutas metabdlicas complejas, controlan no sélo la DNL sino también
la oxidacion de acidos grasos, la captacion y exporte de lipidos entre el higado y los tejidos
periféricos y el metabolismo de glucosa.

Entre los mas conocidos se encuentran los receptores nucleares FXR (Farnesoid X
receptor) y LXR (Liver X receptor). FXR es un receptor de acidos biliares. Su activacion
bloquea la sintesis de acidos biliares a partir de colesterol, reduciendo la absorcion de lipidos.
Ejerce, ademas, un papel inhibitorio sobre la DNL mediante represion de SREBP1c, y un papel
activador de la oxidacion de acidos grasos mediante activacion transcripcional de PPARa.
Ademas, inhibe la produccion de VLDL por silenciamiento de MTTP y activa la hidrolisis de
triglicéridos en los tejidos periféricos via LPL-APOCII (71). LXR, por su parte, promueve DNL
via SREBP1c, ChREBP e incluso activando directamente la transcripcién de enzimas como
FAS (72).

Los receptores PPARs también han sido ampliamente estudiados. PPARa es ampliamente
conocido por su papel en la oxidacion de &cidos grasos, aumentando la expresion de genes
como CPT1 (mitocondrial), ACOX1 (peroxisomal) y CYP4A10 (RE), aunque también la
captacion desde la sangre de acidos grasos (VLDLR) y triglicéridos (LPL) (73). PPARpB/3
estimula la expresion hepética de genes involucrados en 3-oxidacion via PGCla y la autofagia
via AMPK/mTOR, ademaés de inducir la produccion de HDL e inhibir la produccion de VLDL
(74, 75). PPARy estimula la captacion de lipidos mediante aumento de expresion del
transportador de &cidos grasos CD36, de LPL y de la proteina de union a acidos grasos FABP1,
y en menor medida promueve la DNL, por lo que sus acciones favorecen globalmente la
esteatosis (76).

PGC1 es un factor de transcripcion que colabora con los PPARs, aunque también exhibe
funciones independientes. Presenta dos isoformas, o y B, con funciones redundantes como
promotoras de B-oxidacion, de fosforilacion oxidativa y de biogénesis mitocondrial, asi como
en activar la respuesta antioxidante. Sin embargo, presentan funciones especificas de isoforma:
exclusivamente PGC1a promueve gluconeogénesis mientras que sélo PGC1p (en determinados
contextos) es capaz de promover la DNL y el exporte de triglicéridos hepaticos en VLDL (77).

El sistema endocannabinoide es conocido por su funcién en la regulacion del metabolismo
lipidico en un gran nimero de tejidos, incluidos el higado (78, 79). Méas adelante se explicara
en profundidad que, por ejemplo, CB1 (cannabinoid receptor 1) es un regulador positivo de la
DNL e inhibidor de B-oxidacion, o como la desregulacién de los endocannabinoides y sus
receptores altera la homeostasis lipidica en el higado.

Por ultimo, mTOR, asociado a otras proteinas formando los complejos mTORC1 y
mTORCZ2, coordina el metabolismo en respuesta a sefiales nutricionales y estrés. Promueve la
DNL mediante activacion de factores de transcripcion como SREBPIc, inhibe la autofagia
mediante represion sobre TFEB (transcription factor EB), e inhibe la oxidacién de acidos
grasos mediante represion de PPARa (80, 81).
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1.4.2. Mecanismos celulares en la progresion de NAFLD

El desequilibrio de la homeostasis lipidica hepatica conduce a NAFL. La progresion a
NASH estd marcada histolégicamente por el ballooning y la inflamacion. Estas son
manifestaciones celulares del estrés metabolico inducido por la sobrecarga lipidica. Entre los
mecanismos subyacentes se encuentra la resistencia a insulina, estrés del RE, estrés oxidativo,
lipotoxicidad, inflamacién y apoptosis.

1.4.2.1. Resistencia a insulina

La resistencia a insulina contribuye a la patogénesis de NAFLD (82). Como se ha explicado
previamente, la menor sensibilidad a insulina en el tejido adiposo conlleva incrementos en
lipolisis y liberacion de &cidos grasos. Esto promueve a su acumulacion ectopica en los tejidos
periféricos, que acelera a su vez la resistencia a insulina, dando lugar a una hiperinsulinemia
compensatoria. Por ejemplo, en el masculo esto se traduce como una reduccién en la captacion
de glucosa. Este escenario estimula enormemente las vias de obtencién de lipidos hepéticos,
especificamente la captacion desde el tejido adiposo y la DNL, esta Gltima a causa de la
sobreestimulacion de factores como SREBP-1c, y una mayor disponibilidad de sustrato (la
gluconeogénesis no estd suprimida a pesar de hiperinsulinemia) (83) Ademas, existe una
comunicacion cruzada entre tejido adiposo e higado. Sefiales del tejido adiposo, como la IL-6
o TNFa aceleran la desregulacion de la sefializacion hepatica de la insulina (84). Sefiales
hepéticas, como la DPP-4 (dipeptidyl peptidase 4), promueven a su vez la resistencia a insulina
del tejido adiposo (85). Ademas en pacientes humanos existe una correlacion positiva entre
indice HOMA (homeostatic model assessment) y NAFLD (86), y se ha comprobado que la
produccién hepética de glucosa esta progresivamente desregulada desde pacientes sanos a
NAFL y a NASH, e incluso en ausencia de diabetes tipo 2 (87).

1.4.2.2. Estrés del reticulo endoplasmatico

El RE es el organulo celular donde la mayoria de proteinas son ensambladas. Las proteinas
mal plegadas pueden acumularse en respuesta a varios tipos de estrés, como la sobrecarga de
lipidos en NAFL (88). Estas proteinas forman agregados y activan un mecanismo adaptativo
conocido como UPR (unfolded protein response). Este ejerce una respuesta orquestada para
reestablecer la homeostasis basada en arresto del ciclo celular, atenuacion de la sintesis proteica,
degradacion de proteinas asociadas al RE o ERAD (ER-associated protein degradation) e
induccion de chaperonas del RE (89). La chaperona méas conocida es BiP/GRP78 (binding
immunoglobulin protein/glucose-regulated protein 78). Como se muestra en la Figura 2, existen
tres rutas de sefializacion canonicas de proteinas sensores de estrés que se activan durante la
UPR:

» IREla (inositol requiring enzyme 1 alpha). La disociacion de GRP78 inducida por
la acumulacién de proteinas mal plegadas provoca su dimerizacion y
autofosforilacion, activando su actividad endorribonucleasa. Esta escinde el ARNm
de XBP1 (X-box binding protein 1), activador transcripcional de chaperonas del RE
y de genes implicados en ERAD. En esta ruta tambien es activada JNK (c-Jun N-
terminal kinase), que en condiciones de estrés del RE crénico induce apoptosis.

» PERK (PKR-like ER kinase) Una vez liberada de GRP78, se activada por
autofosforilazion y oligomerizacion, fosforila a EIF2a (eukaryotic translation
initiation factor 2 alpha), desencadenando una reduccion global de la traducion de
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proteinas, pero también induciendo la expresion de ATF4 (activating transcription
factor 4) y CHOP (CCAAT enhancer binding protein -C/EBP- homologous protein),
que promueve la produccion de chaperonas del RE y factores implicados en ERAD
y promueve la reanudacion de la sintesis proteica.

» ATF6 (activating transcription factor 6). La disociacion de GPR78 implica su
traslado al aparato de Golgi, donde es escindida y activada para la promocion
transcripcional de genes, sola o asociada a la forma escindida de XBP1 (XBP1s,
XBP1-spliced), estimulando la expresion de chaperonas del RE y proteinas de
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Figura 2. Estrés del reticulo endoplasmatico (RE). Esquema general de las vias canonicas de
sefalizacion activadas en respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). Fuente: elaboracion propia.
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Disrupciones en cualquiera de estas tres rutas de sefializacion promueve NAFLD en ratones
(89). En algunos casos, se ha demostrado que este fenotipo obedece a accion transcripcional
directa, con es el caso de XBP1 sobre genes de DNL, mientras que en otros casos la disfuncion
del ER impide la correcta produccion de VLDL (90, 91). Queda de manifiesto, por tanto, que
la acumulacion de lipidos y el estrés de RE se activan mutuamente en un circulo vicioso,
aumentando el estrés celular y agravando el NAFLD. Consecuentemente, los niveles de
expresion de estos factores de respuesta a estrés del RE estdn incrementadas in vivo en
diferentes modelos de NAFL y NASH, in vitro ante exposicion a acidos grasos y en un grado
variable en biopsias humanas de pacientes con NAFL y NASH (89, 92).

1.4.2.3. Estrés oxidativo

La principal fuente de estrés oxidativo en los hepatocitos es la oxidacion de &cidos grasos.
Como ya se ha explicado previamente, en condiciones fisioldgicas normales la B-oxidacion
mitocondrial ejerce mayoritariamente esta funcién. En NAFL, las antes rutas minoritarias p-
oxidacion perixosomal y la w-oxidacion del RE asumen un rol protagonista, y son responsables
de una mayor produccion de ROS. Durante la inflamacién, los macrofagos activados también
suponen una fuente muy relevante de ROS, frecuentemente por accion de la enzima NADPH
oxidasa (93). Esta generacion mantenida de ROS no podré ser eficazmente neutralizada por el
sistema antioxidante de la célula, y este desequilibrio se conoce como estrés oxidativo. Este
estrés oxidativo alterara la integridad mitocondrial, reduciendo el rendimiento de sus procesos
oxidativos (oxidacién incompleta de acidos grasos, desacoplamiento de la cadena de transporte
de electrones, etc) y generando méas ROS. También desencadenara la peroxidacion de lipidos,
extendidiendo la accion del estrés oxidativo en organulos como el RE y causando muerte celular
(43, 94). Entre los productos més estudiados derivados de la peroxidacion lipidica se encuentra
el MDA (malondialdehyde) y el 4-HNE (4-hydroxy-2-nonenal). VVarios estudios han encontrado
estos y otros marcadores de estrés oxidativo aumentados en el higado de pacientes con NASH,
en comparacion con NAFL y sin NAFLD (87, 95, 96).

1.4.2.4. Lipotoxicidad

La lipotoxicidad es la disfuncion celular inducida por lipidos. Ademas de la aparicion de
productos de peroxidacion lipidica, la abundancia relativa de especies lipidicas en el higado
varia en la progresion de NAFL a NASH. Este desequilibrio provoca que algunos lipidos
ejerzan efectos lipotdxicos. Aunque a priori los triglicéridos serian los principales candidatos a
mediar estos efectos, diferentes publicaciones apuntan a que otras especies lipidicas también
son responsables. Entre los lipidos lipotoxicos se encuentran ciertos acidos grasos,
esfingolipidos vy el colesterol libre, solo por nombrar algunos. La sobrecarga de acidos grasos
insaturados reduce la acumulacion de triglicéridos pero induce apoptosis en los hepatocitos de
raton (97). La produccion de esfingolipidos, en particular ceramidas, esta aumentada en
pacientes con NAFLD, agrava la resistencia a insulina y su inhibicion reduce el dafio hepatico
inducido por dieta en ratones (98-100). EIl colesterol libre esta aumentado progresivamente
desde NAFL hacia NASH en pacientes humanos, y sensibiliza frente a apoptosis inducida por
TNF en ratones en el contexto de NASH (101, 102). Estudios recientes proporcionan
informacion de otros lipidos con expresion diferencial entre NAFL y NASH. Estos son
candidatos a ejercer efectos lipotdxicos ademas de ser utilizados potencialmente en aplicacion
diagndstica (22).
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1.4.25. Inflamacién

La inflamacion es una respuesta fisiologica a una lesion tisular o infeccion que lleva a la
secrecion de mediadores inflamatorios, como citocinas e eicosanoides, que coordinan la
respuesta de defensa y reparacion. La persistencia de la actividad inflamatoria en el tiempo
resulta en cambios inflamatorios crénicos que agravan el dafio del tejido, en el contexto de
NAFLD, desarrollando NASH. La fuente desencadenante de la inflamacién en NAFLD puede
ser extrahepética o proceder del higado. En el primer caso, la secrecién de citocinas por parte
de macrofagos en el tejido adiposo en condiciones de obesidad tiene un efecto quimiotactico,
provocando la infiltracién de macrofagos al higado (103). También el intestino, que manifiesta
dishiosis en respuesta a estrés metabolico alterando la barrera intestinal, produce sefiales
microbianas que inducen inflamacion hepatica (104). Tanto es asi que existe una correlacion
entre la abundancia de algunas especies bacterianas y la severidad del NASH en humanos (105).
En el segundo caso, el estrés celular es generado por una gran variedad de procesos, como el
estrés oxidativo, estrés del RE y lipotoxicidad, que ya se ha explicado previamente. En ambos
casos, se desencadena la activacion del sistema inmune innato (106).

Durante el desarrollo de NASH, las células Kupffer hepaticas secretan factores como TNFa
y CCL2 (C-C motif chemokine ligand 2), atrayendo monocitos por quimiotaxis (107, 108).
Estos monocitos, una vez convertidos en macréfagos infiltrados en el higado y con fenotipo
proinflamatorio, producen TNFa, IL-6, TGFp e IL-1p, entre otros, amplificando las sefiales
proinflamatorias preexistentes (109, 110). TNFo, ademas de reclutar células inflamatorias,
activa cascadas de sefalizacion intracelulares que desencadenan resistencia a insulina y
apoptosis en hepatocitos y la supervivencia celular en células estelares hepaticas (HSCs, hepatic
stellate cells) (111, 112). TNFa e IL-6 son capaces de activar la via de ASK1 (apoptosis signal-
regulating kinase 1)/JNK que bloquea la acciéon de PPARa Yy retroalimenta la produccion de
citocias proinflamatorias (113). IL-6 es capaz de inducir resistencia a insulina y agrava el estrés
oxidativo y apoptosis en modelos de NASH (114, 115). Curiosamente, la induccion de HCC
por HFD y DEN (diethylnitrosamine) en ratones (modelo de progresion NASH-
hepatocarcinoma) es dependiente de IL-6 y TNFa (116). TGFP es secretado por macréfagos y
HSCs (y en menor medida, en hepatocitos expuestos a TNFa), promoviendo la apoptosis en
los hepatocitos y mediando la activacion de las HSCs y la fibrogénesis, como se explicara mas
adelante (117, 118).

1.4.2.6. Apoptosis

La combinacidn de los maltiples insultos inductores de dafio celular activa rutas de muerte
celular. Esta ocurre en forma de muerte celular programada (apoptosis pricipalemnte, aunque
nuevas evidencias muestran la existencia de otros tipos) o accidental (necrosis). Todos ellos
implican la rotura de los componentes celulares.

La apoptosis es un proceso de muerte celular altamente regulado y una caracteristica
morfolégica de NASH (19). Se ejecuta por dos vias de sefializacion celular: la via intrinseca,
por mecanismos de dafio de membranas (del RE, de la mitocondria, etc); y la extrinseca,
mediada por receptores de superficie de membrana celular. En la via extrinseca destaca TNFR1
(tumor necrosis factor receptor 1) y TRAIL-Rs (TNF related apoptosis inducing ligand
receptors), activados por acidos grasos y TNFa, y aumentados en pacientes con NASH (119,
120). En ambas vias, la activacion de las rutas desencadena una cascada de sefializacion que
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lleva a la activacion por escision de las caspasas iniciadoras (por ejemplo, caspasa 8 en la via
extrinseca y caspasas 2 y 9 en la intrinseca), que finalmente derivara en la activacion por
escision de las caspasas ejecutoras (caspasa 3 y 7 principalmente) que coordinan la
condensacion y colapso de la célula, quedando auto-englobadas en estructuras Ilamadas cuerpos
apoptoticos (121). La importancia de las caspasas ejecutoras en el desarrollo de NASH queda
de manifiesto en el fenotipo del raton knockout para la caspasa 3 en NASH inducido por dieta,
mostrando reducidos depositos de colageno y niveles de citocitas inflamatorias, pero sin
disminucion en esteatosis (122). Las formas cortadas de las caspasas 3 y 7 estan presentes en el
higado de pacientes con NASH (120).

Por otro lado, la necrosis es un proceso de muerte celular no programada en la que se lisan
las membranas celulares y el ndcleo en respuesta al agotamiento de ATP. Tanto apoptosis como
necrosis podrian representar los dos finales extremos del espectro frente a un mismo evento
desencadenante (123).

Por ultimo, nuevos tipos de muerte celular estan comenzado a ser estudiados en el contexto
de NASH. Es el caso de la piroptosis, muerte celular inducida por NLRP3 (NLR family pyrin
domain containing protein 3) inflamasoma y los receptores TLRs (toll-like receptors),
promoviendo que la caspasa 1, activadora de IL-1B, medie una respuesta de muerte celular
rpida con rotura de membrana plasmatica y liberando productos proinflamatorios (124).
También el caso de la necroptosis, que ejecuta muerte celular programada independiente de
caspasas y dependiente de la kinasa RIPK3 (receptor interacting serine/threonine protein
kinase 3). Esta proteina, aumentada en pacientes con NASH, contribuye en raton a los efectos
inflamatorios, fibréticos y de muerte celular en NASH inducido por dieta (125).

1.4.2.7. Fibrosis

El dafio hepatico mantenido puede activar repuestas fibrogénicas y conducir a fibrosis y
cirrosis. La fibrosis es la formacion y depdsito de componentes de la matriz extracelular (ECM,
extracelular matrix), resultando en la alteracion de la arquitectura hepética y actividad
normales. En NAFLD, la fibrosis es clave para la progresion de NAFL a NASH. Es un proceso
que se desarrolla en el marco de varios afios/ décadas, pudiendo progresar a cirrosis. Esta se
caracteriza por la alteracién de la vasculatura hepatica y gruesos septos fibréoticos que rodean a
nédulos regenerativos (126).

El proceso de fibrogénesis empieza con la transdiferenciacion (mas comuinmente,
activacion) de miofibroblastos. Estos miofibroblastos son la fuente del exceso de matriz
extracelular, como colageno tipo 1 y 111 y otras proteinas del tejido fibrotico. Factores paracrinos
como TGFp, PDGF (platelet-derived-growth factor) y CTGF (connective tissue growth factor),
junto con citocinas, activan las rutas de proliferacion, migracion, sintesis de proteinas de ECM
y contractilidad que promueven la transformacion de precursores mesequimaticos en
miofibroblastos fibrogénicos. Una vez activos, bucles de retroalimentacion positiva perpetiian
su activacion (127).

1.4.2.7.1. Células estelares hepaticas

Las HSCs son las células mesenquimaticas residentes precursoras de la mayoria de los
miofibroblastos. En condiciones fisiol6gicas normales, las HSCs quiescentes, acumuladoras de
vesiculas de vitamina A, residen en el espacio subendotelial entre la superficie basolateral de
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los hepatocitos y la capa de células endoteliales sinusoidales (espacio de Disse). Esta zona de
tejido conectivo es donde se produce el intercambio de biomoléculas entre la sangre portal
procedente del tracto gastrointestinal y los hepatocitos, asi como la comunicacion entre células
via mediadores solubles. En el higado fibrogénico, las células HSCs quiescentes se activan y
las moléculas de ECM secretadas se acumulan y forman cicatrices en el espacio de Disse que
lleva a la capilarizacion sinusoidal. Durante esta activacion, las HSCs adquieren capacidad
proliferativa, liberan citocinas y pierden sus caracteristicas vesiculas de vitamina A (127). Entre
los marcadores de HSCs estan la proteina aSMA (alpha-smooth muscle actin; es habitual
encontrar el uso del termino ACTA2 —actin alpha 2- para referirse al gen que la codifica),
GFAP (glial fibrillary acidic protein) y PDGFRP (PDGF receptor beta) (128). Otras células
mesenguimaticas residentes e incluso fibrocitos infiltrados desde la médula dsea pueden actuar
COMO precursoras, aungue parecen ser minoritarias y su contribucion a la fibrogénesis en NASH
no es conocida (129).

1.4.2.7.2. Eventos extracelulares de activacion de células estelares hepéaticas

La activacion de las HSCs puede ser inducida por una variedad de sefiales desde el propio
higado inflamado/dafiado o por factores extrahepaticos. A nivel celular, las sefiales
desencadenantes proceden mayoritariamente de hepatocitos, otras HSCs y células
inflamatorias.

Los hepatocitos, como hemos explicado previamente, son las dianas de los agentes que
producen dafio hepatico en NASH. Consecuencia de ello, la muerte celular de los hepatocitos
liberard ROS, citocinas y cuerpos apoptéticos, entre otros, que estimularan las vias de
activacion de las HSCs. Asi, la inhibicion farmacologica de las enzimas generadoras de ROS
como NOX1 (NADPH oxidase 1) reduce los depo6sitos de ECM en modelos fibréticos de raton,
algo similar a lo observado con los inhibidores de la apoptosis (130, 131).

Los macrofagos ejercen acciones profibroticas, aunque la existencia de subgrupos
heterogéneos hace dificil la generalizacidn. Las células Kupffer amplifican las sefiales de dafio
hepéatico de los hepatocitos, secretando factores como CCL2 que reclutan macrégafos no
residentes. En etapas de NASH mas avanzadas, parece que la actividad de estos Gltimos es la
dominante, eliminando los crecientes restos celulares y cuerpos apopt6ticos y produciendo en
consecuencia gran cantidad de ROS y secretando factores como TGFp y PDGF (132).

Por dltimo, sefiales extrahepaticas pueden contribuir a la activacion de HSCs. Es
especialmente interesante el caso de la disbiosis intestinal. Dietas como la occidental inducen
la aparicién de especies bacterianas que aceleran la activacion de HSCs en modelos de fibrosis
en raton. No so6lo eso, sino que el trasplante de microbioma profibrogénico en ratones
alimentados con dieta estdndar agrava la fibrosis inducida por tetracloruro de carbono y ligadura
del conducto biliar (BDL, bile duct ligation) (133).

Una vez estos mecanismos de iniciacion de la fibrosis han activado las HSCs, estas
depositan progresivamente proteinas de ECM en el espacio de Disse, aumentando la densidad
y rigidez de la ECM. Estos cambios en las propiedades fisicas de la ECM activan
mecanicamente las HSCs (134). La expansion de ECM también facilita la retencion de factores
activadores de HSCs (135).
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1.4.2.7.3. Alteraciones moleculares en las células estelares hepaticas activadas

Las HSCs activadas perpettan su activacion a través de diversas vias de sefializacion. Las
mas estudiadas son:

>

TGFp. Las HSCs activadas secretan TGFp, asi como los macrofagos, plaquetas y
colangiocitos. TGFp se une y activa los receptores TGFBRI, TGFBRII y TGFBRIII,
desencadenando una cascada de sefializacion que activan a proteinas de la familia
SMAD vy regulando la expresion génica de factores de la ECM. La ruta de
sefializacion de TGFp esta altamente regulada a varios niveles: a nivel de ligando,
con enzimas que impiden su unién a LAP (latency associated protein) y enzimas
que degradan la ECM como MMPs (matrix metallopeptidases); a nivel de receptor,
la internalizacion del receptor mediada por clatrinas permite la propagacion de la
sefial, pero si es mediada por caveolinas, los receptores serdn ubiquinizados y
degradados; y a nivel transcripcional, uniéndose a los complejos SMAD o a sus
dianas transcripcionales (136-138).

PDGF. Esta citocina proinflamatoria producida por plaquetas y macréfagos activa
via de las MAPKSs (extracelular signal-regulated kinases) (139). La expresion de
su receptor PDGFRf aumenta durante la iniciacidon de la activacion de HSCs y
media sus efectos proliferativos (es el mitdgeno mas potente conocido de HSCs) y
de activacion, ademas es un potente quimiotactico y angiogénico (140).

CTGF. Juega un papel profibrético actuando directamente o como cofactor de
TGFB. De hecho, el silenciamiento de CTGF suprime la fibrogénesis inducida por
tetracloruro de carbono (141).

Receptores cannabinoides. Multitud de estudios recogen la desregulaciéon del
sistema endocannabinoide en condiciones de fibrosis hepatica. De hecho, la
activacion del receptor CB1 y la inactivacion del receptor CB2 (cannabinoid
receptor 2) promueven un fenotipo profibrogénico en HSCs, como se ha observado
in vivo e in vitro (78). Este apartado sera desarrollando mas adelante.

FXRs. La sefializacion de FXR, activada por &cidos biliares, reduce el dafio celular
en hepatocitos, mejorando indirectamente la fibrosis en pacientes con NASH (142).
Sin embargo, se sabe mucho menos sobre sus efectos directos sobre HSCs. Su nivel
de expresion y su respuesta a acidos biliares es baja, pero restringe la contractilidad
de HSCs in vitro y la hipertension portal in vivo (143).

PPARs. PPARYy ha sido el mas estudiado como potencial diana antifibrogénica. Por
ejemplo, se ha visto que su aumento en HSCs activadas suprime los efectos
angiogénicos mediados por PDGFRp y los fibrogénicos mediados por TGFp in
vitro (144, 145).

CCR5 (C-C chemokine receptor type 5). La sefializacion mediada por CCR5
promueve la proliferacion y migracién de HSCs. La deficiencia en CCR5 o su
inhibicidn farmacoldgica protegen frente a la fibrosis en modelos de raton (108).
Otros factores como el patron de metilacion y desregulacion de los ARN no
codificantes han sido involucrados en la activacion de HSCs (127).

1.4.2.7.4. Cambios metabdlicos durante la activacion de célula estelares hepaticas

La activacion de las HSCs implica la transicion de un estado metabélico quiescente a un
fenotipo proliferativo, fibrogénico y migratorio. Las sefiales y rutas metabodlicas recién
explicadas tienen un profundo impacto en el metabolismo de las células, adaptandose a la
demanda energética creciente.
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Las HSCs activadas in vitro expresan mayores niveles de proteinas glucoliticas, incluyendo
HK2 (hexokinase 2), PKM2 (pyruvate kinase M2) y GLUT1 (glucose transporter 1), y menores
niveles de enzimas gluconeogénicas como PCK1 (phosphoenolpyruvate carboxykinase 1) y
FBP1 (fructose biphosphatase 1) (146). También la glutaminolisis parece jugar un papel
importante en el proceso de activacion. HSCs activadas in vitro e in vivo aumentaron el
consumo de glutamina, los niveles de expresion de GLS (glutaminase) y GLUDL1 (glutamate
dehydrogenase), y su inhibicion reduce la proliferacion y produccion de colageno (147). El a-
cetoglutarato resultante de la glutaminolisis pasara a integrarse como intermediario en ciclo de
Krebs. Otro de estos intermediarios, el succinato, que parece tener un efecto inductor de
activacion de HSCs (148).

El metabolismo lipidico de las HSCs activadas también sufre una transformacion. Las
células HSCs quiescentes presentan grandes vesiculas lipidicas distribuidas en torno al nucleo.
Estas vesiculas constan principalmente de vitamina A. Se ha descrito que, durante la activacion,
las gotas lipidicas de vitamina A desaparecen, dado lugar transitoriamente a otras mas dispersas
y pequefias, abundantes en triglicéridos ricos en acidos grasos insaturados y situadas en la
periferia del citoplasma celular, para luego desaparecer (149) . En HSCs de rata, la accién de
DGAT contribuye a formar este segundo tipo de vesiculas, y ATGL a degradarlas, aunque la
inhibicion de ambas tiene efectos modestos en activacion de HSCs y los resultados no son
reproducibles en HSCs activadas de raton (150). También se piensa que la activacion de la DNL
promueve la quiescencia de las HSCs. Esta idea se sustenta en dos observaciones. Por un lado,
la expresion de SREPBI1c esta reducida en HSCs activadas (151, 152). Por otro, la exposicion
de HSCs a cdcteles adipogénicos induce quiescencia y aumento de incorporacion de acetato a
palmitato en HSCs de rata (152). Contrariamente, una investigacion reciente mostré que los
niveles de ARNm y proteina de ACCa, asi como la cantidad de lipidos totales, estdn aumentadas
en la linea de células estelares humanas LX-2 activadas (153). La ausencia de mediciones
directas de la actividad de DNL y de ensayos mas profundos de ganancia y pérdida de funcion
de genes de enzimas clave en esta ruta metabolica, asi como su validacion in vivo, restringe la
interpretacion de los escasos datos de los que se dispone actualmente.

Con respecto a la oxidacion de &cidos grasos, ensayos funcionales muestran una mayor tasa
de oxidacion de &cido palmitico tras activacion en células LX-2 (153). La expresion de ACCpB
esta totalmente silenciada tras la activacion de HSCs in vitro (153). El tratamiento con etomoxir,
inhibidor de CPT1 (y por tanto, de B-oxidacion), disminuye la activacion de HSCs (154).
Ademas, la autofagia, que puede proporcionar acidos grasos para la B-oxidacion, se ha visto
aumentada en HSCs en fibrosis. La inhibicion de la autofagia suprime activacion y proliferacion
de HSCs de raton in vitro y su silenciamiento HSC-especifico reduce la fibrosis inducida por
tetracloruro de carbono in vivo (154). El estrés del ER podria contribuir a la activacion de HSCs,
induciendo la autofagia a través de IRE1a, e induciendo la activacion de la ruta de sefializacion
de TGFp a través de PERK (155, 156).

La proteina AMPK también ha sido estudiada en relacion a la activacion de HSCs. Siendo
la proteina mas importante que actia como sensor del estado energético y coordinadora del
metabolismo celular, es razonable pensar que esté involucrada en este proceso de reajuste
metabdlico. Asi, la activacion farmacoldgica de AMPK reduce la produccion de ECM y TGFj,
proliferacion y migracion en LX-2, y reduce la fibrosis en los modelos de MCD y tetracloruro
de carbono en raton (157, 158). En otro estudio donde se evaluaba el efecto de la curcumina en
la activacion de HSCs de rata in vitro, ésta incremento los niveles de fosforilacion de AMPK 'y
disminuyd los niveles de aSMA de forma dosis dependiente (151). Contrariamente, otro grupo
describe que la activacion in vitro de HSCs de raton conduce a mayor actividad de AMPK,
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mayores niveles de proteina pAMPK y mayores niveles de mARN AMPKy3. Los mismos
autores no encontraron alteraciones en la activacion in vitro de HSCs procedentes de ratones
sin AMPKal (159). Por otro lado, la activacion farmacoldgica y la sobreexpresion plasmidica
de AMPK en LX-2 reducen la expresion de ECM inducida por TGFB. Mecanisticamente,
encontraron que AMPK interacciona fisicamente con el coactivador transcripcional p300,
impidiendo su unién con Smad3 y aumentando su degradacion proteosomal (160). Un ultimo
estudio publico que AICAR (activador farmacoldgico de AMPK) inhibe la activacion de HSCs
inducida por TGFB pero, sorprendentemente, este efecto es blogueado por rapamicina
(activador farmacoldgico de autofagia). Los autores concluyen que el rol antifibrético de
AMPK se debe a su control inhibitorio sobre la autofagia, a pesar de que AMPK es ampliamente
conocido por su papel activador sobre ese proceso (161). En conjunto, parece que la activacion
de AMPK podria jugar un papel beneficioso reduciendo la activacion de HSCs, aunque el
conocimiento actual acerca de las sefiales que regulan y los mecanismos implicados es limitado.

1.5. TRATAMIENTO DE NAFLD

Se sabe que cambios en el estilo de vida, independientemente del mecanismo subyacente,
tienen efectos beneficiosos en NAFL (162). En el caso de NASH, uno de los estudios mas
completos permitié hacer un seguimiento de 293 pacientes voluntarios participantes de un
programa destinado a mejorar cambios en el estilo de vida durante un afio, con analisis
histoldgico de biopsias hepaticas previo y posterior. Todos los pacientes que perdieron mas del
10% del peso corporal presentaron reducciones de la puntuacion NAS (de media, redujeron mas
de 4 puntos de NAS), el 90% resolvieron NASH y el 45% presentaron regresion de fibrosis.
Pérdidas mas moderadas de peso (5-10%) también tuvieron efectos beneficiosos mas modestos
en NASH (163). Sin embargo, dos factores invitan a ser cautos ante estos resultados tan
prometedores. En primer lugar, la mayoria de estos pacientes presentaban inicialmente fibrosis
escasa 0 nula, indicativa de estadios menos severos de NASH. En segundo lugar, un 70% de
los pacientes no consiguié alcanzar el 5% de pérdida de peso a lo largo de doce meses,
proporcionando una idea de lo dificil que es alcanzarlo. Tampoco se ha investigado el efecto a
largo plazo de la pérdida de peso mantenida en la severidad de NASH.

La cirugia bariatrica, aplicable a casos de obesidad severa y mérbida, también tiene un
efecto beneficioso en NAFLD. En un estudio donde se hizo seguimiento de histologia hepatica
de 381 pacientes sometidos a cirugia bariatrica con NAFLD (la mayoria de ellos, con NAFL)
durante 5 afios, la puntuacion NAS paso de 1.97 a 1.00. Considerando solamente los pacientes
con NASH, la puntuacion NAS se redujo de 3.71 a 1.92. En ambos casos, se encontraron
reducciones en esteatosis y ballooning, pero sin cambios para inflamacion ni fibrosis (164). La
morbilidad y mortalidad asociadas a la cirugia bariatrica, especialmente en cirrosis, hace que
no sea una opcion a considerar en parte de los pacientes con NASH (165).

El trasplante hepéatico también es un procedimiento aceptado en pacientes con NASH con
fallo hepatico y/o HCC (1, 166). De hecho, ha pasado de representar el 1,2% de los pacientes
sometidos a trasplante hepatico en Europa en 2002 al 8,4% en 2016, y se estima que sera la
primera causa de trasplante hepatico en Estados Unidos y Europa al final de esta década (167).
La tasa de supervivencia tras 5 afios y el rechazo son similares en pacientes con y sin NASH, y
la probabilidad de recurrencia menor que para otras etiologias (167, 168).

Con respecto al tratamiento farmacoldgico, en las guias actuales de practica clinica, las
organizaciones europeas EASL (European Association for the Study of the Liver)-EASD
(European Association for the Study of Diabetes)-EASO (European Association for the Study
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of Obesity) advierten: “Actualmente, ningin farmaco ha sido testado en ensayos clinicos fase 3
ni est& aprobado por las agencias reguladoras para el tratamiento de NASH. Por tanto, ninguna
terapia especifica puede ser firmemente recomendada y cualquier tratamiento farmacologico
sera usado fuera de indicacion” (166). Ademas, la organizacion americana AASLD (American
Association for the Study of Liver Diseases) recoge en la ltima guia de practica clinica que “la
farmacoterapia debe ser reservada para aquellos pacientes con NASH que presenten estadio 2
de fibrosis o superior” (1, 166). La ausencia de farmacos aprobados para NASH ha potenciado
la basqueda de nuevas dianas y el desarrollo de nuevos compuestos.

Los primeros farmacos testados clinicamente frente a NASH tenian como diana el estrés
oxidativo y la resistencia a insulina, especificamente la vitamina E y los agonistas de PPARy
pioglitazona y rosiglitazona. Este Gltimo, que aumentaba la sensibilidad a insulina pero no
mejoraba el ballooning, fue descartado por problemas de toxicidad (169). Ensayos clinicos fase
3 con vitamina E y pioglitazona y metformina (Ilamados PIVENS y TONIC y llevados a cabo
por la NASH CRN) demostraron que vitamina E y pioglitazona eran capaces de reducir 2
puntos la puntuacion NAS (al menos 1 de ellos por ballooning y sin agravamiento de fibrosis),
mientras que metformina fue incapaz de mejorar NASH (170, 171). El uso de vitamina E y/o
pioglitazona frente a NASH son los méas recomendados para uso fuera de indicacién en las
ultimas guias de practica clinica de las agencias AASLD americana y EASL-EASD-EASO
europeas (1, 166).

Maés tarde, el descubrimiento de que el receptor FXR controlaba el metabolismo lipidico
hepatico y la sensibilidad a insulina llevé al NASH CRN a desarrollar el prometedor ensayo
clinico FLINT para el uso de su agonista acido obeticdlico (fase 2b). Demostro el cumplimiento
del objetivo principal (reducir 2 puntos la puntuacion NAS sin agravar la fibrosis) en un 45%
(versus 21% en grupo placebo) y la reversion farmacologica de fibrosis en un 35% de los casos
(versus 19% en grupo placebo) tras 18 meses (142). El subsiguiente ensayo clinico fase 3
REGENERATE, para pacientes con NASH vy fibrosis estadio 2-3, se prevé que dure unos 7
afos (172).

Otro de los farmacos mas prometedores es el del doble agonista de PPARa — PPARS
elafibranor. Con la activacion de estas rutas de sefializacion se pretende combinar la oxidacion
de &cidos grasos inducida por PPARa y el efecto antiinflamatorio de PPARS. El ensayo clinico
fase 2b con elafibranor consiguid la resolucion de NASH (definida como ballooning NAS =0
acompariada de inflamacion NAS = 0-1 sin progresion de inflamacion) en un 19% de los
pacientes, frente a un 12% del grupo placebo, mejorando especialmente aquéllos pacientes con
NAS > 4, en 12 meses (173). El ensayo clinico fase 3 RESOLVE-IT, para pacientes con NASH
y fibrosis estadio 1-3, esta ya en marcha y se preve que en termine en 2021.

GS-0976, también conocido como firsocostat es uno de los inhibidores de ACCa y ACCP
sometidos a estudio en ensayos clinicos. Su seguridad y eficacia fueron testados en fase clinica
2 en 2017 (174). La diagnosis fue establecida mediante MRI (esteatosis) y MRE (fibrosis), o
bien mediante histologia. Tras 12 semanas de tratamiento diario de 20 mg de GS-0976, un 48%
de los pacientes presentd mejoras de mas del 30% en esteatosis medida por MRI, frente a un
15% del grupo que recibio placebo. La fibrosis experimentd una tendencia (no significativa) a
reducirse en pacientes tratados con GS-0976, medida con MRE, aunque si sufrié una reduccion
significativa del marcador sérico de fibrosis TIMP1 (tissue inhibitor of metalloproteinases 1).
El farmaco GS-0976 superd la evaluacion de seguridad, aunque fueron encontrados
incrementos del 11% en niveles de triglicéridos en suero (67).
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Otro farmaco que tiene ACC por diana es PF-05221304, un inhibidor de ACCa y ACCP
especifico de higado, y ha sido recientemente evaluado en ensayos clinicos fase 2a. Su objetivo
primario era la reduccion de estatosis hepatica para pacientes con NAFLD. A la espera de un
andlisis pormenorizado de los datos, se conoce que los pacientes tratados diariamente con 50
mg de PF-05221304 durante 18 semanas redujo la esteatosis en un 65%, frente al 7% del grupo
que recibio el placebo, y sin presentar mas efectos adversos que éste (175).

Los ultimos farmacos en acceder a fase clinica 3 han sido el cenicriviroc y el selonsertib.
El primero de ellos, un antagonista dual de CCR2 y CCRS5, todavia reclutando pacientes con
NASH vy estadios de fibrosis 2-3 (AURORA) (176). EIl selonsertib (STELLAR 3y 4), un
inhibidor de ASK-1 para pacientes con NASH estadios 3 y 4, todavia no ha sido capaz de
mostrar efectos antifibroticos tras el primer afio de estudio (177).

A raiz de los prometedores resultados obtenidos, selonsertib, GS-0976 y el agonista de
FXR cilofexor fueron combinados en una potencial terapia que estd actualmente siendo
evaluada en ensayos clinicos fase 2. El objetivo primario es la mejora de fibrosis sin agravar
NASH en pacientes NASH con estadios de fibrosis 3-4 (21, 178).

Actualmente, més de 200 ensayos clinicos para NAFLD permanecen activos (179). Esto
refleja la creciente necesidad de farmacos impulsada por los incrementos de las tasas de
prevalencia e incidencia de las etapas méas avanzadas de NAFLD. Consecuentemente, los
ensayos clinicos estan sufriendo cambios. La seleccion de pacientes ha cambiado, centrandose
en aquéllos con NASH vy fibrosis intermedia o avanzada. También es diferente el indicador
primario de eficacia, donde la mejora de fibrosis ha sustituido a la reduccion de NAS. Las
herramientas de evaluacion de la condicién hepéatica, como se explicaba al comienzo de este
capitulo, comienzan a ser no invasivas en la fase 2A de ensayos clinicos, y se espera que en
esta década se acaben implantando en fase 2B y 3, en detrimento de las histologias basadas en
biopsias (8, 21). Por ultimo, se ha establecido una pauta clara de lo que significa “beneficio
clinico significativo”, criterio que deben cumplir los tratamientos para ser aprobados por las
instituciones reguladoras. Ante la dificultad de demostrar el impacto en la supervivencia de
pacientes con NASH precirréticos, a dia de hoy se procura que los farmacos demuestren mejora
histoldgica a corto plazo, siendo aprobados condicionalmente por la europea EMA (European
Medicines Agency) o la americana FDA (Food and Drug Administration) (la llamada ruta de la
subparte H) a la espera de demostraciones de supervivencia que necesitan incluso décadas para
ser adecuadamente establecidos (180).

1.6. MODELOS PRECLINICOS DE NAFLD

Una gran cantidad de compuestos estan siendo actualmente testados clinicamente para
NASH. Sin embargo, ninguno de los ensayos clinicos llevados a cabo ha demostrado una
mejora dramatica del estado de la enfermedad y una gran parte no han sido capaces de mostrar
mejora. Una forma de aumentar la probabilidad de éxito es desarrollar modelos preclinicos
robustos de la enfermedad que sean trasladables a la patologia humana. Tales modelos permiten
conocer en profundidad la patogénesis de la enfermedad, identificar potenciales dianas de
tratamiento y evaluar el potencial terapéutico de farmacos antes de estudios con pacientes
humanos.
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1.6.1. Modelos de NAFLD in vivo

Aunque muchos modelos animales de NAFLD pueden provocar acumulacion de lipidos en
el higado y dafio hepético, no todos ellos recapitulan la histologia, progresion, bases
moleculares del NAFLD en humanos. Idealmente, deberian ser inducibles por dieta con una
composicion de macronutrientes similar a la de la mayoria de humanos con NAFLD. También
deberia exhibir aumento de adiposidad, ganancia de peso corporal, resistencia a insulina,
dislipemia y desarrollo de todo el espectro de NAFLD. Las rutas metabodlicas conocidas
asociadas a NAFLD deberian ser activadas, y el perfil transcriptomico deberia ser acorde al de
pacientes humanos. Desafortunadamente, muchos modelos animales de NAFLD actuales no
cumplen uno o varios de estos criterios. Los modelos in vivo (habitualmente ratones, aunque
hay muchos otros) pueden ser agrupados segun sean inducidos por dieta o genéticos.

1.6.1.1. Modelos de NAFLD inducido por dieta

La composicion de la dieta, la abundancia de nutrientes, el contenido energético y el patron
de alimentacién son parametros que pueden contribuir al desarrollo de NAFLD. Los principales
modelos recurren a alto contenido en grasa, glucosa, fructosa, sacarosa, colesterol, deficiencia
en colina y/o metionina, etc, individualmente o combinados, en ratones wild type o en
combinacion con los modelos genéticos.

En el modelo cléasico de HFD, los animales desarrollan obesidad, resistencia a insulina e
inflamacion sistémica, recapitulando el contexto metabdlico del NAFLD como comorbilidad
del sindrome metabdlico. El contenido en grasa puede ser muy variable y esto determinaré la
aparicion de NAFL y mas especificamente NASH. Sin embargo, la menor severidad de NASH
en comparacion con humanos (dificilmente manifiestan fibrosis/cirrosis) supone una limitacion
importante (181).

La dieta deficiente en metionina y colina 0 MCD (methionine and choline deficient) es una
de las mas ampliamente utilizadas en NASH porque produce un fenotipo mas severo de en un
menor periodo de tiempo. Los animales alimentados con esta dieta desarrollan esteatosis
macrovesicular, desarrollando tras dos semanas inflamacion y a continuacion fibrosis (182). La
secrecion de VLDL estd altamente inhibida, la captacion hepética de lipidos aumentada
(manifiesta hipotrigliceridemia y menores niveles de &cidos grasos en sangre) y no presenta
resistencia a insulina (183). Aunque a nivel histolégico replica el fenotipo de NASH en
pacientes humanos, la pérdida de peso (asociada al dafio hepético severo y a la pérdida severa
de adiposidad) supone una gran disparidad a nivel metabdlico y molecular (184).

La dieta deficiente en colina permite desarrollar NASH con fibrosis (185). Similar a la
MCD, produce acumulacion de lipidos, inflamacién y dafio hepético (184). Sin embargo, estos
animales no ganan peso (184). Una estrategia que pretende conseguir la severidad de NASH
que aporta la deficiencia en colina con el ambiente de desregulacién metabdlica proporcionado
por la dieta alta en grasa es la combinacion de ambas, conocida como CD-HFD (choline
deficient and high fat diet). Estos ratones desarrollan NASH con fibrosis en 3-4 meses y a méas
largo plazo cirrosis e incluso hepatocarcinoma (186).

La dieta con alto contenido en fructosa mimetiza en parte la presencia cada vez mayor de
alimentos ricos en fructosa en la dieta occidental. El alto contenido en fructosa no genera
NASH, pero si lo hace al combinarse con un alto contenido en grasa. La dieta alta en grasa y
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fructosa genera NASH vy obesidad, agravando la inflamacion hepatica, el estrés oxidativo y
desarrollando fibrosis, en comparacién con la dieta alta en grasa (187).

La dieta alta en colesterol también es cada vez mas habitual en dietas occidentales. Estos
animales desarrollan NAFL y resistencia a insulina, pero incluso tras 6 meses no es capaz de
generar NASH en ratones (188).

Por Gltimo, existen compuestos que generan dafio hepatico y se utilizan con el objetivo de
modelizar alguna caracteristica de NAFLD o acelerar su progresion. Es el caso de la
estreptozotocina y el tetracloruro de carbono. La administracion de estreptozotocina (200 ug)
en neonatos para neutralizar los islotes pancreaticos, en combinacion con dieta alta en grasa,
genera NASH con fibrosis en 12 semanas y acaba desarrollando hepatocarcinoma (189). Sin
embargo, no recapitula el estado de resistencia a insulina sistémico visto en NASH humano
(190). EI tetracloruro de carbono es ampliamente utilizado para la generacion de fibrosis
hepatica. Genera activacion de HSCs y fibrosis en zona 3 (la parte mas proxima a la vena
central), de modo similar a lo que sucede en NASH humano, en 4-6 semanas, dependiendo de
la dosis y frecuencia de administracion (191). Ademas, existen protocolos donde el uso de
dosis mas bajas de tetracloruro de carbono combinado con dietas como la que mimetiza la
occidental actual (alta en grasa, alta en fructosa y alta en colesterol) genera modelos de NASH
con fibrosis a las 12 semanas, asi como cirrosis y hepatocarcinoma tras 24 semanas (192).

1.6.2. Modelos de NAFLD en células humanas in vitro

Los modelos in vitro mas empleados son los cultivos de células en dos dimensiones. Las
celulas mas atractivas dede el punto de vista de homologia funcional con los pacientes con
NAFLD son los cultivos primarios humanos de hepatocitos, macrofagos y HSCs, aunque su
duracion es muy limitada y la variabilidad entre pacientes es alta. Alternativas a ellas, las lineas
de humanas inmortalizadas y tumorales son ampliamente utilizadas. En el caso de hepatocitos,
las THLEZ2 son ejemplo de las primeras; y las HepG2 o las Huh7 son ejemplos de las segundas
(193). En un mayor nivel de complejidad estan los cocultivos de hepatocitos con macrofagos y
HSCs (ej: LX-2), y los cultivos en tres dimensiones, por ejemplo mediante el uso de hidrogeles
y esferoides, aunque ambos presentan limitaciones (194, 195). Por un lado, existen
complicaciones derivadas de las condiciones Optimas de cultivo de mas de un tipo celular; por
otro, el desarrollo de modelos en tres dimensiones requiere de gran esfuerzo y tiempo y apenas
ha sido validado para su uso en NAFLD. Con relacién al estimulo desencadenante de NAFLD,
habitualemnte se utilizan tratamientos con acidos grasos, especialmente oleico y palmitico,
aunque también ejemplos de adminsitraciones de fructosa e insulina, factores proinflamatorios
y profibréticos, medio deficiente en metionina y colina, medios condicionados, o farmacos
(195-200).

2. Sistema endocannabinoide

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

En 1964, el THC (tetrahydrocannabinol), principal componente psicoactivo de Cannabis
sativa, fue aislado por primera vez. Este descubrimiento fomentd la busqueda de los receptores,
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que fueron identificados como CB1 y CB2. A estos receptores se les conoce como receptores
cannabinoides clasicos y son del tipo GPCR (G protein-coupled receptor). El siguiente paso
fue el descubrimiento de los ligandos endogenos de estos receptores (llamados
endocannabonoides) AEA (N-arachidonoylethanolamine o anandamida) y 2-AG (2-
arachidonoylglycerol), ambos derivados del acido araquidénico (20:4), precursor de un gran
ndmero de moléculas enddgenas (prostaglandinas, tromboxanos...). Con el tiempo, fueron
descubiertos muchos otros endocannabonoides, como PEA (N-palmitoylethanolamine) y OEA
(N-oleoylethanolamine). También muchos otros receptores sensibles a cannabinoides y
endocannabinoides, como GPR55 (GPCR 55) y GPR119 (GPCR 119) del tipo GPCR, pero
también canales idnicos como el TRPV1y TRPV4 (transient receptor potential cation channel
subfamily vanilloid member 1/4) y dianas nucleares como PPRAa y PPARy (201). Sin embargo,
la ausencia de ligandos especificos para estos receptores en sus complejas rutas de sefializacion
ha restringido la completa elucidacion de su relacidn con el sistema endocannabonide (202).

Las afinidades y cinéticas de interaccion entre los endocannabinoides y sus receptores es
compleja. Por ejemplo, AEA es un agonista parcial de alta afinidad de CB1, y de baja afinidad
de CB2, mientras que 2-AG es un agonista completo de ambos con moderada-baja afinidad. A
su vez, AEA puede activar TRPV1 y PPARYy, y 2-AG también se ha visto que interacciona con
otros receptores no clasicos (203). Para aumentar todavia mas la complejidad, se ha descubierto
que otros miembros de la familia de AEA y 2-AG, llamados respectivamente NAEs (N-
acylethanolamines) y 2-AcGs (2-acylglycerols) pueden actuar también sobre los receptores
cannabinoides clasicos y no clasicos, modulando su estado de activacidn/inactivacion (204).
Por Gltimo, numerosos estudios muestran como los receptores GPCRs, receptores
cannabinoides incluidos, pueden existir como homodimeros, heterodimeros o complejos de
mayor orden, afectando a la unién del ligando y la sefalizacion (205, 206).

Ademés de endocannabinoides y receptores, el sistema endocannabinoide abarca
numerosas enzimas que los metabolizan. La via candnica para la sintesis de AEA a partir de
fosfolipidos de membrana incluye a NAT (N-acyltransferase) y NAPE-PLD (N-
acylphosphatidylethanolamine-specific phospholipase D), mientras que la de 2-AG requiere de
DAGL (diacylglycerol lipase). Las principales vias de degradacion estan mediadas por FAAH
(fatty acid amide hydrolase) para AEA y por MAGL (monoacylglycerol lipase) para 2-AG. La
sintesis y degradacion de estos endocannabinoides es rapida e inducible por diversos estimulos,
como la liberacién intracelular de calcio, provocando que los endocannabinoides tengan
frecuentemente tiempos de vida cortos y acciones rapidas (203) .

2.2. DISTRIBUCION DE LOS RECEPTORES CANNABINOIDES

El patron de distribucion de los receptores cannabinoides clasicos es el mas estudiado. CB1
fue inicialmente descubierto en el cerebro. Mayoritariamente en la membrana presinaptica de
areas como el hipocampo, donde juega un papel en la sefializacion retrégrada de la transmision
sinaptica, CB1 también se expresa en niveles méas bajos en hipotdlamo, ademas del sistema
nervioso periférico y tejidos periféricos. Es abundante su expresion en el tracto gastrointestinal,
y en menor medida en el higado, tejido adiposo, musculo esquelético, piel, sistema reproductor
y otros (203). Como muchos otros GPCR, su localizacion primaria es la membrana celular,
aunque se han observado también intracelularmente asociados a endosomas, lisosomas y
mitocondrias (207). CB2, por su parte, se expresa predominantemente en macrofagos y otras
células del sistema inmune, y en menor medida en tejidos periféricos (tracto gastrointestinal,
higado, tejido adiposo, etc) y el cerebro (203). Otros receptores cannabinoides, menos
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estudiados, parecen presentar una amplia distribucion en el organismo. Por ejemplo, TRPV1 se
expresa a lo largo del sistema nervioso central y periférico, mientras que GPR55 presenta una
expresion mas localizada en areas del cerebro como el hipotalamo, asi como en tejidos
metabdlicamente activos (208).

2.3. RUTAS DE SENALIZACION DE LOS RECEPTORES CANNABINOIDES

Una parte importante del conocimiento que existe acerca de las vias de sefalizacion
mediadas por los receptores cannabinoides es resultado del estudio de los receptores clésicos
en diferentes poblaciones neuronales y lineas celulares tumorales. Se sabe que CB1 y CB2 estan
acoplados a la proteina Gip, su activacion bloquea la adenilato ciclasa y la formacion de AMPc.
Ademas, CB1 puede modular la actividad de diferentes tipos de canales ionicos y la activacion
de la ruta de sefalizacion de PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase)/AKT vy la ruta de las
MAPKSs, incluyendo ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2), JNK y p38,
involucradas en control de ciclo celular, proliferacion y muerte celular (203). Sin embargo, la
activacion de estas rutas es altamente variable dependiendo del tipo celular y el ligando (209).
Bajo ciertas circunstancias, CB1 puede cambiar su acoplamiento de Gip a Gs 0 Gq. Por altimo,
CB1 esté sujeto a desensitizacion e internalizacion mediadas por fosforilacion de GRKs (GPCR
kinases) y B-arrestina. Esta fosforilacion e internalizacion es inducida por la union continuada
del ligando (210).

2.4. FUNCIONES FISIOLOGICAS Y PATOLOGICAS DE LOS RECEPTORES CANNABINOIDES
CLASICOS

Dada la amplia distribucién de los receptores cannabinoides en el organismo es razonable
pensar en un amplio espectro de funciones. CB1 esté relacionado con actividades del sistema
nervioso central como aprendizaje y memoria, pero su desregulacion contribuye al desarrollo
de desordenes como esquizofrenia, Alzheimer, epilepsia, ansiedad y depresién, poniendo de
relieve su funcion neuroprotectora (211). En el sistema nervioso periférico su funcion mas
conocida es la nocicepcion, aunque también juega un papel importante en el sistema
reproductivo, regula la motilidad géstrica y estd involucrado en desérdenes del musculo
esquelético. (203). CB2 fue primero conocido por sus funciones en los tejidos periféricos. Asi,
ejerce una accion antiinflamatoria ante lesiones cardiovasculares como isquemia, su activacion
reduce la motilidad e inflamacion en el intestino y promueve la remodelacion ésea actuando en
osteoblastos y osteoclastos (201). A nivel cerebral, la expresion de CB2 es inducible y protege
frente a isquemia cerebral, adiccion a drogas, Alzheimer y dolor cronico. Ensayos de
manipulacion genética y farmacoldgica han revelado acciones protectoras de CB2 frente e
depresion y ansiedad, también promoviendo la consolidacion de la memoria frente a estimulos
adversos (212). De forma interesante, CB1 y CB2 también se han visto implicados en el control
de la homeostasis energética en el cerebro y los tejidos periféricos.

2.4.1. Sistema endocannabinoide y homeostasis energética

2.4.1.1. Regulacion central del balance energético

Los cannabinoides son ampliamente conocidos por sus efectos estimulantes del apetito, y
del consumo de alimentos altamente palatables (213, 214). La activacion de CB1 estimula la
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ingesta de forma dosis dependiente y a traves de varios nucleos hipotalamicos (215, 216). En
el sistema mesolimbico, los endocannabinoides estimulan a través de CB1 los sistemas de
recompensa y motivacion de busqueda de alimentos altamente palatables, es decir, la ingesta
hedonica (217). La activacion de CB1 en el bulbo olfatorio promueve la busqueda de comida
inducida por cannabinoides (218). La sobreexpresion de CB2 en el cerebro reduce la ingesta de
comida y el peso corporal, pero sus mecanismos permanecen ampliamente desconocidos (219).
Ademas de regular la ingesta, el sistema endocannabinoide regula el gasto energético del
organismo a través de mecanismos centrales y periféricos. En el cerebro anterior, el sistema
endocannabinoide regula el tono simpatico del tejido adiposo pardo, especializado en la
termogénesis y disipacion de energia (220). En el hipotalamo, CB1 controla el tono simpético
del tejido adiposo blanco, especializado en la reserva de grasa (221).

2.4.1.2. Tejidos periféricos

El sistema endocannabinoide también participa en la homeostasis energética en los tejidos
periféricos. Entre los méas destacados se encuentran el tejido adiposo, tracto gastrointestinal,
pancreas, el sistema inmune, musculo esquelético e higado.

CB1 y en menor medida CB2 se expresan en el tejido adiposo blanco (222). La activacion
de CB1 en adipocitos promueve adipogénesis y lipogénesis e inhibe la biogénesis mitocondriall,
y su inhibicion en tejido adiposo blanco protege frente a obesidad inducida por dieta alta en
grasa en ratones (223-225). Ademas, AEA puede actuar sobre PPARy promoviendo la
diferenciacion adipocitaria y acumulacion de lipidos (226). De hecho, una de las caracteristicas
de la obesidad es la desregulacion de los niveles de endocannabinoides y CB1 en el tejido
adiposo blanco (227, 228).

La actividad del tracto gastrointestinal también estd regulada por el sistema
endocannabinoide. CB1y CB2 en los nervios entéricos reducen la motilidad gastrica (229, 230).
Ademas, la produccion de endocannabinoides por los enterocitos estimulada por la ingesta de
lipidos regula la sensacion de saciedad y la ingesta (231).

En pancreas, la activacion de CB1 estimula la secrecion de insulina y glucagén, mientras
que la activacion de CB2 reduce la secrecién de insulina dependiente de glucosa en humanos
(232). Ademas, en pancreas de ratones diabéticos se detectaron mayores niveles de AEA y 2-
AG, coincidiendo con incremento en la sintesis de endocannabinoides inducida por glucosa en
las células B. Esto sugiere que el sistema cannabinoide contribuye a la hiperinsulinemia
caracteristica de diabetes tipo 2 asociada a la obesidad (233).

Las células inmunes expresan mayoritariamente CB2. A través de este receptor, 2-AG
reduce el reclutamiento de diferentes tipos de células del sistema inmune (234). Ademas, AEA
inhibe la produccion de citocinas proinflamatorias en monocitos humanos, como TNFa ¢ IL-6
(235).

En masculo esquelético, la activacion de CB1 reduce la sensibilidad a insulina (236). CB1
también reduce la respiracion y marcadores de biogénesis mitocondrial in vitro (237, 238).
Estos factores podrian contribuir al aumento del gasto energético observado tras el antagonismo
de CB1 (239).

Por Gltimo, en el higado la expresion basal de los receptores cannabinoides clasicos es baja.
Sin embargo, se ha visto que el sistema endocannabinoide juega un papel importante en
condiciones fisiopatoldgicas, como se mostrara a continuacion.
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2.5. SISTEMA ENDOCANNABINOIDE Y METABOLISMO HEPATICO EN NAFLD

2.5.1. Esteatosis

Un gran numero de estudios han mostrado la relevancia de la sefializacion del sistema
endocannabinoide en NAFLD. Los niveles de 2-AG y acido araquidonico en suero estan
aumentados en pacientes con NAFLD con sobrepeso/obesidad, independientemente del indice
de masa corporal (240). Los niveles de 2-AG en sangre de la vena hepética se correlacionan
con el grado de esteatosis hepética en pacientes obesos (241). Ademas, los niveles de proteina
CB1 en higado estdn aumentados en pacientes obesos con NASH (242). AEA, OEA y CB1
hepaticos se han encontrado aumentados en diferentes modelos de raton con NAFLD inducido
por dieta (243-245). EIl ratdén knockout para CB1 esta protegido frente a obesidad y NAFL
inducidos por dieta, a pesar de que su ingesta de comida es similar (246). El raton deficiente en
CB1 especificamente en los hepatocitos desarrolla obesidad en un grado similar a los ratones
wild type, pero presenta mejoras en esteatosis, tolerancia a glucosa y sensibilidad a insulina,
cuando se alimenta con dieta alta en grasa (244). En la misma linea, el tratamiento con el
inhibidor farmacolégico de CB1 reduce NAFL inducido por dieta (247). De modo similar, el
antagonista periférico de CB1, AM6545, reduce la esteatosis hepatica en los modelos de raton
de obesidad inducida por dieta y el ob/ob (248). Mecanisticamente, CB1 controla la
acumulacién de lipidos en el higado a través de la DNL y la B-oxidacion.

CBL1 activa la DNL en el higado. La activacion farmacoldgica de CB1 aumenta los niveles
de expresion de los marcadores de lipogénesis SREBP1c, ACCa y FAS, asi como la tasa de
sintesis de &cidos grasos a partir de tritio marcado in vivo e in vitro. La inhibicion farmacolégica
o el silenciamiento génico de CB1 bloquean estos efectos (246). Contrariamente, el tratamiento
con el antagonista de CB1 en ratones con NAFL inducido por dieta reduce los niveles de
expresion de ACCoa, ACCP y FAS (243). Ratones sin CB1 hepatico presentan menor tasa de
DNL (244). Por ultimo, se ha visto que rimonabant, agonista inverso de CB1 utilizado como
tratamiento de obesidad, inhibe SREBP1c en HepG2 (y con él las principales enzimas
involucradas en la DNL) a través de una ruta que involucra a PKA/LKB1/AMPK/LXR (249).

CBL1 también controla la B-oxidacion hepatica. Ratones sin CB1 hepatico muestran niveles
aumentados de proteina CPT1A, mayor actividad de CPT1 y un incremento en el gasto
energético independiente de la ingesta. El bloqueo farmacoldgico de CB1 reduce el coeficiente
respiratorio en los ratones, indicativo de un uso preferente de lipidos sobre glicidos como
sustrato energético (244).

El intercambio de &cidos grasos a través de la sangre también es controlado por CB1. El
bloqueo de CB1 periférico aumenta la secrecion hepatica de VLDL/triglicéridos y esto
contribuye a incrementar de los niveles de triglicéridos en suero de ratones (248). Otro estudio,
sin embargo, mostrd que el antagonismo de CB1 reduce de la secrecion de ApoB e incrementa
la captacion de HDL ex vivo (243).

Estudios en los que se manipula genéticamente CB1 también muestran un papel interesante
en el metabolismo de la glucosa en el higado. Los ratones sin CB1 hepatico exhiben una mayor
sensibilidad a insulina y una mejor tolerancia a glucosa (244). La recuperacion de la expresion
hepatica de CB1 genera resistencia a insulina hepatica, donde el higado es incapaz de inhibir la
produccidn de glucosa hepatica inducida por insulina y en donde se observa una alteracion del
aclaramiento de insulina. En consecuencia, la recuperacion de la expresion de CB1 hepatica
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muestra peores resultados en los test de tolerancia a glucosa y de sensibilidad a insulina (242).
En conjunto, diferentes investigaciones apuntan a la activacion de CB1 hepatico como un
promotor de esteatosis en el higado.

Por otra parte, CB2 también se ha observado desregulado en NAFL, aunque su papel en
esta patologia es menos conocido. Los ratones sin CB2 estan protegidos frente a obesidad
inducida por dieta, y presentan en el higado niveles méas bajos de triglicéridos y marcadores de
inflamacion (250, 251). Sin embargo, la expresion de CB2 es indetectable en hepatocitos, tanto
en condiciones fisiolégicas como en NAFL, aunque si en células del sistema inflamatorio y
HSCs (252-254). CB2 estad aumentado en el higado de ratones alimentados con dieta alta en
grasa y en ratones ob/ob, especificamente en células no parenquiméticas. La activacion
farmacologica de CB2 en estos ratones incrementa los niveles hepaticos de marcadores de
inflamacién y esteatosis, mientras que el bloqueo farmacoldgico los reduce (251). Por tanto, el
papel de CB2 en NAFLD podria ser indirecto a través de sus acciones inflamatorias. Estudios
acerca de CB2 en ALD (alcoholic liver disease) reafirman el papel de CB2 como regulador de
la actividad inflamatoria en macrofagos y consecuentemente afectando a la esteatosis hepatica
(254, 255). Ademas, la activacion farmacolégica de CB2 incrementa la resistencia a insulina,
contrariamente a lo que sucede en los ratones deficientes en CB2 (250, 251). No se descarta,
por tanto, que la activacion de CB2 también esté contribuyendo al fenotipo hepatico a través de
sus acciones en la modulacion de la sefializacion a insulina.

2.5.2. Fibrosis

CB1y CB2 juegan papeles opuestos en el desarrollo de fibrosis hepatica en NASH. Varias
evidencias sefialan a CB1 como promotor de fibrosis hepatica. La proteina CB1 esta aumentada
en HSCs de pacientes humanos con cirrosis, en HSCs de ratones y ratas con fibrosis hepética y
en HSCs activados in vitro (256, 257). La administracion de rimonabant en ratones alimentados
durante 9 meses y medio con dieta alta en grasa reduce la fibrosis medida como cantidad de
proteina aSMA y tincién histol6gica de colageno (Sirius Red), junto con reducciones de
esteatosis e infiltracion de células inflamatorias (258). La inhibicién farmacoldgica de CB1
también redujo la fibrosis hepéatica en los modelos de fibrosis inducida por tetracloruro de
carbono y ligadura de conducto biliar, tanto en ratobn como en rata (256, 259, 260). El raton
knockout para CBL1 esté protegido frente a fibrosis en estos modelos, mostrando menores niveles
de proteina aSMA y de ARNm de ACTA2 y TGFp. In vitro, rimonabant induce apoptosis e
inhibe la proliferacion de las HSCs (256). Por Gltimo, CB1 esta aumentando en las células
endoteliales hepaticas de pacientes cirroticos y AEA estd aumentado en suero. La
administracion de rimonabant mejora en ratas la hipertension portal y la hipotension arterial
caracteristicas de la cirrosis (261, 262).

CB2, por el contrario, se erige como un supresor de la fibrogénesis hepatica. CB2 esta
aumentado en miofibroblastos fibrogénicos (pero no en hepatocitos) del higado de pacientes
con cirrosis, en la fraccion celular no parenquimatica de higados de raton con fibrosis inducida
por tetracloruro de carbono y en HSCs de rata activadas in vitro (252, 257, 263). Ratones sin
CB2 manifiestan fibrosis hepatica mas avanzada tras el tratamiento con tetracloruro de carbono
gue los ratones wild type, medida como niveles de hidroxiprolina hepatica y en tincion rojo sirio
(263). Los ratones sin CB2 también presentan una regeneracion hepatica atenuada (252). La
activacion de CB2 en ratones con fibrosis mejora la presion arterial, reduce la infiltracién de
células inflamatorias en el higado, aumenta la regeneracion hepética y reduce el nimero de
HSCs activadas, ademas de niveles mas bajos de aSMA, del marcador de apoptosis caspasa 3
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cortada y de la cantidad de colageno (252, 257). In vitro, la activacion de CB2 reduce la
proliferacion y aumenta la apoptosis de miofibroblastos y HSCs (252, 263).

Ademas de CB2 en miofibroblastos/HSCs, parece que la activacion en células del sistema
inmune también es importante en el proceso fibrogénico. ElI ndmero de linfocitos T
colaboradores 17 (Th17) y su secrecion de IL-17, citocina proinflamatoria y fibrogénica, estan
muy aumentados en ratones CB2 knockout con fibrosis inducida por ligadura del conducto
biliar. La inhibicion quimica de la diferenciacion de estos linfocitos reduce la produccion de
IL-17 y reduce la fibrosis in vivo. La activacion farmacoldgica de CB2 inhibe la diferenciacion
de los Th17 y la produccion de 1L-17. Ademas, CB2 reduce el fenotipo proinflamatorio de
macrofagos y profibrético de miofibroblastos inducidos por IL-17 in vitro. Por tanto, la
activacion del receptor CB2 reduce la fibrosis inhibiendo la produccion de IL-17 en los Th17 e
inhibiendo la sefializacion de IL-17 en macrdfagos y miofibroblastos (253).

La alteracion del sistema endocannabinoide en fibrosis y NASH afecta al desarrollo de la
patologia no solo a través de CB1 y CB2. Esto se ejemplifica en las HSCs, en las que el
tratamiento de AEA y 2-AG es capaz de inducir muerte celular a pesar de que CB1 y CB2 estén
blogueados (263, 264). Esto sugiere la existencia de otros receptores sensibles a
endocannabinoides.

2.5.3. Evidencias clinicas

Los datos de pacientes humanos pueden ayudar a entender el papel de CB1 y CB2 en la
progresion de NAFL-NASH-cirrosis. Una primera evidencia viene proporcionada por un
estudio en pacientes con hepatitis C cronica. Al margen de las evidentes diferencias metabélicas
y moleculares entre las enfermedades NAFLD y hepatitis C, es llamativa la asociacion
encontrada en el analisis histol6gico hepético de estos pacientes, donde se encontré una mayor
expresion del receptor CB1 hepatico. Por un lado, los pacientes con esteatosis presentan niveles
mas altos de CB1 que aquéllos sin esteatosis. Por otro, los niveles de CB1 son progresivamente
mas altos en los pacientes con mas fibrosis (265).

Otra evidencia clinica de la importancia de CB1 en NAFLD podria venir de la mano de la
experiencia clinica con el rimonabant. Este farmaco fue aprobado por la EMA como terapia
frente a la obesidad en Europa en 2006, pero retirado dos afios més tarde debido a sus efectos
secundarios pisquiatricos (266). El uso de este agonista inverso de CB1 en ensayos clinicos
revela una reduccién muy significativa de la ALT (alanine transaminase), marcador de dafio
hepatico, en los pacientes tratados con rimonabant durante 1 afio. Sin embargo, la pérdida de
6,5 kg de peso en estos pacientes impide discernir si es consecuencia directa de sus acciones
hepaéticas o indirecta derivada de la mejora del estado metabdlico del organismo. (267). En esa
cohorte de pacientes tampoco estaba caracterizada la condicion hepatica, lo que dificulta
todavia mas la interpretacion de este dato.

Un tercer grupo de estudios analizaron la relacion entre variables epidemioldgicas,
demogréficas, y metabdlicas y la progresion de hepatitis C crénica. Dos estudios encontraron
que el consumo diario de cannabis es uno de los mejores predictores del desarrollo rapido de
fibrosis y de la progresion a etapas de fibrosis mas severas entre los pacientes con hepatitis C
cronica (268, 269). La ampliacién de uno de ellos permitio detectar, ademas, una correlacion
positiva entre el consumo de cannabis, y la severidad de esteatosis hepatica entre los pacientes
con hepatitis C crénica (270). Estas observaciones podrian estar de acuerdo con el papel de
CB1 y CB2 promoviendo la esteatosis hepatica y un papel dominante de CB1 (profibrético)
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sobre CB2 (antifibrético) inducido por cannabinoides. Sin embargo, estos resultados deben ser
tomados con mucha cautela debido a la enorme limitacién en aspectos como el sesgo que
supone el contexto metabdlico de la hepatitis C cronica frente a NAFLD, los posibles efectos
extrahepaticos y especialmente los efectos centrales del cannabis, y la gran diversidad de
efectos de los principios activos del cannabis que no estan mediados por CB1 y CB2.

2.6. GPR55

La proteina GPR55 humana estd compuesta de 319 amino&cidos, pesa alrededor de 37 kDa
y esta codificada por el gen GPR55 situado en el cromosoma 2g27. Fue clonado por primera
vez en 1999 (271). GPR55 fue descubierto como un receptor que responde a estimulos
cannabinoides en estudios de screening de las compafiias farmacéuticas AstraZeneca y
GlaxoSmithKline (272). La secuencia de GPR55 muestra una homologia de un 13% con CB1
y de un 14% con CB2 vy, sin embargo, tiene la capacidad de interaccionar y ser modulado por
diferentes endocannabinoides, fitocannabinoides y ligandos sintéticos (272). La homologia del
receptor GPR55 humano con el de raton y rata es 78% y 75%, respectivamente (273).

2.6.1. Distribucion

GPR55 se expresa ampliamente en cerebro y tejidos periféricos, sugiriendo un papel en
maultiples funciones bioldgicas. En el cerebro, se ha detectado expresion de ARNm de GPR55
en regiones como los ndcleos estriado y caudado e hipotalamo (271, 273, 274). A nivel
periférico, la GPR55 se encuentra a lo largo del tracto gastrointestinal, con mayor presencia en
yeyuno e ileon frente a estbmago y colon, y tanto en submucosa como en las neuronas motoras
que lo inervan (273, 275). En pancreas, existen diferencias entre roedores y humanos: mientras
que en roedores se detecto la presencia de proteina GPR55 en células B, pero no en células o ni
J, la expresion en humanos en células a y células B, pero no en 9, esta bastante extendida (276-
278). En tejido adiposo, GPR55 es detectado a nivel basal y su expresion estd modulada por
estado nutricional, hormonas y estrés metabolico, como se explicara mas adelante. En el higado,
GPR55 ha sido detectado en ARNm de humanos, ratones y ratas, y en proteina de ratones,
aungue la regulacién de su expresion y su funcion siguen siendo desconocidas (271, 273, 278,
279). Por dltimo, células inmunes humanas expresan GPR55, tales como neutréfilos y
macréfagos (280, 281).

2.6.2. Rutas de sefalizacion y farmacologia

El estudio de las rutas de sefializacion y funciones celulares de GPR55 esta limitado por la
ausencia de farmacos selectivos para este receptor. Ademas, la farmacologia de GPR55 es
compleja y controvertida, con diferentes publicaciones cientificas mostrando resultados de
interaccion entre cannabinoides y el receptor contradictorios, al menos aparentemente. Varios
estudios con HEK?293 expresando GPR55 humano, han contribuido a empezar a conocer lo que
ocurre downstream a la activacion de GPR55, como recoge la Figura 3. GPR55 se asocia con
las subunidades Ga12/13 y Gaq para activar diferentes rutas de sefializacion. Ga12/13 activa
la ruta de la GTPasa RhoA, regulando PLC (phospholipase C) y el citoesqueleto. Ambos
parecen ser necesarios para la liberacion de calcio desde el RE y por tanto su incremento
transitorio en el citosol (282, 283). Esto permite la activacion del factor de transcripcion NFAT
(nuclear factor of activated T cells) (283, 284). Diferentes publicaciones también recogen la
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activacion de los factores de transcripcion CREB (CAMP response element-binding protein),
ATF2 (activating transcription factor 2) y NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells), posiblemente mediado por la ruta de sefializacion de las MAPKs (como
indica la fosforilacion de ERK1/2) y por PKC (protein kinase C) (284, 285). Gaq en algunos
casos también es necesario para la liberacion de calcio mediada por PLC e inducida por la
activacion de GPR55 (282). En conjunto, las rutas de sefializacion de RhoA y MAPKSs controlan
una gran variedad de funciones celulares, como division, diferenciacion, apoptosis y
remodelado del citoesqueleto (286). Adicionalmente, GPR55, al igual que CB1 y CB2, esta
sujeto a internalizacion mediada por B-arrestina y podrian formar hodimeros o heterodiimeros
con los receptores cannabonides clésicos (285, 287).
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Figura 3. Sefalizacion celular de GPR55 y LPI. Esquema de las rutas de sefalizacion intracelulares
activadas en respuesta a la activacion del receptor GPR55 por parte de LPl. Fuente: elaboracion
propia en base a los estudios realizados en HEK293, principalmente los referenciados como 279-282.
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Los efectos de los cannabinoides a través de GPR55 han sido evaluados siguiendo
diferentes criterios. Uno de ellos es la medicién del intercambio GDP-GTP inducido por el
agonista como indicador de la activacion del receptor (273). Otros, utilizan la liberacion de
calcio intracelular, la fosforilacion de ERK, la internalizaciéon mediada por B-arrestina y la
activacion de proteinas GTPasas como RhoA (283, 285, 288, 289). Estos ensayos han permitido
conocer que GPR55 interacciona con una gran variedad de ligandos, pero el uso variable de
unos u otros también ha generado resultados dificiles de interpretar.

2.6.2.1. Endocannabinoides

La consideracién de los endocannabinoides como ligandos de GPR55 es controvertida. No
existe un consenso sobre la capacidad de los endocannabinoides clasicos para activar GPR55.
Por ejemplo, un estudio encontrd que ni 2-AG ni AEA a 10 uM eran capaces de fosforilar ERK
e inducir un incremento en los niveles intracelulares de calcio en human células HEK293
(embryonic kidney 293), mientras que otro establecid valores de ECso de 18 nM para AEA y 3
nM para 2-AG en ensayos de unién de GTP en la misma linea celular (273, 289). A pesar de
estos resultados dispares, varios estudios coinciden en la capacidad de AEA para activar GPR55
a concentraciones de entre 5 uM y 10 UM, bastante mas altas que las necesarias para activar
CB1 y CB2 (290). Otros endocannabinoides también han mostrado cierta capacidad de
activacion de GPR55, como es el caso de OEA y PEA (273).

2.6.2.2. Fitocannabinoides y cannabinoides sintéticos

Varios fitocannabinoides han sido identificados como activadores de GPR55. Aunque no
existe un consenso, diversos estudios muestran que el THC (tetrahydrocannabinol) y el CBD
(cannabidiol) son capaces de inducir la liberacion de calcio intracelular y/o la fosforilacién de
ERK dependiente de GPR55 (273, 282, 291). La complejidad de la estructura y sefializacion de
GPR55 ha dificultado el desarrollo de agonistas/antagonistas especificos (292). Fruto de
algunos de esos intentos o en base al uso de farmacos preexistentes, el uso de cannabinoides
sintéticos han permitido modular la actividad de GPR55 y con ello ayudar a conocer sus
funciones. HU210 (un analogo de THC), O-1602 (un analogo de CBD) y Abn-CBD (abnormal
CBD) funcionan como agonistas de GPR55 mientras que CBD parece gue se comporta como
un antagonista (273, 293, 294). JWHO15, agonista de CB2, activa GPR55, mientras que su
analogo WIN55212 no es capaz de hacerlo (282, 288). Por otra parte, potentes antagonistas de
CB1, AM215 y AM281, también tienen efectos dispares en GPR55: el primero induce la unién
de GTP, pero el segundo no tiene ningln efecto incluso a concentraciones de 30 uM (273). En
relacion a rimonabant, los resultados son bastante dispares. Analisis de liberacion de calcio
intracelular e internalizacion mediado por B-arrestina otorgan al rimonabant una propiedad
agonista, pero bloguea los efectos de THC, JWHO015 y AEA en la liberacion de calcio, lo que
apunta en la direccion opuesta (282, 284, 285). Por Gltimo, CID16020046 inhibe GPR55, pero
no a CB1 ni CB2 (295).

2.6.2.3. Lisofosfatidilinositol

El LPI (lysophosphatidylinositol) es un lipido que actla como mensajero quimico
interaccionando con receptores GPCR (287). LPI ha sido propuesto como el ligando endogeno
de GPR55 basado en estudios in vitro e in vivo. La unién de LPI a GPR55 es capaz de inducir
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la unién de GTP, activacién de RhoA, incremento transitorio de los niveles de calcio
citoplasmatico y fosforilacion de ERK1/2 (282, 283, 285, 288, 289).

2.6.2.3.1. Lipidos bioactivos y LPI

LPI es un fosfolipido. La estructura bésica de los fosfolipidos estad compuesta de dos acidos
grasos y un grupo fosfato unidos a una molécula de glicerol. Mas concretamente, LPI es un
lisofosfolipido, es decir, un derivado fosfolipidico generado por hidrolisis de una de las cadenas
de &cidos grasos (sn-1 o sn-2) por las fosfolipasas. La adicion, modificacion o intercambio de
diferentes grupos sobre el grupo fosfato permite generar una diversidad todavia mayor.
Especificamente, el LPI presenta un grupo mioinositol unido al grupo fosfato (296). En la
Figura 4 se muestran las diferentes partes de la molécula de 1-estearoil LPI o LPI(18:0). Los
lisofosfolipidos fueron clasicamente considerados como simples componentes de membranas
celulares, con la unica funcion de modificar sus propiedades mecanicas. Sin embargo, LPIl y
otros lisofosfolipidos han sido descubiertos como parte de un grupo heterogéneo y diverso de
lipidos conocidos como lipidos bioactivos, caracterizados por su capacidad para actuar como
mensajeros quimicos en las rutas de sefializacion y procesos celulares (297). Entre ellos, el LPI
ha pasado relativamente desapercibido en comparacion con el LPA (lysophosphatidic acid) y
el SP1 (sphingosine-1-phosphate). Se ha descubierto que LPA esta involucrado en funciones
tan variadas como la regulacion de presion sanguinea y la induccion de proliferacion en
fibroblastos (298, 299). S1P, en la que la esfingosina sustituye al glicerol, presenta también un
amplio espectro de funciones biolégicas, como el crecimiento celular, diferenciacion,
prevencion de la apoptosis y migracion (300). Con respecto a LPI, las primeras evidencias de
un posible rol fisiolégico mostraron que inducia un incremento de calcio intracelular,
favoreciendo la liberacion de insulina en los islotes pancreéticos y mediando la accion de la
vitamina D3 en los hepatocitos (301). También se observo que LPI mediaba la proliferacion
inducida por RAS en fibroblastos de tiroides, y protegia frente a la muerte neuronal inducida
por glutamato e isquemia in vivo e in vitro (302, 303). El descubrimiento de LPI como potente
activador de GPR55 (y por tanto candidato ideal a ser su ligando enddgeno) atrajo la atencion
de los investigadores y permitid el descubrimiento de nuevas funciones, tanto dependientes
como independientes de GPR55, como se detallara méas adelante.

2.6.2.3.2. Metabolismo de LPI

LPI puede existir como sn-1 o sn-2 lisofosfolipidos. Estos dos isomeros comparten el
mismo fosfatidilinositol precursor, pero son producidos por diferentes fosfolipasas. Como se
muestra en la Figura 4, la enzima PLA1 (phospholipase Al) cortard en posicion sn-1 de los
fosfatidilinositoles, generando 2-acil LPIs. La isoforma enziméatica PLA1-DDHD (DDHD
domain containing 1), intracelular, es la involucrada en esta accion. Sin embargo, no es
exclusiva de la sintesis de LPI (304). Por otra parte, la enzima PLA2 (phospholipase A2)
produciran 1-acil LPIs. La PLA2 involucrada principalmente en este proceso es la isoforma
citosolica PLA2a, regulada por calcio y fosforilacion (305).

Aunque la produccién de LPI parece bastante directa, el catabolismo de LPI puede seguir
varias rutas, siendo hidrolizada por diferentes fosfolipasas o re-acilada en fosfatidilinositol
(Figura 4). LPI puede ser desacilada por lyso-PLA para generar un acido graso y
glicerfosfoinositol. Otra ruta catabélica implica a la lyso-PI-PLC (LPI-specific PLC), que
hidroliza LPI en acilglicerol e inositolfosfato. Una tercera ruta hidrolitica de LPI involucra a la
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autotaxina, una lisofosfolipasa D que convierte LPI en &cido lisofosfatidico. Por dltimo,
ABHDG6 (a/p hydrolase domain 6) hidroliza LP1 en un &cido graso y glicerfosfoinositol (296).

LPI también puede ser re-acilado a fosfatidilinositol, como un paso més en la ruta de
sintesis de fosfolipidos. MBOAT7 (membrane-bound O-acyltransferase 7) es una
aciltransferasa LPI especifica que afiade un acido graso al glicerol del LPI formando el
correspondiente fosfatidilinsositol. MBOAT7 es necesaria para la incorporacion de acidos
grasos poliinsaturados en los LPIs, eminentemente en sn-2. Ratones sin MBOAT7 muestran
atrofia cerebral y una esperanza de vida de un mes (306). De forma interesante, la expresion de
MBOAT?7 esté reducida en humanos y ratones obesos, correlacionandose inversamente con la
adiposidad (307). Ratones knockdown de MBOAT?7 alimentados con dieta alta en grasa
presentan mayor acumulacion hepatica de LP1 y menor fosfatidilinositol en suero e higado, y
desarrollan NAFLD exacerbado, aunque los mecanismos subyacentes a este fenotipo
permanecen desconocidos (307). Este estudio se detallara mas adelante. LP1 también puede ser
esterificado en sn-1 por AGPATS8 (acylglycerolphosphate acyltransferase 8), enzima no
especifica de LPI (297, 308).

El metabolismo de LPI también es dependiente de su transporte a través de las membranas,
aunque se sabe poco acerca de este sistema. Un estudio observd que, in vitro, ABCC1 (ATP-
binding cassette transporter subfamily C member 1) participa en la secrecion de LPI al medio
extracelular (309).

La mayor parte de las enzimas que intervienen en la sintesis, degradacion o exporte de LPI
son comunes a las rutas de metabolismo de fosfolipidos. Por tanto, la modulacion de los niveles
de LPI usando estas enzimas como diana genética o farmacoldgica se presenta como una opcion
compleja, generando efectos independientes de LPI. Estos incluyen desregulacion en los niveles
de otros lipidos, alteraciones de la integridad de la membrana plasmaética y efectos
compensatorios de otras enzimas y rutas metabdlicas, como se observa en el raton deficiente en
PLA2a (305).

2.6.2.3.3. Especies de LPI

Existe una diversidad de especies de LPI que pueden ser encontradas en mamiferos, pero
lo que se sabe de su abundancia y actividad es todavia escaso. El estudio que descubri6 a LPI
como ligando enddgeno de GPR55 utilizé LPI de soja, con una composicion mayoritaria de
palmitico (18:0) y estearico (18:0) en sn-1, y linoleico (18:2) y araquidonico (20:4) en posicion
sn-2 (288). Otras formulas también han sido utilizadas, pero el uso de LPI con esta composicion
estd ampliamente extendido en la literatura. Un estudio de los niveles de LPI en el cerebro de
rata encontrd que su composicion era de 13% palmitico (16:0), 1% palmitoleico (16:1), 51%
estedrico (18:0), 12% oleico (18:1), trazas de linolénico (18:2), 22% araquiddnico (20:4) y
trazas de docohexanoico (22:6), con una cantidad de LPI total de 38 nmol/g de tejido (289).
Curiosamente, se han observado diferentes capacidades de las especies de LPI para movilizar
calcio y fosforilar ERK1/2. EI LP1(20:4) se mostro como el mas efectivo, con ECso de 30 nM,
y el LPI(18:0) como el menos efectivo, con ECsg de 450 nM (289). Sin embargo, las
concentraciones de ambos también difieren: se estima que en el cerebro de rata las
concentraciones de LPI1(20:4) y LPI(18:0) son de 10 uM y 25 uM, respectivamente (289, 296).
Si bien existen dos estudios que analizan la alteracion especifica de alguna especie de LPI en
suero e higado de pacientes y ratones obesos, respectivamente (que seran explicados mas
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adelante), poco se sabe de las especies de LPI presentes en los tejidos y sangre en condiciones
fisiologicas y patoldgicas.
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Figura 4. Metabolismo de LPI. Representacion de 1-estearoil LPI o LPI(18:0) sefialando las partes
basicas de su estructura molecular, y principales rutas de sintesis (color azul) y degradacion (color

rosa: re-acilacion; color amarillo: hidrolisis) de LPI, indicando las principales enzimas responsables.
Fuente: elaboracion propia.
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2.6.2.3.4. Funciones de LPI no mediadas por GPR55

Un elevado nimero de estudios avalan que la mayoria de efectos bioldgicos de LPI estan
mediados por GPR55. Sin embargo, se ha propuesto que también podria activar a otros
receptores tipo GPCR como GPR119 y canales ionicos como TRPV2 y TREK-1 (two-pore 2P
domain potassium channel 1). En el primer caso, un estudio encontré que la administracion de
LPI era capaz de inducir un incremento intracelular de la concentracion de calcio en la linea
celular de rata RH7777 sobreexpresando GPR119 humano (310). Otro estudio posterior
demostro que LPI(18:1) (pero no otras especies de LPI) estimulaba la liberacion de GLP-1 in
vitro y en explantes de colon de raton, un efecto que no ocurria en células sin GPR119. Este
efecto es independiente de GPR55 (311). Sin embargo y a la espera de otros trabajos que
confirmen este rol, parece que el receptor GPR119 no es tan sensible como GPR55 a LPI,
mostrando valores de ECso de 6 UM para movilizar calcio intracelular y siendo 20 pM la dosis
minima efectiva que promueve la liberacion de GLP-1. En relacion a TRPV2, se descubri6 que
LPI era capaz de incrementar los niveles de calcio intracelular solamente en presencia de
TRPV2 (312). Mecanisticamente, en ese articulo se propone que LPI podria mediar la
translocacion de TRPV2 a la membrana plasmatica. Sin embargo, las evidencias que apoyan
esta hipdtesis son escasas, por lo que no se sabe si este efecto de LPI sobre TRPV2 es directo o
indirecto (312).

LPI y en general los lisofosfolipidos pueden llevar a cabo acciones no medidas por
receptor, modificando las propiedades de las membranas celulares. La molécula de LPI tiene
una estructura conica invertida en lugar de la forma cilindrica tipica de los fosfolipidos. En
consecuencia, en las bicapas lipidicas LPI introduce estrés lateral y tension, reduciendo la
capacidad de union de moléculas de superficie. Por ejemplo, se ha visto que LPI(18:0) a una
concentracion de 5 M inhibe la union de Stx (Shiga toxin) a la membrana y su sefializacion in
vitro (313). LPI también inhibe a concentraciones fisiologicas e in vitro los procesos de
invaginacion de la membrana, como la endocitosis mediada por clatrina y la exocitosis (314,
315).

2.6.3. Funciones del sistema LPI/GPR55

Dada la extensa distribucion en el organismo, no es de extrafiar que GPR55 esté
involucrado en una amplia variedad de funciones fisiologicas y fisiopatoldgicas, tanto en el
cerebro como en los tejidos periféricos.

A nivel de cerebro y sistema nervioso, GPR55 participa en una variedad de procesos
fisioldgicos que incluyen la coordinacion de la actividad motora, la nocicepcion, la modulacion
de la ansiedad y la regulacién del balance energético (que serd explicada méas adelante). En
primer lugar, ratones deficientes en GPR55 cometen mas errores en pruebas de coordinacion
motora (316). Ademas, la deficiencia en GPR55 incrementa la sensibilidad a pruebas de dolor
inducidas por temperatura, mientras que la administracion de LPI en neuronas de la PAG
(periaqueductal gray) de ratones wild type la reduce (316-318). Por otra parte, la administracion
de O-1602, agonista sintético de GPR55, en roedores sometidos a pruebas de estrés muestra
gue éste ejerce un efecto ansiolitico, mientras que el silenciamiento de GPR55 en neuronas del
nucleo medial orbital bloquea este efecto (319, 320).

El sistema LPI/GPR55 también regula diferentes procesos a nivel periférico. En hueso, LPI
y O-1602 podrian activar la resorcion 0sea de los osteoclastos a través de GPR55, como se ha
observado in vitro. In vivo, ratones sin GPR55 presentan menos osteoclastos activos y menor
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resorcion (321). LPI1 y GPR55 también participan en la funcion endotelial y plaquetaria. LPI
induce vasodilatacion en arterias aisladas y reduce la presion arterial sistémica en ratas. El co-
tratamiento con CID16020046 bloquea la vasodilatacion inducida por LPI pero la deficiencia
en GPR55 no evita los efectos de O-1602 (291, 322). LPI inhibe la agregacion plaquetaria y
promueve el cierre de heridas en cultivos primarios de células endoteliales de pulmon humanas,
estos efectos son bloqueados por CID16020046 (295). En sistema inflamatorio, su expresion es
destacable entre monocitos, células NK (natural killers), neutréfilos, macréfagos y células
espumosas de humanos. El tratamiento con O-1602 incrementa la produccion de TNFa en
monocitos y células NK (323). Los neutrofilos migran de forma concentracién-dependiente en
respuesta a LPI y 2-AG; el tratamiento con AM251 aumenta su respuesta migratoria mientras
que CBD la reduce (281). En células espumosas, la administracion de O-1602 incrementa la
acumulacion lipidica y la produccion de TNFa, pero se revierte con el co-tratamiento con CBD
(280).

LPl y GPR55 también estan involucrados en el desarrollo de cancer y enfermedades
metabolicas. Por un lado, existen evidencias que muestran que el sistema LPI/GPR55 controla
la proliferacion y migracion celular en varios tipos de cancer. Existe una correlacion positiva
entre niveles de LPI total (especificamente LPI(16:0), LPI1(18:0) y LPI(20:4)) en suero y
malignidad de cancer de ovario (324). También se observé una correlacion positiva entre
niveles de expresion de GPR55 y agresividad de cancer de mama. La supervivencia de los
pacientes con cancer de pecho es menor si expresan niveles altos de GPR55 (325). Ademas, el
tratamiento con LP1 en ratones inmunodeficientes inyectados con células tumorales, incrementa
la metastasis en pulmon de forma GPR55-dependiente (325). Las células trasformadas por el
oncogen RAS secretan LPI (302). LPI actua como un factor autocrino/paracrino en células
tumorales promoviendo la proliferacion (286, 309). Por altimo, ha sido descubierta una
interesante implicacion del sistema LPI/GPR55 en una gran variedad de procesos metabdlicos
y su desregulacion en patologias como obesidad y diabetes tipo 2, como se explicara a
continuacion en detalle.

2.6.3.1. Acciones metabdlicas

GPR55 se expresa en tejidos metabdlicamente activos. En algunos de ellos, como el
pancreas Y el tejido adiposo blanco, cumple funciones relevantes en la homeostasis energética.
En otros, sin embargo, su papel todavia no estd claro. En la Figura 5 se muestra
esquematicamente el conocimiento actual sobre el patrén de expresion de GPR55 y su rol en
los 6rganos metabdlicos.

2.6.3.1.1. Acciones metabolicas en el sistema nervioso central

Los estudios que tenian como objetivo estudiar el rol de GPR55 en la ingesta de alimento
se encontraron con el obstaculo de la farmacologia ya explicado. El tratamiento en ratas con
CBD reduce peso corporal e ingesta; sin embargo, la coadministracion de AM630, antagonista
selectivo de CB2, revierte estos efectos (326). La administracion aguda intracerebroventricular
(icv) de O-1602 estimula la ingesta; aungue este efecto se mantiene en ratones deficientes en
GPR55 (327). Los ratones GPR557" no presentan cambios en ingesta en comparacion con el
grupo control (317, 328). No obstante, no queda descartado que GPR55 en humanos no juegue
un papel en la ingesta, ya que un estudio en mujeres japonesas muestra que la presencia de una
variante de GPR55 predispone a anorexia nerviosa (329).
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Figura 5. Expresion y funcion de GPR55 en los drganos involucrados en la homeostasis energética.
Diagrama que resume el conocimiento actual de la expresion y funcion de GPR55 en organos
metabdlicamente relevantes. Fuente: elaboracion propia.
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2.6.3.1.2. Acciones metabdlicas en el tracto gastrointestinal

GPR55 regula el funcionamiento del tracto gastrointestinal a nivel motor e inflamatorio.
Por un lado, el tratamiento con O-1602 inhibe la contraccion del intestino inducida por el
sistema nervioso entérico, pero no tiene efecto en ratones deficientes en GPR55 (330). O-1602,
administrado icv o intraperitonealmente (ip), también reduce la motilidad géstrica total, pero
no provoca cambios en ratones GPR557 (294). Por otro lado, la administracion de
CID16020046 y la deficiencia en GPR55 protegen frente a colitis inducida quimicamente,
mostrando menores niveles de citocinas proinflamatorias y reclutamiento de células del sistema
inmune (331). Ademas, O-1602 y CBD amortiguan la inflamacion e hipomotilidad intestinal
inducida por LPS (lipopolysaccharide) en ratones (275). Sin embargo, la funcion
antiinflamatoria de O-1602 no parece estar mediada por GPR55, ya que esta preservada en
ratones GPR557 (332).

2.6.3.1.3. Acciones metabolicas en los islotes pancreaticos

La presencia de GPR55 de células  sugiere por si misma un rol de GPR55 en la regulacion
de la secrecion de insulina. De hecho, se describio hace varias décadas que LPI inducia la
liberacion de insulina en islotes pancreaticos de rata (301). Mas tarde, se descubrié que sucedia
lo mismo en islotes de ratdn y humanos (333). La administracion de O-1602 en islotes
pancreaticos humanos y de raton también estimula la liberacion de insulina (276-278). El
tratamiento en islotes de raton o en la linea celular BRIN-BD11 con otros agonistas de GPR55
también estimula la secrecion de insulina, y el co-tratamiento con CBD bloquea el efecto (277).
Adicionalmente, la administracion de O-1602 potencia la secrecion de insulina estimulada por
glucosa en islotes pancreaticos de humanos y ratones, pero no tiene efecto en los islotes de
ratones GPR55-/- (276, 278). In vivo, el tratamiento agudo con agonistas de GPR55 en ratones
incrementa la tolerancia a glucosa y los niveles de insulina en sangre (277, 278). Curiosamente,
los ratones deficientes en GPR55 no presentan cambios en la tolerancia a glucosa, sensibilidad
ainsulina y secrecién de insulina estimulada por glucosa, pero si muestran una clara resistencia
a insulina a nivel molecular en musculo, higado y tejido adiposo (328, 334). Explorando el
potencial efecto clinico de estos resultados, se encontro que la inyeccion diaria con Abn-CBD
incrementaba los niveles de insulina en sangre y el contenido pancreatico de insulina en ratones
con diabetes inducida por estreptozotocina, al mismo tiempo que los niveles de glucosa en
sangre disminuian. Ademas, estos ratones mostraban una mayor tolerancia a glucosa y
sensibilidad a insulina (335, 336).

2.6.3.1.4. Acciones metabdlicas en el tejido adiposo blanco

Como se adelantd previamente, la expresion de GPR55 en el tejido adiposo blanco esta
regulada por una diversidad de contextos metabolicos, fisioldgicos y fisiopatoldgicos. Asi, el
ayuno aumenta los niveles de GPR55 en tejido adiposo blanco en roedores y este incremento
se revierte con la realimentacion o con la administracion de leptina (337). La expresion de
GPR55 también aumenta a lo largo de la vida, tras ovarectomia, y se reduce durante la
gestacion, orquideoctomia e hipertiroidismo (337). Curiosamente, en algunos de estos modelos
los niveles de LPI sérico cambian contrariamente a los niveles de mARN de GPR55 en tejido
adiposo blanco. Asi, los niveles totales de LPI sérico disminuyen en ayuno y se recuperan tras
en tratamiento con leptina. Los niveles séricos de LP1 también aumentan durante la gestacion,
especificamente LP1(16:0) y LP1(20:4), y orquideoctomia, particularmente los de LPI(18:0).
Sin embargo, bajan los niveles de LPI totales en suero tras ovarectomia, especificamnte
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LPI(18:0) y LPI(16:0) (337). Estos resultados podrian ser indicativos de que el sistema
LPI/GPR55 en el tejido adiposo blanco y en el organismo en general juega un papel en procesos
metabolicos inducidos por cambios en el estado energético.

En humanos obesos, la expresion de GPR55 en el tejido adiposo visceral y subcutaneo esta
aumentada frente a no obesos. Entre los pacientes obesos, los niveles de GPR55 estan
progresivamente aumentados en los intolerantes a glucosa y en los diabéticos tipo 2. Los niveles
de GPR55 en tejido adiposo visceral se correlacionan con el peso corporal, adiposidad e IMC
(indice de masa corporal) en pacientes obesos (279). Resulta llamativo que en pacientes obesos
existe una correlacion positiva entre expresion de GPR55 en tejido adiposo visceral y niveles
totales de LPI sérico. Sin embargo, los niveles de LPI en suero no mimetizan completamente el
patron de los niveles de GPR55 en tejido adiposo. Si bien es cierto que los niveles séricos de
LPI total, LPI1(16:0), LP1(18:0) y LPI(20:4) estdn aumentados en pacientes obesos frente a no
obesos, no existen diferencias entre los obesos segun el grado de intolerancia a glucosa. En
mujeres obesas, los niveles de LPI séricos se correlacionan con el peso corporal, adiposidad e
IMC. Los niveles de LPI sérico no varian entre mujeres y hombres obesos (279).

Para investigar mas a fondo la posible contribucién del sistema LPI/GPR55 en tejido
adiposo blanco a la obesidad de estos pacientes, se estudio el efecto de la administracion de LPI
en a) explantes de tejido adiposo visceral; y b) adipocitos diferenciados cultivados obtenidos
de esos explantes. En el primer caso, el tratamiento de LPI incrementd la expresion de GPR55,
de genes relacionados con la DNL (FAS y ACC) y del marcador de diferenciacion adipocitario
PPARY. En el segundo caso, la administracion de LPI desencadend la movilizacion de calcio
(279). En conjunto, se observa que el sistema LPI/GPR55 esta alterado en obesidad en
humanos, y que LPI regula positivamente la adiposidad induciendo la diferenciacion
adipocitaria y la DNL en este tejido.

En contraste con lo observado en humanos, en ratones obesos ob/ob y ratas alimentadas
con dieta alta en grasa estan reducidos los niveles de ARNm y proteina de GPR55 en tejido
adiposo blanco, respectivamente (279). Ademas, los ratones deficientes en GPR55 presentan
mayor adiposidad y tendencia a un mayor peso corporal, aungue el hecho de que manifiesten
menor actividad locomotora espontanea no permite discernir si es una consecuencia directa de
las acciones de GPR55 en tejido adiposo (317, 328). A pesar de los datos obtenidos en el modelo
de ratdbn GPR55 knockout, se encontré que la administracion subcrénica icv de O-1602
incrementa la adiposidad independientemente de la ingesta, mostrando menores niveles de
marcadores de oxidacion lipidica en el tejido adiposo blanco. Desafortunadamente, no se ha
estudiado si este efecto esta mediado por GPR55 (327, 338).

2.6.3.1.5. Acciones metabdlicas en el higado

GPR55 esta presente en el higado de humanos, ratones y ratas (271, 273, 278, 279). El
primer estudio en explorar su expresion no logro detectarlo en higado de humanos mediante
northern blot (271). Més tarde, si fue detectado por PCR en tiempo real en pacientes humanos
obesos (279). En estos pacientes, no se encontraron diferencias entre normoglucemicos,
intolerantes a glucosa y diabéticos tipo 2 (279). En roedores, los niveles de expresién de GPR55
son mas bajos que en otros tejidos como yeyuno, ileon, y bazo, pero similares a los niveles en
tejido adiposo, indicativo de un posible estado quiescente en condiciones fisioldgicas normales
(273, 278). La proteina GPR55 también fue detectada en higado de ratones mediante western
blot, en unos niveles similares a los encontrados en bazo (278). Los ratones deficientes en
GPR55 no muestran cambios en el peso del higado con respecto al grupo control. A nivel
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molecular, estos ratones presentan niveles de expresion hepatica mas altos para marcadores de
DNL, especificamente ACCa, FAS, DGATI1 y SCD1 (328).

Algunas evidencias del papel de LPI en condiciones fisiopatologicas proceden de
diferentes estudios sobre el gen MBOAT7 (Membrane Bound O-Acyltransferase Domain
Containing 7), que especificamente esterifica acidos grasos a LPI generando fosfatidilinositol.
El polimorfismo en rs641738 se ha encontrado en humanos, y la variante T se asocia con una
menor expresion de MBOAT7 en los tejidos y niveles bajos de fosfatidilinositol en plasma
(339). En el higado existe una alta expresion de MBOAT7, particularmente en hepatocitos,
HSCs y células endoteliales (340). La variante T de rs641738 ha sido identificada en diversos
estudios en humanos como factor de riesgo de diferentes patologias hepéticas. Especificamente,
la menor expresion de MBOAT?7 es un factor de riesgo para: cirrosis entre los pacientes con
ALD (339); esteatosis y fibrosis en pacientes con NASH u obesidad severa (340); esteatosis y
fibrosis en pacientes con NASH (341); inflamacién y fibrosis en pacientes con hepatitis C
cronica (342); niveles de ALT en nifios (343); fibrosis en pacientes con NAFLD (344); e
inflamacién y fibrosis en pacientes con hepatitis B crénica (345), sugiriendo que MBOAT7
podria ser importante en patologias hepéticas en las que la esteatosis, inflamacion y/o fibrosis
son relevantes.

Recientemente, un estudio abordd experimentalmente el papel de MBOATY?
especificamente en NAFLD. En primer lugar, encontraron que la expresion hepatica de
MBOAT esta reducida en humanos y ratones obesos. Los ratones knockdown de MBOAT7
desarrollan una esteatosis méas severa, y niveles mas altos de marcadores de inflamacion y
fibrosis cuando son alimentados con dieta alta en grasa durante 12 y 20 semanas, sin cambios
en peso corporal, ingesta, adiposidad y gasto energético. También muestran a nivel molecular
resistencia hepatica a insulina. En resumen, el fenotipo de estos ratones es eminentemente
hepatico, manifestando un NAFL inducido por dieta exacerbado. Sorprendentemente, los
niveles de todas las especies de LPI medidas no estdn aumentados en suero, tejido adiposo
blanco, cerebro ni pancreas tras el silenciamiento de MBOAT?7, pero si en el higado,
especificamente LPI(16:0) y LPI(18:1) y en las vesiculas lipidicas hepaticas, especificamente
LPI(18:0) y LPI(20:4). Para discernir si LPI1(16:0) y LPI(18:1) causan dafio hepatico, se
midieron sus niveles en suero de pacientes con fibrosis (etiologia no especificada) y se
encontraron aumentados. La administracion de estas dos especies incrementd los niveles de
marcadores de inflamacion y fibrosis en el higado de ratones silenciando MBOAT?7, pero no
causaron cambios en el grupo control. Globalmente, parece que la deficiencia global en
MBOAT?7 en situaciones de estrés metabolico promueve la acumulacién de LPI en el higado y
genera dafio hepético. Sin embargo, el mecanismo de accion de LPI en el metabolismo hepético
en NAFLD permanece desconocido y deja preguntas importantes por resolver. Por ejemplo, no
se sabe si LPI regula directamente el metabolismo lipidico. De hecho, en ratones knockdown
para MBOAT?7, los niveles hepaticos de marcadores de DNL no cambian, mientras que CPT1A
estd muy aumentado, a pesar de exhibir mayor acumulacién lipidica. Tampoco queda clara la
contribucion de LPI en la fibrosis en contexto de NASH. Estd ampliamente recogido en la
literatura que el modelo de dieta alta en grasa no genera en muchos casos fibrosis a pesar de ser
mantenida en el tiempo, como se explicO previamente. De confirmarse la funcion
profibrogénica de LPI, seria interesante discernir si se debe a los hepatocitos, o bien LPI tiene
acciones directas sobre HSCs. Por ultimo, no se sabe nada de la expresion ni el posible papel
de GPR55 en este proceso. La potencial contribucion del sistema LPI/GPR55 en el metabolismo
hepatico y en el desarrollo de patologias estrechamente relacionadas con el metabolismo como
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NAFLD esta todavia por descubrir. Este interés queda reflejado en las ultimas revisiones
cientificas acerca de GPR55 y metabolismo (336, 338, 346, 347).
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OBJETIVOS

Los objetivos de la presente tesis fueron:

» Investigar la funcion del sistema GPR55 en el metabolismo lipidico en el higado.
» Estudiar el posible papel del sistema LPI/GPR55 en el desarrollo de NAFLD.

89






HIPOTESIS






HIPOTESIS

HIPOTESIS

Nosotros hipotetizamos que el sistema LPI/GPR55 podria modular el metabolismo lipidico
hepatico y su desregulacion podria contribuir al desarrollo de NAFLD.
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1. Muestras de pacientes humanos
1.1. MUESTRAS HEPATICAS DE HUMANOS

1.1.1. Cohorte 1

La poblacién de estudio incluyé un grupo de 35 pacientes adultos con IMC > 35 kg/ m? y
una biopsia hepética compatible con NAFLD (coleccion C.0002959, Instituto de Salud Carlos
I11, Ministerio de Ciencia e Innovacion, Gobierno de Espafia) (Anexo 1). Los participantes
fueron recluidos de entre los pacientes sometidos a cirugia bariatrica electiva en el Hospital
Universitario de Salamanca, Espafia. Como controles, fueron incluidos 11 individuos con IMC
< 35 kg/ m? sometidos a colecistectomia laparoscopica por calculos biliares. Las biopsias
hepéticas fueron obtenidas por vision directa durante la cirugia. Las caracteristicas basales de
estos grupos y los criterios de exclusion fueron publicados en (348) y se muestran en la Tabla
5. Brevemente, se excluyeron del estudio pacientes que habian padecido enfermedades
hepaticas relacionadas con el consumo de alcohol (> 30 g/ dia en hombres y > 20 g/ dia en
mujeres), hepatitis C o B cronicas o si en laboratorio los datos histopatoldgicos revelan otras
causas de enfermedad hepéatica distinta a NAFLD. Los datos recopilados incluyeron
informacidn demografica (edad, sexo y etnia), medidas antropométricas (IMC), historial sobre
alcoholismo y tabaquismo y otras condiciones médicas o farmacos utilizados. Antes de la
cirugia, se tomaron muestras de sangre del paciente en ayuno para realizar un analisis completo:
bilirrubina total, ALT y AST (aspartate aminotransferase), colesterol total, HDL, LDL (low-
density lipoprotein), triglicéridos, creatinina, glucosa y albumina. Estas muestras fueron
analizadas y estudiadas en colaboracion con el Departamento de Medicina Interna, el
Departamento de Cirugia General y Gastrointestinal, y el Departamento de Patologia del
Hospital Universitario de Salamanca-IBSAL (Salamanca, Espaiia).

1.1.2. Cohorte 2

La poblacion de estudio consta de 21 pacientes adultos con NAFLD diagnosticado por
biopsia (13 con s6lo NAFL, 8 con NASH), y 18 pacientes con higados histolégicamente
normales, en ambos grupos con IMC < 30 kg/ m? (coleccion C.0002717, Instituto de Salud
Carlos 11, Ministerio de Ciencia e Innovacidn, Gobierno de Espafia) (Anexo 2). Los criterios
de exclusion incluyeron el consumo de alcohol superior a 20 g/ dia, el tratamiento con farmacos
potencialmente hepatotdxicos, evidencia clinica de sobrecarga de hierro, seropositivos para
autoanticuerpos y para hepatitis B y C o virus de inmunodeficiencia adquirido. Las biopsias
hepéticas de todos los participantes estudiados fueron obtenidas por visién directa durante
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intervenciones de colecistectomia en el Hospital Universitario Santa Cristina en Madrid,
Espafia. La caracterizacion de esta cohorte esta incluida en la Tabla 6. Estas muestras fueron
obtenidas y estudiadas en colaboracion con la Unidad de Investigacion Hepatica, Hospital
Universitario Santa Cristina-Instituto de Investigacion Sanitaria Princesa (Madrid, Espafia).

1.1.3. Cohorte 3

La poblacidn de estudio incluyé un grupo de 109 pacientes adultos con IMC > 25 kg/ m? y
una biopsia hepatica compatible con NAFLD (ID 14-244 e ID 14-019, Scretarios Regionales
Mionisteriales, Ministerio de Salud, Estado de Chile) (Anexo 3). Todos los pacientes fueron
sometidos a biopsia hepatica llevada a cabo bajo sedacion y anestesia local y guiados por
ultrasonido utilizando la técnica de Menghini en el Hospital Clinico Universidad Catolica de
Chile en Santiago, Chile. Las caracteristicas de esta cohorte aparecen representadas en la Tabla
7. Los criterios de inclusion fueron persistentes niveles altos de aminotransferasas en suero
(AST y ALT), un estudio de imagen consistente con higado graso y biopsia consistente con la
diagnosis de NAFLD. Estas muestras fueron obtenidas y estudiadas en colaboracion con el
Departamento de Gastroenterologia, Escuela de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de
Chile (Santiago, Chile). Las muestras de suero obtenidas de estos pacientes fueron utilizadas
para los andlisis de LPI en suero.

1.1.4. Obtencion de muestras hepaticas, diagndstico y aspectos éticos

Mientras que los pacientes ambulatorios fueron sometidos a biopsia hepéatica por puncion
percutanea, los pacientes quirdrgicos fueron sometidos a biopsia hepatica en cufia. Las biopsias
con aguja son consideradas tan efectivas como las realizadas en cufia en el establecimiento del
grado de esteatosis e inflamacion, que son las principales variables histoldgicas consideradas
en este estudio. El diagndstico histoldgico de biopsias hepaticas de pacientes con NAFLD
permitio la clasificacion en dos grupos: esteatosis simple sin ballooning hepatocelular ni
inflamacién lobular, es decir, NAFL; y NASH, en el que los criterios minimos incluyeron la
presencia combinada de grado 1 en esteatosis, ballooning hepatocelular e inflamacion lobular
con o sin fibrosis. Los pacientes de los grupos control (sin NAFLD) no eran diabéticos, no
presentaban rasgos de sindrome metabdlico y mostraban una histologia hepatica normal. El
estudio fue llevado a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki, asi como con las leyes
locales y nacionales. Los Comités de Etica de Investigacion Clinica de los tres hospitales
aprobaron los procedimientos de estudio y todos los participantes firmaron un consentimiento
informado escrito para someterse a biopsia hepética (Anexos 1-3). En manejo de las biopsias
hepéticas en todos los pacientes de estudio fue similar entre hospitales y una pieza de tejido
hepatico de 1,5 cm de largo fue inmediatamente fijado y embebido en parafina para analisis
histologicos, congelando la porcion de tejido restante y siendo almacenado a -80°C hasta su uso
con fines experimentales. Todas las muestras de biopsias fueron analizadas en un estudio ciego
por un patélogo.

1.2. ANALISIS DE LPI EN SUERO DE HUMANOS

La extraccion de metabolitos fue llevada a cabo por fraccionamiento de muestras en grupos
de especies con similares propiedades fisicoquimicas, usando combinaciones apropiadas de
solventes organicos. Brevemente, las proteinas fueron precipitadas de las muestras de suero
descongeladas afiadiendo 4 volumenes de metanol frio enriquecido en metabolitos no
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detectados en extractos de suero humano no enriquecidos. Tras un breve vortex, las muestras
fueron incubadas durante la noche a -20°C. Los sobrenadantes fueron recogidos tras
centrifugacion a 18.000 x g durante 15 minutos, secados y reconstituidos en metanol antes de
ser transferidos a viales de analisis UHPLC-MS (ultrahigh pressure liquid chromatography-
mass spectrometry). Las condiciones de separacion cromatografica y deteccion por
espectrometria de masas utilizadas fueron previamente descritas (349).

El pre-procesado de datos fue llevado a cabo utilizando el administrador de aplicaciones
TargetLynx para el software MassLynx 4.1 (Waters Corporation). Las caracteristicas de LC-
MS (liquid chromatography—mass spectrometry) (definidas por los pares de tiempo de
retencion y las ratios masa/carga, Rt-m/z) incluidas en el estudio fueron identificadas
previamente al analisis. La normalizacion de datos incluyd una calibracion intra-lote
(correccidn de respuesta del instrumental a un patron de referencia interno maltiple) e inter-lote
(calibracién externa en un punto entre lotes de la variable especifica usando extractos repetidos
de una muestra de suero comercial), siguiendo el procedimiento previamente descrito (350).
Todos los calculos fueron hechos usando el paquete estadistico R v.3.1.1 (R Development Core
Team, 2011; https://cran.r-project.org/). Este estudio fue llevado a cabo en colaboracién con la
empresa OWL Metabolomics (Bilbao, Espafia) y el grupo Liver Metabolism, BRTA CIC
bioGUNE, Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Hepaéticas y Digestivas
(CIBERehd) (Bilbao, Espafia).

2. Procedimientos experimentales in vivo

2.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los procedimientos experimentales con animales incluidos en esta tesis fueron aprobados
por el Comité Etico de la Universidad de Santiago de Compostela bajo responsabilidad de
Rubén Nogueiras Pozo y registrados con los ndmeros de procedimiento
5005E/12/FUNO1/FIS02/RNP2 (bajo el cumplimiento del RD 1201/2005 del 10 de octubre) y
el ID 15010/17/007 (bajo el cumplimiento del actual y vigente RD 53/2013 del 1 de febrero)
(Anexo 4). Estos procedimientos se han realizado bajo el amparo del marco legislativo vigente:
Directiva 2010/63/UE del Parlamento y Consejo Europeo del 22 de septiembre de 2010 relativa
a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos; Real Decreto 53/2013, del 1 de
febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccién de los animales
utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia. El certificado
de capacitacion (segun el orden ECC/566/2015) del autor de la tesis es CAP-T-0718-015,
expedido por la Direccion General de Agricultura y Ganaderia, de la Consejeria de Medio
Ambiente, Administracion Local y Ordenacion del Territorio (Anexo 5). El centro usuario
autorizado en el que el autor de la tesis llevd a cabo la experimentacon con animales fue el
CEBEGA (Centro de Biomedicina Experimental, numero de registro REGA
ES150780292901), de la Universidad de Santiago de Compostela.

El uso de animales con fines cientificos tiene unas implicaciones éticas que deben ser
respetadas. Los disefios experimentales se llevaron a cabo considerando el principio de
reemplazo, reduccion y refinamiento. En esta tesis doctoral se han utilizado métodos
alternativos (cultivos celulares) cuando ha sido posible, se ha evitado la duplicacion innecesaria
de experimentos, se han usado el menor nimero de animales posible para obtener los datos
suficientes para resolver la cuestion experimental y se ha evitado el estrés, sufrimiento y la
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angustia de los animales. Con el fin de reducir al maximo el nimero de animales utilizado, el
dolor y angustia, se ha calculado el nimero minimo de individuos a utilizar que nos permitan
alcanzar nuestros objetivos, empleandose la herramienta web EDA (Experimental Design
Assis-tant, National Centre for the Replacement, Refinement and Reduction of Animals in Re-
search) para este calculo.

2.2. ANIMALES Y DIETAS

Ratones C57BL/6 de 8 semanas de edad procedentes del Animalario Central de la
Universidad de Santiago de Compostela fueron mantenidos en condiciones SPF (specific-
pathogen-free), estables de temperatura (22+2°C) en un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad y
con un periodo de aclimatacion minimo de 7 dias previos a cualquier procedimiento. La
asignacion de los animales en los grupos experimentales se realiz6 de forma aleatoria. Los
animales fueron mantenidos con acceso libre a agua y dieta estandar (Teklad Global 18%
Protein Rodent Diet, Envigo), HFD (D12451, Research Diets), VHFD (very high fat diet,
D12492, Research Diets), MCD (A02082002BR, 0% colina, suplementada o no con 0,1% en
metionina, Research Diets) o CD-HFD (D05010402, Research Diets) durante los tiempos
especificados. La composicion cal6rica de macronutrientes para cada dieta aparece
representada en la Tabla 2. La estabulacién de los animales fue colectiva para preservar el
comportamiento social de los animales, y se procedié a la aplicacion de elementos de
enriquecimiento ambiental cuando fue considerado necesario. Se valoré periddicamente su
correcto aspecto fisico y acostumbrarlos al manejo por parte del personal de laboratorio para
reducir el estrés generado durante los experimentos. Se monitorizé periddicamente la masa
corporal del animal y la ingesta de alimento: semanalmente en los ensayos cronicos, y
diariamente durante los ensayos subcronicos, a la misma hora. La determinacion de la masa
corporal e ingesta de alimento se realizé6 mediante una balanza de precision. La ingesta de
alimento se promedi6 en funcién del nimero de individuos por caja.

Dieta estandar (Teklad HEFD VHED MCD CD-HFD

Composicién Global 18% Protein (D12451) | (D12492) (A02082002BR | (D05010402

Rodent Diet ) ) )
Lipidos
(Ykeal) 6 45 60 21 45
Glucidos
(Ykeal) 44 35 20 62 35
Proteinas
(%kcal) 19 20 20 16 20
Total
(kcallg) 3,10 4,73 521 4,17 4,74
Metionina S S S D (0 0 0,1%) S
(% masa) ’
Colina (%
masa) S S S D (0) D (0)

100




MATERIAL Y METODOS

2.1. ADMINISTRACION INTRAPERITONEAL DE LPI

La administracion ip no requiere anestesia; se realiza en la parte ventro-caudal del raton
por debajo del peritoneo. Se inmoviliza al animal por la espalda se inclina la cabeza ligeramente
hacia abajo para prevenir la afeccion de las visceras durante el procedimiento y se inserta la
aguja (25G 5/8”, 300600, BD Medical Surgicals Systems) acoplada a una jeringa (303172, BD
Medical Surgicals Systems) en el abdomen, a la altura de la linea de las rodillas, preferiblemente
en el lado derecho del raton. La aguja debe alcanzar una profundidad de 0,5 cm y debe ser
insertada con un angulo de 30° con respecto a la superficie del abdomen. En nuestros estudios
con LPI (L7635, composicion media 58% LPI1(16:0), 42% LPI1(18:0) y LPI(18:2), MERCK),
ratones alimentados con dieta estandar recibieron la inyeccion i.p. de 0,5 mg/kg LPI durante 7
dias, utilizando salino con 10% (v/v) DMSO (dimethylsulfoxide) como vehiculo. La dosis fue
seleccionada de estudios previos que muestran que parece ser una concentracion cercana a la
fisioldgica y que no provoca cambios en peso corporal, ingesta de alimento ni composicion
corporal (289, 296, 327). También se administraron via inyeccion ip el inhibidor farmacologico
de ACC GS-0976 y el tetracloruro de carbono, como se explicara en los respectivos apartados.

2.2. PRODUCCION DE LENTIVIRUS E INYECCION EN LA VENA DE LA COLA
Tabla 2. Composicién de las dietas utilizadas en los procedimientos experimentales con ratones.

S (suplementada), D (deficiente)

2.2.1. Generacion de particulas lentivirales

Las secuencias especificas de shARN para silenciar GPR55 o shARN control fueron
disefiados usando la herramienta web de Genetic Perpetuation Platform (disponible en
https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/). Los oligos con dianas transcripcionales de
interés fueron sintetizados y subclonados en vectores pLKO.1 puro GFP (green fluorescent
protein) (Addgene). La produccion de lentivirus fue llevada a cabo segin lo previamente
descrito (351). Brevemente, células HEK293T mantenidas en Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) con alta concentracion de glucosa suplementado con 10% FBS (fetal bovine
serum), 2 mM L-glutamina y 1% penicilina y estreptomicina fueron sembradas a una densidad
de 8 x 10° células por placa de 150 mm para ser transfectadas 24 horas mas tarde con PEI
(polyethylenimine, 408727, Sigma-Aldrich) y 20 pg de plasmidos pLKO.shARNSs junto con 10
Hg de una mezcla de ensamblaje que contenia psPAX2 y pMD2.G. 24 horas después el medio
de cultivo fue cambiado, y 4 horas y 72 horas post-transfeccion fueron recogidos los
sobrenadantes, que contenian los virus. Las particulas lentivirales fueron concentradas usando
unidades de filtracion por centrifugacion con tamafio de poro de 0,22 um (UFC903024,
Amicon). Las secuencias diana de los sShARNs utilizados en este estudio fueron:

» shGPR55 #1: 5>-TCTGGTGAGGAACCGCTTTAT-3’

» ShGPR55 #2: 5°-GCGAAAGGGCAGGGAATTTAG-3’
> shARN control; 5’-CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCG-3’

Este procedimiento fue llevado a cabo en colaboracion con el Stem Cells & Human

Diseases Lab, Departamento de Fisiologia, CiMUS, Universidad de Santiago de Compostela
(Santiago de Compostela, Espafia).

101



MARCOS FERNANDEZ FONDEVILA

2.2.1. Inyeccion en la vena de la cola

La inyeccidén en la vena de la cola o TVI (tail vein injection) es un método ampliamente
utilizado y eficiente de administrar vectores virales dirigidos al higado (352). Esta via de
administracion no requiere anestesia, pero si el uso de cepo (Tailveiner, TV-150, Bioseb) para
inmovilizar al animal durante el procedimiento. Para poder maximizar el rendimiento de la
inyeccion es necesario previamente dilatar la vena de la cola del raton, en este caso se llevo a
cabo mediante la aplicacion directa de calor con ldmpara de luz infrarroja durante 30 segundos
aproximadamente. A continuacién, inyectamos 100 pl de lentivirus codificante de shARN
control (1x10° UT/ml) o shGPR55 (mezcla 1:1 de shGPR55#1 y shGPR55#2, 1x10° UT/ml)
con una jeringa con aguja acoplada (27G x 3/8”, 305502, BD Medical Surgicals Systems) sobre
las venas laterales de la cola, de forma superficial y practicamente paralela al eje longitudinal
de la cola. La inyeccidn debe realizarse lentamente para evitar la saturacion de la vena. Una vez
administrado, la aguja debe retirarse con cuidado para no provocar el sangrado, presionando la
zona si se produce una ligera hemorragia. En el experimento donde se administrd LPI en ratones
alimentados con dieta estandar, la TVI fue llevada a cabo 3 semanas antes de la administracion
de LPI durante 7 dias; en el estudio donde se alimentd a los ratones con VHFD durante 10
semanas, la TV se realiz6 durante la semana 6; en el experimento donde se utiliz6 dieta MCD,
la TVI fue llevada a cabo 4 semanas antes de comenzar a alimentarlos con la dieta MCD durante
4 semanas; en el experimento donde se us6 el modelo de fibrosis en ratén de tetracloruro de
carbono durante 6 semanas, la TVI fue realizada durante la semana 1. La eficiencia de
silenciamiento génico lentiviral de GPR55 en el higado fue establecida por PCR en tiempo real
y western blot.

2.3. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE GS-0976

GS-0976 (HY-16901, MedChemExpress), un inhibidor dual de ACCa y ACCPB, fue
administrado diariamente ip en dosis de 10 mg/kg durante 7 dias consecutivos en raton. La
dosis y tiempo fueron elegidos en base a lo previamente descrito en la literatura cientifica,
mostrando capacidad de inhibir la DNL y la acumulacién de triglicéridos en el higado (353).
Estos animales recibieron el co-tratamiento de LPI o su vehiculo durante el mismo periodo de
tiempo.

2.4. MODELO DE FIBROSIS INDUCIDA POR TETRACLORURO DE CARBONO

El tetracloruro de carbono (06-3545, Strem Chemicals) fue administrado por inyeccion ip
a una dosis de 0,6 ml/kg semanalmente durante 6 semanas. La dosis y tiempo aparecen
recogidos en la literatura cientifica como ampliamente utilizados para generar fibrosis hepéatica
en ratones (191, 199). Como vehiculo, se utilizd aceite de maiz.

2.5. SACRIFICIO, RECOGIDA DE TEJIDOS Y MUESTRAS

Al final de los experimentos, los animales fueron sacrificados por decapitacion. Se
recogieron muestras de sangre del tronco y se mantuvieron a 4°C para posteriormente separar
el suero. Se registro la masa del higado de los ratones, asi como de otros tejidos. Las muestras
hepaticas fueron obtenidas preferentemente como sectores circulares procedentes del 16bulo
lateral izquierdo y fueron rdpidamente congeladas y almacenadas a -80°C hasta el momento del
analisis. Para tinciones histoldgicas de muestras hepaticas que requieren fijacion de la pieza en
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parafina, porciones con forma de seccién circular procedentes del l6bulo lateral izquierdo
fueron introducidas en 4% paraformaldehido. Muestras de otros tejidos también fueron
obtenidas para su posterior analisis.

2.6. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE HEPATOCITOS Y CELULAS ESTELARES PRIMARIAS

Ratones alimentados con dieta estandar o MCD (suplementada con 0,1% de metionina)
fueron anestesiados con isofluorano (1,5% de isofluorano en O). Tras abrir el abdomen, un
catéter intravenoso (SR+0X2419C1, Terumo) fue insertado en la vena cava. El higado fue
perfundido con el buffer A (PBS -phosphate buffered saline- 5 mM EGTA) (37°C, oxigenado)
y la vena porta fue cortada. A continuacion, el higado fue perfundido con el buffer B (PBS,
1mM CacCl,, colagenasa tipo | (LS004196, Worthington) (37°C, oxigenado). Después de la
perfusion, el higado fue trasladado a una placa de cultivo que contenia buffer C (PBS, 2 mM
CaCl,, 0,6% BSA) y disgregado mecanicamente con un forceps. El higado ya digerido fue
filtrado a través de una gasa estéril. A continuacidn, los hepatocitos primarios de raton y las
HSCs fueron aisladas segun lo descrito (199). Los higados fueron centrifugados a 48 x g durante
5 minutos. El sobrenadante fue descartado y los hepatocitos presentes en el pellet fueron
resuspendidos en medio de cultivo fresco Minimun Essential Medium (MEM, Gibco)
suplementado con 10% FBS, 100 U/ml penicilina, 100U/ml estreptomicina'y 2 mM glutamina.
Las HSCs fueron aisladas del sobrenadante por centrifugacion en gradiente con Percoll Plus
(17-5445-01, GE Healthcare) y adherencia selectiva. Este procedimiento fue llevado a cabo en
colaboracion con el Liver Disease Lab, BRTA CIC bioGUNE, Centro de Investigacion
Biomédica en Red de Enfermedades Hepaticas y Digestivas (CIBERehd) (Derio, Bizkaia,
Espafia).

3. Procedimientos experimentales in vitro

3.1. CULTIVOS CELULARES

3.1.1. THLEZ2

La linea celular THLE2 (CRL-2706, ATCC, American Type Culture Collection) presenta
morfologia epitelial y procede de la inmortalizacion con el SV40 large tumor antigen de
hepatocitos no tumorales del 16bulo izquierdo de un humano adulto (354). Las THLE2 crecen
en Bronchial Epithelial cell Basal Medium (BEBM, cc-3171, Lonza/Clonetic Corporation)
suplementado con los factores de crecimiento Bullekit (excluyendo epinefrina vy
gentamicina/anfotericina, cc-3170, Lonza/Clonetics), 70 ng/ml de fosfoetanolamina (P0503,
MERCK), 5 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (E9644, MERCK), 10% (v/v) FBS y
1% (v/v) solucién de glutamina-penicilina-estreptomicina (G6784, MERCK). Este medio de
crecimiento completo se conoce como Bronchial Epithelial cell Growth Medium (BEGM). Las
células fueron mantenidas a 37°C con 5% CO.. El subcultivo se produjo en ratios 1:3 — 1:4 y el
medio fue renovado cada 48 horas durante la fase de mantenimiento. La adherencia de las
células THLE?2 depende del pretratamiento de las placas de cultivo durante 15 minutos con una
mezcla de 0,01 mg/ml de fibronectina (33010-018, Gibco), 0,03 mg/ml de colageno tipo I (sc-
136157, Santa Cruz Biotechnology) y 0,01 mg/ml de BSA (bovine serum albumin, A4503
MERCK) disuelto en medio BEBM sin suplementar.
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3.1.2. HepG2

La linea celular de hepatocitos HepG2 (85011430, ECACC, European Collection of
Authenticated Cell Cultures) procede de la biopsia hepatica de carcinoma hepatocelular bien
diferenciado de un individuo caucésico. Estas céelulas fueron mantenidas en crecimiento en
monocapa usando Minimum Essential Medium Eagle (EMEM, M2279, MERCK)
suplementado con 10% (v/v) FBS, 1% (v/v) solucidn de glutamina-penicilina-estreptomicina y
1% (v/v) aminodcidos no esenciales (M7145, MERCK) como medio de crecimiento. Las
celulas fueron mantenidas a 37°C con 5% CO.. El subcultivo se produjo en ratios 1:4 — 1:6 y el
medio fue renovado cada 48 horas durante la fase de mantenimiento.

3.1.3. LX-2

La linea de HSCs humanas LX-2 (SCC064, MERCK) procede de la inmortalizacion de
HSCs primarias con el SV40 large tumor antigen seguido de un cultivo selectivo (355),
manteniendo propiedades clave de las HSCs (356). Como medio de crecimiento, se us6 DMEM
con alta concentracién de glucosa (D5796, MERCK) suplementado con 2% (v/v) FBS y 1%
(v/v) solucién de glutamina-penicilina-estreptomicina. Las células fueron mantenidas a 37°C
con 5% COz. El subcultivo se produjo en ratios 1:4 — 1:6 y el medio fue renovado cada 48 horas
durante la fase de mantenimiento.

3.2. SILENCIAMIENTO GENICO

THLE2, HepG2 y LX-2 fueron transfectadas con small-interference ARN (siARN) para
inhibir la expresion de los genes GPR55 y ACCa humanos. Especificamente hicimos uso de
los disefios SIGENOME SMARTPool (GPR55: M-005581-02; ACCa: L-004551-00-0005,
Dharmacon). El grupo control fue administrado con la cantidad equivalente de siARN no
dirigido (SIGENOME Non-Targeting RNA Pool, D-001206-13-05, Dharmacon). Las
secuencias diana de los siARNSs utilizados en este estudio fueron:

siGPRS55 #1: 5°-GAGAACAGCUUUAUCGUA-3’
siGPRS55 #2: 5°-GAACAGGUGGCCCGAUUAU-3’
siGPR55 #3: 5’-CAACAUGUCUGAUGAUACC-3’
siGPR55 #4: 5°-GGAAGCAUCCCUAUCUACA-3’
SIACCa #1: 5’-GAUGUGAGCCUGCGGAAUA-3’
SIACCa #2: 5’-CCACUUGGCUGAGCGAUUG-3’
SIACCa #3: 5’-GCAAUUAGAUUCGUUGUCA-3’
SIACCa #4: 5’-GAUCUUAGCGGACCAAUAU-3’
siCTL #1: 5>-UAGCGACUAAACACAUCAA-3’
siCTL #2: 5’>-UAAGGCUAUGAAGAGAUAC-3’
siCTL #3: 5>~ AUGUAUUGGCCUGUAUUAG-3’
siCTL #4: 5’>-AUGAACGUGAAUUGCUCAA-3’

VVVVVYVYYVYYVYYVYYVYYVY

Los reactivos de transfeccion utilizados fueron Darmafect 1 (T-2001-03, Dharmacon) para
THLEZ2, TransIT-siQUEST (MIR2115, Mirus) para HepG2 o Lipofectamine 2000 (11668-019,
Invitrogen) para LX-2. El protocolo utilizado fue el siguiente (volimenes indicados para cada
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pocillo de una placa de cultivo de 6 pocillos): 0,05 nmol de cada siARN diluidos en 200 ul de
optiMEM (31985070, Life Technologies) fueron mezclados con 6,5 pul de Dharmafect 1 para
THLE2 (7,5 ul de TransIT-siQUEST para HepG2; 6 ul de Lipofectamine 2000 para LX-2)
diluidos en 193,5 ul de optiMEM; esta mezcla (400 pl) fue afiadida a cada pocillo, donde se
incorporé 1 ml de medio de crecimiento fresco, resultado en un volumen final de 1,4 ml por
pocillo. Tras 8 horas de incubacion a 37°C con 5% COz, el medio fue reemplazado por medio
fresco de crecimiento, y las células fueron recogidas tras un total de 48 horas para comprobar
la eficiencia de silenciamiento por PCR en tiempo real y/o western blot.

3.3. TRATAMIENTO DE LPI IN VITRO

1x10° células THLE?2 fueron sembradas en placas de 6 pocillos e incubadas en medio de
crecimiento durante 24 horas. A continuacion, se aspiré el medio y se afiadid medio de
crecimiento fresco suplementado con LPI (1 uM o 10 puM, segun lo indicado en cada caso)
utilizando en el grupo control el volumen equivalente de vehiculo, es decir, PBS con 10% (v/v)
DMSO. Las dosis de LPI fueron escogidas en base a lo recogido en la literatura como capaz de
activar la cascada de sefializacion downstream de GPR55 y modular la expresion de marcadores
de metabolismo lipidico en las células (279, 288, 296, 318). En los ensayos con células HepG2
se utilizaron 5x10° células iniciales. Las células fueron expuestas a LPI durante 30 minutos, 1
hora 0 6 horas y recogidas para extraccion de ARNm y/o proteina. También fueron expuestas
durante 24 horas para evaluar la acumulacion de lipidos por tincion Bodipy y Oil Red, como se
explicara més adelante. En los ensayos con células LX-2, se sembraron en placas de 6 pocillos
3x10° células y, tras 24 horas, se trataron con LPI 10 uM durante 1 y 12 horas para extraccion
de ARNm y/o proteina o durante 24 horas para tincion Bodipy.

3.4. ADMINISTRACION DE TGFB1

TGFPB1 es un potente activador de HSCs y un inductor de fibrosis (137). Las HSCs humanas
LX-2 transfectadas con siARN GPRS5S5, siARN ACCa o siARN control fueron incubadas con
medio suplementado con TGFB1 recombinante de humanos (100-21, PreproTech) a una
concentracion 8 ng/ml o vehiculo (PBS) durante 24 horas, como previamente indicado (199).
Después de eso, las células LX-2 fueron recogidas para extraccion de ARNm.

3.5. TRATAMIENTO DE ACIDO OLEICO

El tratamiento con acido oleico es ampliamente utilizado como un modelo de esteatosis
hepatica in vitro, siendo efectivo en la induccion de la acumulacion de lipidos en los hepatocitos
(357). Para el tratamiento de &cido oleico en THLE?2 silenciando GPR55 se siguio el siguiente
protocolo (volimenes indicados para cada pocillo de una placa de cultivo de 6 pocillos):

» Dia previo al ensayo:
o Se atempero el medio de crecimiento no suplementado con FBS.
o Una vez atemperado, se procedio a la adicion de componentes:
= Medio con acido oleico: medio libre de FBS suplementado con 1
mM &cido oleico (solucidn stock preparada como 1M 4acido oleico
en etanol; es decir, 1,5 pl de 1 M acido oleico en 1,5 ml de medio
por pocillo) (01383, MERCK), 1 mM KOH (ratio molar 1:1 entre
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acido oleico y KOH; es decir, 1,5 pl de 1 M KOH en 1,5 ml de medio
por pocillo), y 0,05 mM BSA sin &cidos grasos (ratio molar 2:1 entre
acido oleico y BSA sin &cidos grasos; es decir, 50 mg de BSA sin
acidos grasos en 1,5 ml de medio por pocillo) (BSA-FAF-1U,
Capricorn).

= Medio control: medio libre de FBS suplementado con etanol
(vehiculo del stock de acido oleico), 1 mM KOH y 0,05 mM BSA
sin acidos grasos.

La secuencia de adicion de los componentes es clave para una
maximizar la solubilizacién del acido oleico: 1) mezclar acido oleico
con la cantidad equimolar de KOH; 2) vortex; 3) resuspender la
mezcla &cido oleico + KOH en el medio sin FBS ya atemperado y
con la cantidad requerida de BSA sin acidos grasos disuelta; 4)
incubar el medio a 4°C durante la noche sin agitacion para permitir
que el &cido oleico forme complejos.
» Dia del ensayo:

o Se atemperaron los medios de cultivo con &cido oleico y control.

o Se filtraron los medios de cultivo con &cido oleico y control (0,2 pm).

o Se aspiro el medio de crecimiento de las células THLE2 (silenciando
GPR55) y se reemplaz6 con medio de cultivo atemperado y fresco con 4cido
oleico o control.

o Seincubaron las placas de cultivo a 37°C con 5% CO:..

» Dia siguiente:

o Tras 24 horas de incubacion con los medios con &cido oleico o control, se
evalué la acumulacion de lipidos en células THLE?2 silenciando GPR55
mediante tincién con Oil Red.

3.6. ESTUDIOS FUNCIONALES DE METABOLISMO LIPIDICO

Estos estudios permiten evaluar el metabolismo de lipidos de los hepatocitos midiendo
directamente el flujo metabdlico a través de la ruta de DNL vy la tasa de oxidacion de acidos
grasos. Se sembraron 4x10° células HepG2 y se incubaron con medio de crecimiento. Las
células fueron transfectadas con el siARN control o siARN GPR55 vy, tras 6 horas, fueron
mantenidas en medio fresco durante 36 horas. Entonces las células HepG2 fueron tratadas con
10 uM LPI o vehiculo durante 12 horas. Los ensayos metabdlicos fueron realizados en
presencia de LPI o vehiculo.

3.6.1. Lipogénesis de novo

Para analisis de DNL, las células fueron incubadas durante la noche en medio sin FBS
suplementado con 0,5% (m/v) BSA sin acidos grasos y glucosa a una concentracion final de 22
mM (4 g/l) en presencia de LPI o vehiculo. A continuacion, las células fueron incubadas durante
4 horas con medio fresco suplementado con 100 nM insulina 'y 20 puM acetato con 20 uCi/ml
[*H]-acetato (Perkin Elmer) en presencia de vehiculo o LPI (358). Después de la incubacion,
las células fueron recogidas y lavadas cuatro veces con PBS frio (pH 7,4). Las células y el
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medio fueron separados; los lipidos fueron extraidos y separados por cromatografia de capa
fina (359). Las diferentes clases de lipidos fueron visualizados por exposicion a vapor de yodo,
se seleccionaron las bandas correspondientes y el marcaje incorporado a los lipidos fue
determinado mediante recuento por centelleo, expresédndolo en relacion a la cantidad de
proteina (360).

3.6.1. Oxidacion de acidos grasos

La tasa de oxidacion de acidos grasos fue determinada midiendo la cantidad de *CO>
(oxidacion completa) y la cantidad de **CO, marcada en metabolitos acido-solubles (oxidacion
incompleta) liberada, como fue descrito previamente (361, 362). Las células fueron incubadas
durante 4 horas con LPI o vehiculo en medio suplementado con 0,5% (m/v) BSA libre de acidos
grasos formando complejos con 0,2 mM palmitato con 0,5 uCi/ml [1-*C]-palmitato (Perkin
Elmer). EI medio fue entonces recogido en un tubo con papel de filtro Whatman humedecido
con 0,1 M NaOH en la tapa. Se afiadieron 500 pul de 3M é&cido perclérico para liberar el CO2,
que fue capturado en el papel de filtro. EI medio acidificado fue centrifugado a 21.000 x g
durante 10 minutos para eliminar la materia particulada. La radioactividad de CO; capturada
por los papeles de filtro y la radioactividad de los metabolitos acido-solubles (los sobrenadantes
del medio de cultivo) fueron determinadas mediante recuento por centelleo, expresandolo en
relacion a la cantidad de proteina.

Estos estudios fueron llevados a cabo en colaboracion con el grupo Lipids & Liver,
Departamento de Fisiologia, Universidad del Pais Vasco (Bilbao, Espafia) y el Instituto de
Investigacion Biocruces (Bilbao, Espafia).

3.7. MEDICION DE CONSUMO DE OXIGENO CELULAR

La respiracion de las células HepG2 fue medida a 37°C por respirometria de alta resolucion
con XFp Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience, Agilent Technologies). Este equipo
permite medir en células vivas las tasas de consumo de oxigeno (OCR, oxygen consuption rate)
y de acidificacion del medio (ECAR, extracellular acidification rate), indicadores clave de la
respiracion mitocondrial y la glucdlisis, respectivamente. Para las mediciones de OCR,
expresadas como tasa de cambio de O> disuelto en el medio de cultivo, las células HepG2 fueron
sembradas en una placa de cultivo multipocillo (XFp cell culture microplate 103022-100,
Seahorse Bioscience, Agilent Technologies), utilizando 2x10* células por pocillo. Tras 6 horas
para permitir la adhesion celular, el medio de crecimiento fue aspirado y reemplazado por
medio de ensayo fresco y atemperado, especificamente medio DMEM pH 7,4 sin bicarbonato
y baja capacidad de tamponamiento de pH (103575-100, Seahorse Bioscience, Agilent
Technologies) suplementado con 1 mM piruvato sédico, 2 mM glutamina and 10 mM glucosa,
e incubado a 37°C sin inyeccion de COx. Tras el equilibrado los cultivos celulares en medio de
ensayo durante 1 hora, se realizaron tres medidas basales de OCR. A continuacion, se inyectd
10 uM LPI o vehiculo y se monitorizo el OCR durante 6 horas. En el experimento con etomoxir
(103260-100, Seahorse Bioscience, Agilent Technologies), un inhibidor especifico de CPT1y
de la p-oxidacion cuando es utilizado a bajas concentraciones (363), éste fue administrado a
una concentracion de 4 uM 15 minutos antes de comenzar las mediciones basales de OCR,
siguiendo lo indicado por el fabricante. Los datos fueron corregidos por los valores de fondo de
la placa de cultivo y por la cantidad de proteina y expresados como porcentaje de cambio de
OCR con respecto a la tltima medicion basal previa a la inyeccion aguda de LPI.
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3.8. ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR

La evaluacion de la proliferacion in vitro fue llevada a cabo mediante el test de bromuro
de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, M2003, MERCK). Se sembraron las
células LX-2 a una densidad inicial de 1x10° células por pocillo en placas de 96 pocillos.
Después de 24 horas, las células LX-2 fueron transfectadas con siARN GPR55, siARN ACCa
0 SiIARN control. 36 horas después, se administrd 10 uM LPI durante 12 horas. A continuacion,
se afiadieron 100 ul de una solucién de 0,5 mg/ml MTT vy las células se incubaron a 37°C. Tras
4 horas, se afiadieron 100 pl de solucion de solubilizacion (0,01 M HCI, 10% SDS - sodium
dodecyl sulfate) e incubaron a 37°C durante 8 horas, para finalmente medir la viabilidad celular
de cada pocillo como densidad Optica a la longitud de onda de 570 nm con un equipo
ThermoScientific Multiskan GO. La viabilidad celular en cada pocillo fue calculada fue
expresada en porcentaje de proliferacién frente al grupo control.

4. Técnicas analiticas

4.1. TINCIONES CITOLOGICAS E HISTOLOGICAS

4.1.1. Oil Red

Esta tincion especifica de lipidos permite evaluar la esteatosis hepatica. Las muestras de
tejido hepético congelado fueron cortadas en secciones de 8 um con un criostato, fijadas en 4%
paraformaldehido durante 2 horas y tefiidas en solucion Oil Red (MERCK) filtrado durante 20
minutos. Tras ser lavadas en agua destilada, las secciones fueron contratefiidas con
hematoxilina de Harris durante 5 minutos y montadas con medio de montaje acuoso. En el caso
de las tinciones de cultivos celulares de HepG2, THLE2 y LX-2, las células fueron sembradas
sobre laminas circulares vidrio (633029, Carolina) que cubren la base de los pocillos en las
placas de cultivo, tratadas previamente con poli-L-lisina (P8920, MERCK) a 37°C durante 15
minutos (en el caso de HepG2) o con colageno (C3867, MERCK) a 37°C durante 10 minutos
(en el caso de THLE2). Al terminar el experimento, las células fueron fijadas con 4%
paraformaldehido durante 15 minutos y las laminas circulares de cristal fueron extraidas de las
placas de cultivo y tefiidas con solucion Qil Red, siguiendo el procotolo previamente indicado.

4.1.2. Bodipy

La tincidn de cultivos celulares con Bodipy 493/503 (4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentametil-4-
Bora-3a,4a-Diaza-s-Indaceno; D3922, ThermoFisher) tifie de color verde los lipidos,
permitiendo en este estudio estudiar la acumulacion de vesiculas lipidica en el citoplasma de
los hepatocitos. Las células HepG2 fueron sembradas sobre laminas circulares vidrio pre-
tratadas con poli-L-lisina a 37°C durante 15 minutos. Una vez realizado el experimento, las
células fueron incubadas con 16 pg/ml Bodipy a 37°C durante 40 minutos, lavadas 3 veces con
PBS vy fijadas en 4% paraformaldehido. Las ldminas de vidrio fueron montadas con medio de
montaje acuoso Fluoro-Gel (17985-10, Etectron Microscopy Sciences) con 1:1000 DAPI (4,6-
diamino-2-fenilindol) para tefiir los nicleos de color azul.
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4.1.3. Hematoxilinay eosina

Esta tincidn histoldgica tifie diferencialmente de azul y rosa las partes &cidas y basicas de
las células, permitiendo analizar la estructura general del tejido, en este caso el hepético, y
detectar esteatosis (microvesicular o macrovesicular), ballooning, infiltracion de células
inflamatorias y fibrosis, dependiendo de la intensidad de estas caracteristicas y de la habilidad
del observador (11). Las secciones de tejido fijadas en 4% paraformaldehido fueron
deshidratadas tras 24 horas e incluidas en parafina. Se cortaron secciones de 4 pum con un
microtomo Yy se trataron con xilol para eliminar los restos de parafina. Las secciones fueron
expuestas a soluciones alcoholicas de concentracion decreciente (100°, 95°y 70°). Las secciones
fueron lavadas con agua destilada, se sumergieron en soluciéon de hematoxilina (BioOptica)
durante 10 minutos, se lavaron de nuevo y fueron sometidas a alcohol acido. Se sumergieron
30 segundos en eosina (BioOptica). Después, las secciones fueron lavadas en agua destilada,
deshidratadas, secadas a 37°C durante 30 minutos y montadas en medio de montaje permanente
(sin alcohol y xileno).

4.1.4. Sirius Red

La tincion histologica de secciones de tejido con Sirius Red, especifica de colageno,
permiten evaluar la fibrosis del tejido hepéatico. Las muestras fueron fijadas en parafina,
cortadas, tratadas con xilol e hidratadas y tratadas con solucién PicroSirius durante 1 hora. A
continuacidn, se lavaron las muestras con agua destilada, se deshidrataron con etanol y se
montaron en medio resinoso.

4.1.5. Inmunohistoquimica

La tincién inmunohistoquimica o IHC (inmunohistochemistry) permite detectar sobre el
tejido la presencia de la proteina de estudio. En este caso particular, la IHC de F4/80, proteina
de superficie de membrana celular presente en macrofagos, permite estudiar la presencia de
células de Kupffer y macrofagos infiltrados en el higado (364), desencadenantes clave del
proceso inflamatorio en NAFLD. Las muestras fueron fijadas en parafina, cortadas,
desparafinadas, hidratadas, pre-tratadas con PTLink TE buffer pH 9 y bloqueadas con 3%
peroxidasa durante 10 minutos. Después, las secciones fueron incubadas con el anticuerpo
primario (ab111101, Abcam) a una concentracion 1:100 durante la noche y a temperatura
ambiente, seguido de una incubacion con el anticuerpo secundario (EnVision, DAKO) durante
30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se uso revelador DAB durante 1 minuto y
las secciones fueron contratefiidas con hematoxilina de Mayer durante 10 minutos,
deshidratadas y montadas.

Los analisis histologicos se llevaron a cabo utilizando un microscopio 6ptico BX51
equipado con una camara digital DP70 (Olympus), utilizando el objetivo 20X y 40X. Para la
tincién fluorescente de Bodipy y DAPI, se usé un microscopio confocal Leica AOB5 equipado
con una lente apocromatica con plan de correccion de color de alta calidad para un objetivo
confocal 63x/1.32. Se utilizo el software de microscopia confocal de Leica para adquisicion y
procesado. Las imagenes son combinaciones de secciones Opticas realizadas sobre el eje z a
intervalos de 0,5 mm. Para el Bodipy, las células fueron excitadas a 492 nm con un laser y la
emision de fluorescencia fue adquirida en la banda de 414-479 nm.
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En todos los estudios de tinciones histologicas de este trabajo se tomaron 4
microfotografias representativas por pocillo de cultivo o seccion de higado. Los lipidos en las
tinciones Bodipy y Oil Red, los depositos de colageno en la tincidn Sirius Red, y el area ocupada
por los macrofagos F4/80 positivos fueron cuantificados con los programas ImageJ (version
1.8, National Institutes of Health) y FRIDA (Framework for Image Dataset Analysis, Johns
Hopkins University), y expresados como porcentaje de cambio sobre el grupo control. Ademas,
los analisis de las tinciones de cultivos celulares incluyeron una correccion del area tefiida por
numero de nucleos celulares presentes en cada campo.

4.2. CONTENIDO HEPATICO DE TRIGLICERIDOS EN EL HIGADO

La cantidad de triglicéridos fue utilizada como medida de la esteatosis hepética en el
higado. El procedimiento de extraccion de triglicéridos fue adaptada de métodos descritos
previamente (365). Se afiadio una mezcla 2:1 (v/v) de cloroformo:metanol a 4°C sobre 100 mg
de tejido hepatico. A continuacion, se procedié a la homogeneizacion mecanica del tejido
usando un TissueLyser Il (Quiagen) durante 3 minutos a 25 RPMs (revoluciones por minuto).
Este homogeneizado de tejido fue mantenido en agitacion durante 3 horas a temperatura
ambiente. Para la separacion de fases, se afiadié agua destilada, se centrifugaron las muestras y
se recogid la fase organica. El solvente organico se evapord completamente durante la noche
en campana de extraccion de gases a temperatura ambiente. La absorbancia de cada muestra
fue entonces cuantificada por duplicado mediante espectrofotometria a 505 nm (1001310,
Spinreact) con un equipo ThermoScientific Multiskan GO y se calcul6 el contenido de
triglicéridos comparando los valores con los obtenidos para una recta patrén incluida en el
propio kit. Los datos fueron corregidos por la masa de la pieza de tejido original, siendo
presentados como mg de triglicéridos por g de tejido hepatico.

4.3. CUANTIFICACION DE MALONIL-COA HEPATICO

Los niveles de malonil-CoA, producto de la reaccion catalizada por ACC, precursor de
acidos grasos en la ruta de DNL e inhibidor de la B-oxidacion, fueron utilizados como un
indicador de la actividad enzimatica de ACC en el higado. La cuantificacion de malonil-CoA
fue llevada a cabo con el Mouse Malonyl coenzyme A ELISA Kit (MBS705127, MyBioSource)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se homogeneizaron 30 mg de tejido en PBS, se
centrifugaron las muestras a 5.000 x g a 4°C durante 5 minutos. El sobrenadante fue transferido
a otro tubo y se calcul6 la concentracion de proteina por el método de Bradford. Se utilizé el
volumen correspondiente a 0,5 mg de extracto de proteina para los pasos de incubacion
secuencial en la placa de fondo plano de 96 pocillos proporcionada en el kit. La absorbancia
fue leida a 450 nm con un equipo ThermoScientific Multiskan GO y el contenido de malonil-
CoA fue calculado en base a lo proporcionado por la recta patron, corrigiendo los datos por la
masa de tejido inicial y expresandolos como nmol de malonil-CoA por g de tejido hepatico.

4.4. DETERMINACION CUANTITATIVA DE HIDROXIPROLINA

La hidroxiprolina es un aminoacido no proteinogénico formado por la modificacion
postraduccional de la prolina. La hidroxiprolina es un componente mayoritario del colageno,
sobre el que estabiliza la estructura en hélice. Ya que la hidroxiprolina aparece restringida en
el colageno, la medicion de los niveles de hidroxiprolina es un indicador ampliamente utilizado
de conetnido de colageno. En este proyecto, se midieron los niveles de hidroxiprolina en piezas
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de tejido con el Hydroxyproline Assay Kit (MAK008, MERCK) siguiendo las instrucciones del
fabricante. 10 mg de muestras hepéticas fueron hidrolizadas en 100 pl de &cido hidroclérico
concentrado (12M) a 120°C durante 3 horas. A continuacion, fueron sometidos a vortex y
centrifugacion a 10.000 x g durante 3 minutos. 50 ul de sobrenadantes fueron transferidos a una
placa de fondo plano y evaporados en campana de extraccion de gases a temperatura ambiente
durante la noche. Al dia siguiente se afiadieron secuencialmente 100 ul de una mezcla de
cloramina T y buffer de oxidacion (incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente), y 100
pl de reactivo DMAB, y se dejé incubando durante 90 minutos a 60°C. La absorbancia fue leida
a 560 nm con un equipo ThermoScientific Multiskan GO vy el contenido de hidroxiprolina
calculado en base a una recta patrén. Los resultados fueron corregidos por la masa de tejido
inicial y finalmente expresados como porcentaje de cambio sobre el grupo control.

4.5. CUANTIFICACION DE METABOLITOS Y TRANSAMINASAS EN SUERO

Durante el sacrificio, se recogieron muestras de sangre del tronco en tubos de 1,5 ml y se
mantuvieron a 4°C durante un maximo de 2 horas, para posteriormente ser centrifugadas a 6.000
X g durante 15 minutos a 4°C. Los sobrenadantes fueron transferidos a un nuevo tubo para
obtener el suero. La presencia de hemdlisis fue considerada un criterio de exclusion de
muestras. Para la determinacion cuantitativa de metabolitos en suero, se utilizaron Kits
comerciales basados en espectrofotometria, que fue medida con un equipo ThermoScientific
Multiskan GO a las longitudes de onda indicadas por el fabricante en cada caso. Para medir los
niveles de colesterol, se afiadieron 200 pl de una mezcla de reactivo 1 y reactivo 2 (4:1 viv,
1001093, Spinreact) en 2 pl de suero, se incub6 a 37°C durante 5 minutos y se midié la
absorbancia a 505 nm. El uso de una solucién patron incluida en el kit permitié la
transformacion de los valores de la absorbancia de cada muestra problema en la concentracion
de colesterol en suero, que fueron expresados como mg de colesterol por dl de suero. En el caso
de los acidos grasos libres (no esterificados), se afiadieron 300 pl del reactivo 1 (434-91795,
DAKO) sobre 7 pl de suero, se incub6 a 37°C durante 3 minutos, después se afiadieron 150 pl
del reactivo 2 (436-91995, WAKO), se incubd a 37°C durante 4 minutos y finalmente se ley6
la absorbancia a 546 nm. El uso de una solucion patron (270-77000, WAKO), permitio la
transformacion de los valores de la absorbancia de cada muestra en la concentracion de acidos
grasos libres en suero, que fueron expresados como mg de acidos grasos por dl de suero. Para
la medicidn de triglicéridos se afiadio sobre la muestra de suero (2 ul de suero) una mezcla de
reactivo 1y reactivo 2 (4:1 v/v, 1001310, Spinreact), se incubé a 37°C durante 5 minutos y se
midié la absorbancia a 505 nm. El uso de una solucion patrén incluida en el kit permitié la
transformacion de los valores de la absorbancia de cada muestra en la concentracion de
triglicéridos en suero, que fueron expresados como mg de triglicéridos por dl de suero. La
cuantificacion de transaminasas ALT y AST en suero fue medida afiadiendo 3 pl de muestra de
suero y 200 pl de una mezcla de reactivo (ALT 41283, Spinreact) (AST 41273, Spinreact),
incubando a 37°C y leyendo la absorbancia cada minuto durante un minimo de 3 minutos,
calculando posteriormente la tasa de cambio de absorbancia por minuto y por tanto la tasa de
transformacion de sustrato por minuto de la enzima transaminasa estudiada en el suero.

4.6. PCR A TIEMPO REAL

Los niveles de expresion de ARNm en extractos celulares o piezas de tejido fueron
determinados cuantitativamente por PCR en tiempo real.
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4.6.1. Extraccion de ARN

El proceso completo de extraccion de ARN se llevd a cabo a 4°C. Se afiadieron 650 pl de
Trizol (15596018, Invitrogen) sobre fragmentos de tejido congelado de aproximadamente 50
mg en un tubo de 2 ml y se homogeneizaron mecanicamente con TissueLyser Il (Quiagen)
durante 3 minutos. En el caso de extractos celulares, una vez terminado el experimento se aspird
el medio, se lavaron los pocillos con PBS a 4°C y se afiadio 1 ml de Trizol, siendo transferido
a nuevos tubos con la ayuda de una micropipeta y luego a vortex para homogeneizar los
extractos celulares. En ambos casos, se centrifugaron los homogeneizados a 10.000 x g durante
10 minutos y se transfirieron los sobrenadantes a nuevos tubos, se afiadieron 250 ul de
cloroformo, se mezclaron vigorosamente y se centrifugaron de nuevo las muestras a 10.000 x
g durante 15 minutos. Se transfirieron las fases acuosas (ARN) a nuevos tubos, se afiadieron 3
volimenes de 2-propanol y las mezclas resultantes se mantuvieron 10 minutos a -20°C.
Después, se centrifugaron las mezclas a 10.000 x g durante 10 minutos y se desecharon los
sobrenadantes. Los pellets (ARN) se lavaron con 70% (v/v) etanol, se eliminaron
cuidadosamente los restos de alcoholes y finalmente se resuspendieron en 300 pl de H20 0,1%
dietilpirocarbonato (DEPC) calentando las muestras a 60°C. La determinacion de la
concentracion de ARN presente en cada muestra se realizd con un espectrofotometro de gota
en pedestal (NanoDrop 2000, ThermoScientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una
vez cuantificado el ARN, se prepararon alicuotas de concentracion 0,01 pg/ul para cada
muestra.

4.6.1. Retrotranscripcion

A partir del ARN extraido se generaron las formas de complementarias de ADN (ADNCc).
El volumen de los reactivos utilizados se corresponde con un volumen de reaccion de 30 pl:

10,00 pl de muestra de 0,01 pg/ul ARN

3,58 ul de H20 0,1% DEPC.

6,00 pl de 100 MM dNTPs (dTTp, dCTp, dGTp, dATp) (10297-018, Invitrogen).
1,50 pl de 25 mM MgCl, (A351B, Promega).

1,00 pl de 200 U/ul M-MLYV (28025013, ThermoFisher)

0,25 pl de 40 U/ul ARNse OUT (10777-019, Invitrogen).

0,17 pl de 3 pg/pul Random Primer Mix (48190011, Invitrogen).

VVVYVVYYY

Las condiciones de PCR (polymerase chain reaction) fueron las siguientes: 25°C durante
10 minutos; 37°C durante 50 minutos; 70°C durante 15 minutos.

4.6.1. PCR atiempo real

Una vez obtenido el ADNCc, se cuantificaron los niveles de ARNm de los diferentes genes
mediante PCR en tiempo real con el equipo 7500 Real Time PCR System (Applied BioSystems)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Especificamente, se uso la técnica de PCR en tiempo
real conocida como SYBR Green. Los pares de primers especificos para cada gen y especie
estudiada aparecen reflejados en la Tabla 3. ElI volumen de los reactivos utilizados se
corresponde con un volumen de reaccion de 12 pl:

» 6,00 ul de Precision PLUS gPCR Master Mix with ROX at a reduced level premixed
with SYBR Green (PPLUS-LR-SY, PrimerDesign).
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» 3,28 pl de H20 0,1% DEPC.

> 0,36 pl 10 uM primer directo (EurofinsDNA).
> 0,36 pl 10 uM primer reverso (EurofinsDNA).
» 2 pl de muestra de ADNC.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 1) 95°C durante 3 minutos; 2) 40 ciclos de
95°C durante 5 segundos + 60°C durante 32 segundos; 3) Fase de disociacién (95°C durante 15
segundos, 60°C durante 1 minuto, 95°C durante 15 segundos).

Todas las muestras fueron sometidas a PCR en tiempo real por duplicado. Se usaron
controles negativos de las reacciones, que contenian todos los reactivos excepto las muestras,
para asegurarse de la especificidad de la amplificacion por PCR. Los resultados fueron
corregidos por los niveles ARNm del gen de expresion constitutiva HPRT (hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1) y representados como porcentaje de expresion frente al grupo
control.
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Especie y nombre

Secuencia de los primers 5'— 3’

Homo sapiens ACCa

Directo ACCACCAATGCCAAAGTAGC
Reverso CTGCAGGTTCTCAATGCAAA

Homo sapiens ACTA2

Directo TTCAATGTCCCAGCCATGTA
Reverso GAAGGAATAGCCACGCTCAG

Homo sapiens Colageno lal

Directo GCTCGTGGAAATGATGGTGC
Reverso ACCCTGGGGACCTTCAGAG

Homo sapiens Colageno 102

Directo GCAGGAGGTTTCGGCTAAGT
Reverso CAGACTCCTTGTGTCGCAGA

Homo sapiens GPR55

Directo AAGAACCCACAGACCAGGTG
Reverso CTCTGCCCAAGACACTCTCC

Homo sapiens HPRT

Directo ACCCCACGAAGTGTTGGATA
Reverso A AGCAGATGGCCACAGAACT

Homo sapiens TGF1

Directo GGACCAGTGGGGAACACTAC
Reverso AGAGTCCCTGCATCTCAGAGT

Mus musculus Colageno lal

Directo CCTAATGCTGCCTTTTCTGC
Reverso ATGTCCCAGCAGGATTTGAG

Mus musculus Colageno 102

Directo CCGTGCTTCTCAGAACATCA
Reverso CTTGCCCCATTCATTTGTCT

Mus musculus GPR55

Directo AGTCCATATCCCCACCTTCC
Reverso AGGGAGAGCACCAGCAGTAA

Mus musculus HPRT

Directo AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA
Reverso TTGCGCTCATCTTAGGCTTT

Mus musculus IL-6

Directo AGTTGCCTTCTTGGGACTGA
Reverso TCCACGATTTCCCAGAGAAC

Mus musculus aSMA

Directo CTGACAGAGGCACCACTGAA
Reverso CATCTCCAGAGTCCAGCACA

Mus musculus SREBP1

Directo GCGGCTGTTGTCTACCATAAG

Reverso TGTTGCCATGGAGATAGCATCTC

Mus musculus TGFB1

Directo TTGCTTCAGCTCCACAGAGA
Reverso TGGTTGTAGAGGGCAAGGAC

Mus musculus TNFa

Directo AGCCCCCAGTCTGTATCCTT
Reverso CTCCCTTTGCAGAACTCAGG

Tabla 3. Secuencia de primers utilizados para analisis de expresion génica.
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4.7. WESTERN BLOT

Los niveles de la proteina de estudio en extractos celulares o piezas de tejido fueron
determinados cuantitativamente por la técnica de western blot, siguiendo lo previamente
descrito (348, 366, 367).

4.7.1. Extraccion de proteinas

El proceso completo de extraccion de proteinas se llevd a cabo a 4°C. Se afiadio 1 ml de
buffer de lisis sobre fragmentos de tejido congelado de aproximadamente 50 mg en tubos de 2
ml y se homogeneizaron mecanicamente con un TissueLyser 1l (Quiagen) durante 5 minutos.
En el caso de extractos celulares, una vez terminado el experimento se aspiré el medio, se
lavaron los pocillos con PBS a 4°C y se afiadio buffer de lisis, siendo transferido a nuevos tubos
con la ayuda de una micropipeta y un Cell Scraper (353086, Corning), luego los extractos
celulares fueron homogeneizados mediante vortex. Los componentes del buffer de lisis
disueltos en H20 destilada son los siguientes:

50 mM Tris-HCI pH 7,5 (Trizma base T6066, MERCK)
1 mM EGTA (E3889, MERCK)

1 mM EDTA (E9884, MERCK)

1% (v/v) Triton X-100 (X100, MERCK)

1 mM ortovanadato sédico (S6508, MERCK)

50 mM fluoruro sédico (S7920, MERCK)

5 mM pirofosfato sddico (221368, MERCK)

0,27 M sacarosa (84097, MERCK)

1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonio (P7626, MERCK)
1 pastilla céctel de inhibidores de proteasas (11836145001, ROCHE) por cada 50
ml de buffer de lisis.

VVVVVVYVYVYYVYY

A continuacidn, se centrifugaron los homogeneizados a 12.000 x g durante 20 minutos y
se transfirieron los sobrenadantes a nuevos tubos, evitando la pelicula de lipidos que se forma
en la parte superior del sobrenadante. En el caso de higados con esteatosis, este paso de
centrifugacion se repitié las veces necesarias hasta eliminar por completo la presencia de la
mencionada pelicula lipidica.

4.7.1. Cuantificacion de proteina

La cuantificacién de proteinas en los extractos se llevd a cabo mediante el método de
Bradford (Protein Assay Kit, Bio-Rad), siguiendo las indicaciones del fabricante. Diluciones
de los extractos de proteinas fueron mezcladas con la solucién Bradford, incubadas a 37°C
durante 5 minutos y posteriormente se midio la absorbancia a 590 nm por duplicado con un
equipo ThermoScientific Multiskan GO. La concentracion de cada muestra fue calculada en
relacion a los valores de absorbancia obtenidos en una recta patron de BSA. Se prepararon
alicuotas de 16 pl que contenian 20 pg para cada muestra (10 ug en el caso de extractos de
cultivos celulares) utilizando buffer de Laemmli y se calentaron a 95°C durante 5 minutos. La
composicion del buffer de Laemmli (en H2O destilada) es la siguiente:

» 250 mM Tris-HCI pH 6,7
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» 50% (v/v) glicerol (G5516, MERCK)

> 10% (m/v) SDS (L4509, MERCK)

» 5% (v/v) B-mercaptoetanol (M3148, MERCK)

» 0,0005% (m/v) azul de bromofenol (8122, MERCK)

4.7.2. Electroforesis SDS-PAGE

La separacion de las proteinas presentes en los extractos en funcion de su peso molecular
fue llevada a cabo mediante SDS-PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis). Los geles, de 15
pocillos y porcentaje variable en funcion del tamafio de las proteinas de estudio en cada caso,
fueron preparados a mano en dos partes:

> Gel concentrador:

o

o O O O

o

4,10 ml H20 destilada

1,00 ml 30% acrilamida/Bis 29:1 (1610156, Bio-Rad)

0,75 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8

0,06 ml 10% (m/v) SDS

0,06 ml persulfato aménico (A3678, MERCK)

6 ul TEMED (tetramethyl-ethylendiamine) (T9281, MERCK)

» Gel separador (ejemplo: 8%):

o

o O O O O

11,50 ml H20 destilada

6,70 ml 30% acrilamida/Bis 29:1
6,30 ml 1 M Tris-HCI pH 8,8
0,25 ml 10% (m/v) SDS

0,25 ml persulfato amonico

15 pl TEMED

Alternativamente, en ciertos casos se usaron geles comerciales (5671105, Bio-Rad) de 25
pocillos. Los geles, colocados en un equipo Mini-PROTEAN Tetra Cell (165-8004, Bio-Rad)
se sumergieron en buffer de electroforesis, y se cargaron 16 pl de cada muestra en los pocillos
del gel. En el primer pocillo de todos los geles se cargd el marcador de peso molecular
(Precision Plus Protein Standars-Dual Color, Bio-Rad). Las condiciones de electroforesis
fueron: voltaje constante de 120 V aplicados con un equipo PowerPac HC High Current Power
Suppy (164-5052, Bio-Rad) durante 1-2 horas. La composicion del buffer de electroforesis (en
H20 destilada) es la siguiente:

> 200 mM Tris-HCI

» 20 mM glicina (G7126, MERCK)
» 1% (m/v) SDS

4.7.3. Transferencia semi-humeda

Las proteinas fueron transferidas a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF,
1620177, Bio-Rad) mediante un equipo Trans-blot Semi-Dry Transfer Cell (170-3940, Bio-
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Rad) y utilizando papel de transferencia (Extra Thick Blot Paper, Bio-Rad) y buffer de
transferencia de composicion (en H>O destilada):

»> 40 mM Tris-HCI

» 40 mM glicina

» 0,36% (m/v) SDS

» 20% (v/v) metanol (414816, Carlo Erba Reagents)

Las condiciones de electroforesis fueron: amperaje constante 0,8 mA/ cm? aplicados con
un equipo PowerPac HC High Current Power Suppy durante 1 hora y 40 minutos.

4.7.4. Inmunodeteccion de proteinas

Tras la transferencia de las proteinas a membranas de PVDF, éstas se incubaron en una
solucion 5% (m/v) BSA en buffer de lavado TBS-T en agitacion a temperatura ambiente durante
1 hora. La composicién del buffer de lavado TBS-T es la siguiente (en H20 destilada):

» 20 mM Tris-HCI
> 146 mM NaCl
> 0,1% (v/v) Tween-20 (P9416, MERCK)

A continuacion, las membranas se incubaron con una solucién 3% (m/v) BSA en buffer de
lavado TBS-T que contiene el anticuerpo primario especifico de la proteina de estudio (Tabla
4) a una concentracion 1:1.000 o 1:5.000 (segun las indicaciones del fabricante), en agitacion a
4°C durante la noche. Al dia siguiente, las membranas fueron lavadas con buffer de lavado TBS-
T, tres veces durante 5 minutos. Entonces se incubaron las membranas con una solucion 3%
(m/v) BSA en buffer de lavado TBS-T que contiene el anticuerpo secundario especifico (Tabla
4) para el anticuerpo primario utilizado, a una concentracion 1:5.000, en agitacion y a
temperatura ambiente durante 1 hora. Los anticuerpos secundarios utilizados estan asociados a
la enzima peroxidasa. Después del lavado de membranas con buffer de lavado TBS-T, tres veces
durante 5 minutos, se procedio a la incubacion con una mezcla 1:1 de sustrato de la peroxidasa
y potenciador de la quimioluminiscencia (Pierce ECL western blot substrate, Thermo
Scientific) durante 5 minutos en oscuridad. Inmediatamente después se colocaron las
membranas en un casete de autorradiografia (Hypercassette, Amersham Biosciences) y se
expusieron a peliculas fotograficas (FujiMedical X-Ray Film Super RX, Fujifilm Corporation)
en oscuridad durante un tiempo variable, siendo finalmente reveladas utilizando reactivo
revelador (G150, Developer/Replenisher, Agfa-Gevaert Group) y reactivo fijador (G354,
Manual Fixing Bath, Agfa-Gevaert Group). Las imagenes de las peliculas fotograficas fueron
digitalizadas con un escaner de alta resolucion (resolucién 400-800 ppp, CanonScan 9900F,
Canon).

La determinacion semicuantitativa de sefial se realizé midiendo la densidad éptica con el
software ImageJ y permiti¢ asociar a cada sefial la cantidad de proteina presente en la muestra.
Los valores obtenidos en cada muestra para la proteina de estudio fueron corregidos por la
densidad dptica de la regién adyacente a la sefial de cada muestra en las peliculas fotogréaficas,
y por los niveles de proteina del gen de expresion constitutiva GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) o a-tubulina. Los resultados fueron expresados como porcentaje de
niveles de proteina frente al grupo control.

117



MARCOS FERNANDEZ FONDEVILA

Fabricante (nUmero de

Proteina . Reactividad | Dilucion
catalogo)
Conejo, )
Acetyl-Coa Carboxylase, ACC Abcam (Ab45174) 1:1.000
monoclonal
Phospho- acetyl-Coa Carboxylase L Conejo, )
(Ser 79), pACC Cell Signaling (3661) policlonal 1:1.000
Phospho-AMPK, (Thr172) Cell Signaling (2535) Conejo, 1 4.4 9go
monoclonal
Carnitine Palmitoyltransferase 1A, Ratén, )
CPTIA Abcam (Ab128568) monoclonal 1:1.000
Cleaved caspase 3 Cell Signaling (9664) Conejo, 1:1.000
monoclonal
Cleaved caspase 7 Cell Signaling (9491) anejo, 1:1.000
policlonal
i Santa Cruz Biotechnology Conejo, .
Phospho- EIF2a (Ser 52) (Sc-101670) policlonal 1:1.000
Fatty Acid Synthase, FAS Abcam (b128870) Conejo, 1 4.9 0oo
monoclonal
Glyceraldehyde 3- phosphate Raton, .
dehydrogenase, GAPDH el 17 monoclonal 1:5.000
GPR55 Abcam (Ab203663) Conejo, | 4.9 509
policlonal
) Novus Biologicals Conejo, _
Phospho- IRE1 (Ser 724) (NB100-2323) policlonal 1:1.000
. - Santa Cruz Biotechnology Conejo, )
Lipoprotein lipase, LPL (Sc-32885) policlonal 1:1.000
i Santa Cruz Biotechnology Conejo, .
Phospho- PERK (Thr 981) (Sc-32577) policlonal 1:1.000
Sterol Regulatory Element-Binding Ratén, .
Transcription Factor 1, SREBP1 Abcam (ab3259) monoclonal 1:1.000
a-Tubulina Merck (T5168) Raton, | 4.5 599
monoclonal
X-box binding protein 1 spliced Santa Cruz Biotechnology Conejo, 1-1.000
isoform, XBP1s (Sc-7160) policlonal -
Antl_-Mouse Immuno_globullns/HRP DAKO (P0260) Conejo, 1°5.000
(anticuerpo secundario) monoclonal
Antl_-Rabblt Immuno_globullns/HRP DAKO (P0448) Cabra, 1°5.000
(anticuerpo secundario) monoclonal

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para western blot.

118




MATERIAL Y METODOS

5. Analisis de datos y estadistica

Los datos obtenidos en los experimentos fueron analizados mediante el programa
estadistico Prism Software Version 6.0 (GraphPad). Los datos aparecen expresados como media
* error estandar de la media. EI tamafio muestral de cada grupo experimental aparece detallado
en los pies de figura del apartado Resultados. Se excluyeron las muestras y/o animales cuyo
valor se desviaba méas de 2 veces la desviacion estandar. En todos los analisis, se consideraron
significativos (*) los resultados con una p<0,05; muy significativos (**) con una p<0,01 y
extremadamente significativos (***) con p<0,001. Para el test de normalidad de la distribucion
de los datos, se utilizo el test Shapiro-Wilks cuando n>7 y el test de Kolmogorov-Smirnof
cuando n<6. En base a lo obtenido es este test, se aplicaron tests paramétricos (distribucion
normal) 0 no paramétricos:

> Prueba T de student. Compara las medias de dos poblaciones desapareadas
asumiendo que siguen una distribucion normal.

> ANOVA. Se utilizo el test el andlisis de la varianza (ANOVA) para determinar si
habia diferencia entre las medias de tres 0 mas grupos experimentales asumiendo
una distribucion normal. En caso de aceptar la hipotesis alternativa que indica que
si hay diferencias entre las medias, se realizé un test post-hoc de Bonferroni para
comprobar qué medias son las que causaron significacion.

» Test Mann-Whitney. Permite comparar la media de dos poblaciones que no siguen
una distribucion normal.

> Test Krustal-Wallis. Fue la prueba utilizada para realizar comparaciones entre
maltiples poblaciones que no siguen una distribucion normal. Posteriormente se
aplico el test de Dunn para determinar entre qué grupos existian diferencias
significativas.

En los estudios con pacientes humanos, se evalud la relacién lineal entre las variables
niveles de ARNm de GPR55 e IMC (cohorte 1), asi como entre expresion de GPR55 y
puntuacion NAS (cohorte 2) mediante el test de correlacion de Pearson, paramétrico.
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RESULTADOS

1. El sistema LPI/GPR55 esta desregulado en NAFLD en humanos y
ratones

1.1. GPR55 ESTA SOBREEXPRESADO EN HIGADO HUMANOS CON NAFL Y NASH

Analisis de biopsias hepaticas de pacientes obesos (IMC > 35 kg/m?) con diferentes grados
de NAFLD revelaron una elevada expresion de ARNm de GPR55 en comparacion con no
obesos sin NAFLD (Figura 6A). Los niveles de GPR55 estdn similarmente aumentados en
pacientes con s6lo NAFL y en aquéllos con NASH frente al grupo de individuos sin dafio
hepético (Figura 6B). Los niveles de GPR55 hepatico no se correlacionan con el indice de masa
corporal, sugiriendo que su expresion podria ser independientemente del factor obesidad

(Figura 6C). La caracterizacion de estos pacientes (cohorte 1) se muestra en la tabla 5.
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Figura 6. Niveles de GPR55 en pacientes obesos con NAFLD. Niveles de ARNm de GPR55 en el higado
de pacientes no obesos sin NAFLD (n=11) y de pacientes obesos con NAFLD, ya sea agrupados (A) (n=35) o
considerando los estadios NAFL (n=8) y NASH (n=27) en dos grupos diferentes (B). (C) Correlacion entre
expresion hepatica de GPR55 e IMC en pacientes obesos con NAFLD (n=35) (test de correlaciéon de Pearson). Los
pacientes estudiados forman parte de la cohorte 1. HPRT fue utilizado para normalizar los niveles de ARNm.
Los datos estan representados como media + error estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan
indicadas como *p<0,05, **p<0,01.
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Variable Controles (n=11) Copnaﬂi]éel_sg ?ﬁi%ss) P valor

Edad (afios) 50,4 (17,5) 437 (11,4) 0,140
Ratio hombres: mujeres | 7:4 29:9 0,451
Hipertension (n) 2 (18,2) 15 (39,5) 0,287
Diabetes mellitus (n) 0 (0) 8(21,1) 0,172

IMC (kg/ m?) 27,2 (4,24) 49,2 (6,9) <0,001***
S'\‘,';r‘]’ger'sseﬂea%“ncgiam Zr/‘ qy | 9367 (143) 104,2 (34,4) 0,376
AST (1U/) 21,0 (3,8) 24,8 (13,4) 0,137
ALT (1U/) 28,4 (12,6) 30,8 (17,6) 0,703
Bilirrubina (mg/dl) 0,9 (0,27) 0,43 (0,2) 0,383
Total colesterol (mg/dl) 207,0 (37,3) 199,1 (33,6) 0,563
Triglicéridos (mg/dl) 97,6 (38,3) 129,9 (50,0) 0,096
LDL-colesterol (mg/dl) 124,8 (36,0) 118,7 (35,6) 0,668
HDL-colesterol (mg/dl) | 62,7 (18,5) 49,0 (13,2) 0,020*
NAS 0 4,9 (1,5) <0,001***
Esteatosis 0 2,1(0,9) <0,001***
Lobular inflamacién 0 1,6 (0,8) <0,001***
Ballooning 0 1,4 (0,6) <0,001***

Tabla 5. Caracteristicas de pacientes obesos y controles no obesos utilizados para medir los
niveles de ARNm de GPR55 hepatico (cohorte 1). Las variables estan representadas como media (+ error
estandar de la media) o frecuencia absoluta (porcentaje). Las diferencias estadisticas estan indicadas como
*P<0,05, ***P<0,001.
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Ademas, se estudio la expresion de GPR55 en otra cohorte de pacientes en la que los pacientes con
y sin NAFLD presentaban un IMC < 30 kg/m? Los niveles de mARN de GPR55 estan
significativamente aumentados en los pacientes con NAFLD en comparacién con los que no lo exhiben
(Figura 7A). Considerando los individuos con NAFLD en funcidn del estadio de la enfermedad, tanto
aquéllos que padecen NAFL como los que sufren NASH presentan mayor expresion de GPR55 que el
grupo control (Figura 7B). Existe una correlacién positiva entre niveles de mMARN de GPR55 y la
puntuacion NAS en los pacientes de esta cohorte (Figura 7C). La caracterizacion de los pacientes
(cohorte 2) se muestra en la tabla 6.
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Figura 7. Niveles de GPR55 en pacientes no obesos con NAFLD. Niveles de ARNm de GPR55 en el
higado de pacientes no obesos sin NAFLD (n=18) y con NAFLD, ya sea agrupados (A) (n=21) o considerando los
estadios NAFL (n=13) y NASH (n=8) en dos grupos diferentes (B). (C) Correlacion entre expresion hepatica de
GPR55 y NAS en pacientes obesos con NAFLD (test de correlacion de Pearson) (n=39). Los pacientes estudiados
forman parte de la cohorte 2. HPRT fue utilizado para normalizar los niveles de ARNm. Los datos estan
representados como media + error estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas como
*p<0,05, **p<0,01.
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Variable Controles (n=18) Sgﬁiﬁlrg\erLnDo (()::e;cl); P valor
Edad (afios) 51,6 (13,5) 51,1 (14,2) ns
IMC (kg/m?) 25,16 (2,5) 27,03 (2,8) 0,071
Niveles de glucosa en sangre en ayuno (mg/dl) 99,5 (33,5) 90,8 (10,5) ns
Niveles de insulina ("7U/L) 7,5 (3,9) 9,3(5,9) ns
indice HOMA 1,9 (1,7) 2,1(1,4) ns
Triglicéridos (mg/dl) 135,5 (62,5) 142,3 (79,3) 0,003**
Total colesterol 193,7 (85,8) 204,6 (98,4) ns
ALT (IU/L) 17,3 (6,3) 37,7 (31,2) < 0,001***
AST (IU/L) 17,5 (3,9) 25,5 (14,1) 0,025*
GGT (IU/L) 34,2 (36,6) 57,9 (51,7) 0,049*%
Fosfatasa alcalina (1U/L) 68,1 (18,7) 64,8 (17,7) ns
Esteatosis
Grado 0 18 (100) 0 (0)
Grado 1 0 (0) 14 (66,7)
Grado 2 0 (0) 5 (23,8)
Grado 3 0 (0) 2 (9,5)
Inflamacion
Grado 0 18 (100) 13 (61,9)
Grado 1 0 (0) 5 (23,8)
Grado 2 0 (0) 2 (9,5)
Grado 3 0 (0) 1(4,8)
Ballooning
Grado 0 18 (100) 13 (61,9)
Grado 1 0 (0) 5 (23,8)
Grado 2 0 (0) 2 (9,5)
Grado 3 0 (0) 1(4,8)
Fibrosis
Estadio 0 18 (100) 13 (61,9)
Estadio 1 0 (0) 6 (28,6)
Estadio 2 0 (0) 2 (9,5)

Tabla 6. Caracteristicas de pacientes no obesos utilizados para medir los niveles de ARNm de
GPR55 hepatico (cohorte 2). Las variables estan representadas como media (+ error estandar de la media)
o frecuencia absoluta (porcentaje). Las diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001.
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RESULTADOS

1.2. LOS NIVELES DE VARIAS ESPECIES DE LPl ESTAN AUMENTADOS EN SUERO DE
PACIENTES CON NASH FRENTE A LOS QUE TIENEN SOLO NAFL

Los niveles de LPI fueron medidos en suero de pacientes obesos con NAFLD (cohorte 3). Los
resultados revelan niveles mas elevados de LPI(16:0), LP1(18:1) y el isdbmero LPI(18:1), en pacientes
con NASH comparados con los que manifiestan s6lo NAFL (Figura 8A). Ademas, los niveles de estas
especies de LPI estan incrementados progresivamente a medida que aumentan las puntuaciones de
inflamacion y ballooning en las histologias hepaticas de estos pacientes (Figura 8B-D). Cuando los
pacientes de la cohorte 3 se agrupan en funcién de la presencia o ausencia de diabetes tipo 2, no existen
cambios en ninguna de las especies de LPI medidas (Figura 8E), sugiriendo que los cambios en LPI son
independientes de la disfuncion del metabolismo de glucosa. Las caracteristicas de los pacientes de la
cohorte 3 se muestra en la tabla 7.
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Figura 8. Niveles de LPI en suero de pacientes obesos con NAFLD. (A) Niveles séricos de diferentes
especies de LPI en pacientes obesos con NASH (n=78) comparados con pacientes con NAFL (n=31). (B) Niveles de
LPI(16:0), LPI(18:1) y LPI(18:1) isdbmero en pacientes obesos con NAFLD (n=109) en funcion del grado (NAS) de

esteatosis, inflamacion y balloning. (C) Niveles séricos de diferentes especies de LPI in pacientes obesos con
NAFLD, comparando los diabéticos (n=26) con los no diabéticos (n=83). Los datos estan representados como
media + error estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas como

***p<0,001.
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Variable NAFL (n=31) NASH (n=78)
Ratio hombres: mujeres 15:16 25:53
Edad (afios) 47,1 (12,27) 48,18 (12,84)
IMC (kg/m?) 31,66 (4,22) 31,63 (4,54)
Diabéticos (mujeres) 9 (4) 17 (12)

ALT (1U/1) 50,15 (47,21) 96,53 (69,24)
AST (1UN) 30,19 (17,80) 66,67 (49,60)
GGT (1U/l) 59,1 (70,87) 74,04 (70,43)

Total colesterol (mg/dl)

206,96 (50,54)

190,60 (42,42)

Triglicéridos (mg/dl)

163,7 (71,02)

160 (64,10)

Glucemia (mg/dl)

100,07 (25,71)

101,85 (22,38)

Esteatosis
Grado 1 16 16
Grado 2 9 27
Grado 3 4 24
Inflamacion
Grado 0 19 3
Grado 1 9 29
Grado 2 1 28
Grado 3 0 7
Ballooning
Grado 0 23 3
Grado 1 5 36
Grado 2 1 28

Tabla 7. Caracteristicas de pacientes obesos utilizados para medir los niveles de LPI en suero
(cohorte 3). Las variables estan representadas como media (+ error estandar de la media) o frecuencia
absoluta.
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1.3. GPR55 HEPATICO ESTA AUMENTADO EN DIFERENTES MODELOS DE NAFLD IN vIvO
E IN VITRO

A continuacion estudiamos los niveles de GPR55 en diversos modelos de raton con
NAFLD inducido por dieta. El uso de una variedad de dietas y tiempos de alimentacion permite
generar una gama de estadios de NAFLD, como se muestra en las tinciones histologicas de
muestras hepaticas de hematoxilina y eosina, Oil Red y Sirius Red. Ratones alimentados con
HFD (45%kcal) y con CD-HFD (45% kcal) durante 6, 12 0 52 semanas muestran un aumento
en los niveles de ARNm vy proteina de GPR55 frente a los que son alimentados con dieta
estandar (Figura 9A-B). EI mismo resultado se obtiene al medir los niveles de GPR55 en el
higado de ratones alimentados con VHFD (60%kcal) y con dieta MCD (Figura 9C-D). La
expresion hepéatica de GPR55 también estd aumentada en hepatocitos aislados de ratones
alimentados con dieta MCD (Figura 9E). Finalmente, el tratamiento en la linea celular humana
de hepatocitos THLE2 con &cido oleico, modelo de NAFLD in vitro, indujo la expresion de
GPR55 (Figura 9F). Estos resultados indican que GPR55 estad aumentado consistentemente en
ratones con la enfermedad hepatica desde etapas muy tempranas de NAFL (6 semanas de
alimentacion con HFD), permaneciendo elevado a medida que aumenta el grado de esteatosis
(microvesicular, 12 semanas de HFD; macrovesicular, MCD) conforme aparece inflamacién y
balloning (CD-HFD 12 semanas) y se desarrolla fibrosis (MCD, CD-HFD 52 semanas).
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Figura 9. Niveles de GPR55 en diferentes modelos in vivo e in vitro de NAFLD. Niveles de ARNm de
GPR55, niveles de proteina GPR55, tincion Hemaloxilina y Eosina, tincion Oil Red y tincion Sirius Red en el higado
de ratones alimentados con (A) dieta alta en grasa (HFD) o dieta estandar (STD) durante 6, 12 y 52 semanas (n=5-
14); (B) dieta deficiente en colina y alta en grasa (CD-HFD) o STD durante 6, 12 y 52 semanas (n=5-10); (C) dieta
muy alta en grasa (vHFD) o STD durante 10 semanas (n=9-10); (D) dieta deficiente en metionina y colina (MCD) o
STD durante 4 semanas (n=7-10). (E) Expresion de GPR55 en hepatocitos aislados de higado de ratones
alimentados con dieta MCD o STD durante 4 semanas (n=5). (F) Expresion de GPR55 en hepatocitos humanos THLE2
cultivados con BSA o acido oleico (n=6). HPRT y GAPDH fueron utilizados para normalizar los niveles de ARNm y
proteina, respectivamente. Los datos estan representados como media + error estandar de la media. Las
diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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2. LPI activa la lipogénesis de novo e inhibe la g-oxidacion via GPR55
y ACC en hepatocitos

2.1. LPI INDUCE ACUMULACION LIPIDICA EN HEPATOCITOS

La administracion de LPI, el ligando endégeno de GPR55, incrementa tras 1 hora la
expresion de GPR55 en las lineas celulares de hepatocitos humanos THLE2 (Figura 10A) y
HepG2 (Figura 10B). Tras 24 horas de tratamiento, LPI incrementa la acumulacién de vesiculas
lipidicas intracelulares en ambas lineas celulares (Figura 10C-D).
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Figura 10. Expresion de GPR55 y acumulacion de lipidos en hepatocitos humanos THLE2 y
HepG2 tras la administracién de LPI. Niveles de ARNm de GPR55 en (A) THLE2 (n=6) y (B) HepG2 (n=4-
6) tratados con diferentes dosis de LPI. THLE2 (C) y HepG2 (D) fueron tenidas con Oil Red o Bodipy 493/503
(lipidos, color verde) y DAPI (nlcleos, color azul) tras la administracion de LPI 10 pM durante 24 horas. Los
lipidos fueron cuantificados y normalizados por el niUmero de nlcleos totales por campo (n=6-8). HPRT fue
utilizado para normalizar los niveles de ARNm. Los datos estan representados como media + error estandar
de la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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A nivel molecular, encontramos que la administracion de LPI reduce los niveles de la forma
fosforilada de ACC (pACC) y de su principal regulador, AMPKa (pAMPKa), asi como los de
CPT1A en ambas lineas celulares (Figura 11A-B), sugiriendo la activacion de la DNL y la
inhibicion de la B-oxidacion. La dosis de LPI utilizada (10 uM) no altera los niveles de proteina
de marcadores de apoptosis (Figura 11C), indicando que los efectos sobre el metabolismo de
lipidos no estan relacionados con una posible muerte celular.
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Figura 11. Niveles de marcadores de metabolismo de lipidos y apoptosis en THLE2 y HepG2
tras la administracion de LPI. Niveles de ARNm y proteina de marcadores de metabolismo lipidico en
(A) THLE2 (n=6) y (B) HepG2 (n=4) tras la administracion de LPI 10 pM durante 6 horas. (C) Niveles de
proteina de las formas activas de los marcadores de apoptosis caspasa 3 y caspasa 7 (n=4). HPRT y GAPDH
fueron utilizados para normalizar los niveles de ARNm y proteina, respectivamente. Los datos estan
representados como media + error estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas como

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

133



MARCOS FERNANDEZ FONDEVILA

2.2. LPI REGULA A TRAVES DE GPR55 LA ACUMULACION LIPIDICA EN LOS HEPATOCITOS

Para averiguar si los efectos de LPI en la acumulacion lipidica estan mediados por GPR55,
silenciamos el receptor y encontramos que LPI no es capaz de incrementar el contenido lipidico
en THLE2 (Figura 12A-B) ni en HepG2 (Figura 12C-D). Consistentemente, LPI tampoco es
capaz de reducir los niveles de pAMPKa ni pACC cuando GPR55 esté inhibido (Figura 12B-

siCTL

D).
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Figura 12. Efectos de LPI en la acumulacion lipidica y niveles de marcadores de metabolismo lipidico
en hepatocitos silenciando GPR55. Niveles de ARNm de GPR55 en (A) THLE2 (n=3) y (C) HepG2 (n=4)
transfectadas con siARN GPR55 o siARN control durante 48 horas. Tincion Oil Red de (B) THLE2 (n=6) y (D) HepG2
(n=6) tras el silenciamiento de GPR55, tratadas con vehiculo o LPI. Los lipidos fueron cuantificados y normalizados
por el nimero de nlcleos totales por campo. Los niveles proteicos de pAMPKa, pACC y ACC fueron también medidos
(n=4-6). Las diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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RESULTADOS

Dado que GPR55 media los efectos de la acumulacion lipidica inducida por LPI,
estudiamos si el silenciamiento de GPR55 podria prevenir la acumulacion lipidica inducida por
otro estimulo. Uno de estos estimulos mas utilizados es el acido oleico, que incrementa de
manera muy marcada la acumulacion de lipidos. La inhibicién de GPR55 reduce la acumulacion
lipidica inducida por acido oleico (Figura 13). [] THLE2 SiCTL BSA
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BSA Oleic acid ] )
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Figura 13. Acumulacion lipidica tras el tratamiento con acido oleico en hepatocitos humanos
THLE?2 silenciando GPR55. Tincion Oil Red de THLE2 silenciando GPR55, tratadas con BSA o acido oleico 1
mM durante 24 horas. Los lipidos fueron cuantificados y normalizados por el nimero de nlcleos totales por campo
(n=6). Los datos estan representados como media + error estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan
indicadas como ***p<0,001.

2.3. LPI REGULA A TRAVES DE ACCA LA ACUMULACION LIPIDICA EN LOS HEPATOCITOS

A continuacion, ya que LPI activa ACC, investigamos si la inhibicion de ACC afecta a los
efectos de LPI en acumulacién de lipidos. Encontramos que LPI no incrementa el contenido
lipidico en THLE2 (Figura 14A-B) y tampoco en HepG2 (Figura 14C-D) tras el silenciamiento
de ACCa.
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Figura 14. Acumulacién lipidica en hepatocitos silenciando ACCa y tratados con LPI. Niveles de mARN
de ACCa en (A) THLE2 (n=5-6) y (C) HepG2 (n=5-6) transfectadas con siARN ACCa o siARN control durante 48
horas. Tincion Oil Red de (B) THLE2 (n=6) y (D) HepG2 (n=6) tras el silenciamiento de ACCa, tratadas con vehiculo
o LPI. Los lipidos fueron cuantificados y normalizados por el nimero de nicleos totales por campo. HPRT fue
utilizado para normalizar los niveles de ARNm. Las diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001. 135
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2.4. LPl ESTIMULA LA LIPOGENEIS DE NOVO E INHIBE LA B-OXIDACION DE FORMA
GPR55-DEPENDIENTE

Ya que los resultos obtenidos hasta el momento indican, de manera indirecta, que el sistema
LPI/GPR55 modula la sintesis y oxidacion de lipidos, decidimos medir directamente estos
procesos utilizando [*H]-acetato y [**C]-palmitato, respectivamente. Detectamos que LPI
incrementa la sintesis de novo de triglicéridos, diglicéridos y &cidos grasos (Figura 15A) a la
vez que disminuye la oxidacién completa de acidos grasos (Figura 15B). Estas acciones de LPI
son bloqueadas cuando se silencia GPR55 (Figura 15C-D).
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Figura 15. Efectos de LPI/GPR55 en de novo lipogénesis (DNL) y B-oxidacién en hepatocitos. DNL
de triglicéridos, diglicéridos y acidos grasos (A) (n=5) y oxidacion completa de palmitato (B) (n=5) en células
HepG2 tratadas con LPI o vehiculo. DNL de triglicéridos, diglicéridos y acidos grasos (C) (n=4-5) y oxidacion
completa de palmitato (D) (n=4-5) en células HepG2 silenciando GPR55 y tratadas con LPI o vehiculo. Los datos
estan representados como media + error estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas como
*p<0,05, **p<0,01.
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Adicionalmente, para corroborar el impacto de LPI en la B-oxidacion, monitorizamos la
tasa de consumo de oxigeno u OCR, indicativo de la respiracion mitocondrial, en hepatocitos
tratados con LPI. Encontramos que la administracion de LPI induce una disminucion de OCR
(Figura 16A). Este efecto no es observado cuando las células son pre-tratadas con etomoxir, un
inhbidor de CPT1A (Figura 16B).
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Figura 16. Consumo de oxigeno (OCR) de hepatocitos tratados con LPI y bloqueando la B-oxidacién.
(A) OCR en HepG2 administradas con LPI o vehiculo (n=3). (B) OCR en HepG2 administradas con LPI o vehiculo,
recibiendo 4 uM etomoxir 30 minutos antes (n=3). Los datos estan representados como media + error estandar de
la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01.
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3. LPI induce esteatosis hepatica en ratones a través de GPR55y ACC

3.1. LA ADMINISTRACION DE LPI PROVOCA LA ACUMULACION DE LIPIDOS EN EL HIGADO
DE RATONES

Ratones C57BL/6 fueron tratados diariamente con LPI (0,5 mg/kg) intraperitonealmente
durante 7 dias. Esta dosis no afecta al peso corporal (Figura 17A) y a la ingesta de alimento
(Figura 17B). Tampoco encontramos diferencias en mediciones de suero del marcador de dafio
hepéatico AST, ni colesterol, pero si detectamos incrementos en triglicéridos y acidos grasos no
esterificados tras el tratamiento con LPI (Figura 17C). A nivel hepatico, la expresion de GPR55
y el contenido lipidico y de triglicéridos son mayores en los ratones que recibieron LPI en
comparacion con los tratados con el vehiculo (Figura 17D-F).
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Figura 17. Efectos de LPI en Ia acumulacwn llpldlca en el higado de ratones. Ratones C57BL/6
alimentados con dieta estandar fueron aleatoriamente tratados con vehiculo o LPI (0,5mg/kg) i.p. durante 7 dias
(n=7). (A) Peso corporal. (B) Ingesta de comida. (C) Niveles en suero de AST, triglicéridos, acidos grasos no
esterificados y colesterol. (D) Expresion hepatica de ARNm de GPR55. (E) Tincion de Hematoxilina y Eosina (panel
superior) y Oil Red (panel inferior) en secciones de higado. Los lipidos fueron cuantificados en las secciones
tenidas con Oil Red. (F) Contenido hepatico de triglicéridos (método cloroformo-metanol). HPRT fue utilizado
para normalizar los niveles de ARNm. Los datos estan representados como media + error estandar de la media.
Las diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05.
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El analisis de marcadores del metabolismo lipidico en el higado revel6 que los niveles de
proteina FAS estan significativamente aumentados en ratones tratados con LPI frente a los
tratados con el vehiculo, mientras que los niveles de pAMPKa, la ratio pACC/ACC y CPT1A
estan reducidos (Figura 18). Estos resultados sugieren un incremento de DNL una reduccidon de
[-oxidacion inducidos por LPI.
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Figura 18. Niveles de marcadores de metabolismo lipidico en el higado de ratones tratados con
LPI. Niveles de proteina de marcadores de metabolismo lipidico en higado de ratones tratados con vehiculo
o LPI (0,5mg/kg) durante 7 dias (n=7). GAPDH fue utilizado para normalizar los niveles de proteina. Los datos
estan representados como media + error estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas
como *p<0,05.

3.2. LA ADMINISTRACION DE LPI PROVOCA LA ACUMULACION DE LIPIDOS EN EL HIGADO
DE RATONES DE FORMA GPR55-DEPENDIENTE

Para averiguar si GPR55 media los efectos de LPI in vivo, llevamos a cabo el mismo
tratamiento farmacoldgico, pero administrando LPI o vehiculo a ratones en los que se inyectd
previamente en la vena de la cola un lentivirus codificante de sShARN frente a GPR55 para
silenciar la expresion del gen o ShARN control. Los ratones que recibieron ShGPR55 muestran
una expresion notablemente reducida de GPR55 en el higado (Figura 19A). LPI incrementa la
expresion hepatica de GPR55 en los ratones que recibieron shARN control, pero no en aquéllos
que recibieron shGPR55 (Figura 19A). LP1 no es tampoco capaz de inducir esteatosis hepatica
en ratones tratados con shGPR55 (Figura 19B-C). Ademas, la reduccion de pAMPKo y pACC
causada por LPI no ocurre en ratones silenciando GPR55 hepatico (Figura 19D). Consistente
con la activacion de ACC por LPI, los niveles hepéaticos de malonil-CoA, producto de la
reaccion catalizada por ACC, estan incrementados por LPI y reducidos tras el knockdown de
GPR55 (Figura 19E).
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Figura 19. Acumulacion lipidica en el higado de ratones silenciando GPR55 hepatico y
administrados con LPI. Ratones C57BL/6 alimentados con dieta estandar recibieron una inyeccion en la vena
de la cola (TVI) con vectores lentivirales condificando shARN frente a GPR55 o shARN control, y 3 semanas después
tratados con LPI (0,5mg/kg) o vehiculo durante 7 dias (n=6). (A) Niveles de ARNm de GPR55 en el higado. (B)
Contenido hepatico de triglicéridos (método cloroformo-metanol). (C) Tincion de Hematoxilina y Eosina (panel
superior) y Oil Red (panel inferior) en secciones de higado. Los lipidos fueron cuantificados en las secciones
tenidas con Oil Red. (D) Niveles de proteina de marcadores de metabolismo lipidico en higado. (E) Niveles de
malonil-CoA hepatico. HPRT y GAPDH fueron utilizados para normalizar los niveles de ARNm y proteina,
respectivamente. Los datos estan representados como media + error estandar de la media. Las diferencias
estadisticas estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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3.3. LA ADMINISTRACION DE LPI INDUCE ACUMULACION DE LIPIDOS IN VIVO DE FORMA
DEPENDIENTE DE ACC

Para establecer si ACC esta jugando un rol como mediador de las acciones de LPI/GPR55
en el higado, utilizamos el inhibidor de ACC GS-0976, que como se explico previamente esta
siendo evaluado en ensayos clinicos para el tratamiento de NAFLD. Se inyectd diariamente LPI
o vehiculo intraperitonealmente durante 7 dias en los ratones, co-administrando GS-0976 (10
mg/kg) o vehiculo. Encontramos que los efectos hepaticos de LP1 en la acumulacién de lipidos
(Figura 20A), triglicéridos (Figura 20B) y malonil-CoA (Figura 20C) son bloqueados en los
ratones que reciben GS-0976.
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Figura 20. Acumulacion lipidica en el higado de ratones tratados con LPI e inhibiendo ACC.
Ratones C57BL/6 alimentados con dieta estandar recibieron una inyeccion diaria de LPI (0,5 mg/kg) o vehiculo
intraperitonealmente durante 7 dias, siendo co-tratados con el inhibidor farmacologico de ACC GS-0976 (10
mg/kg) (n=8). (A) Tincion de Hematoxilina y Eosina (panel superior) y Oil Red (panel inferior) en secciones de
higado. Los lipidos fueron cuantificados en las secciones tefidas con Oil Red. (B) Contenido hepatico de
triglicéridos (método cloroformo-metanol). (C) Niveles de malonil-CoA hepatico. Los datos estan
representados como media + error estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas como
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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4. El silenciamiento de GPR55 hepatico mejora el NAFL inducido por
dieta muy alta en grasa

Tras demostrar que la activacion farmacoldgica de GPR55 induce esteatosis hepaética,
evaluamos si su silenciamiento seria capaz de reducir la esteatosis inducida por dieta. Para ello,
los ratones fueron alimentados con VHFD durante 10 semanas, recibiendo durante la sexta
semana una inyeccion en la vena de la cola con lentivirus codificando shARN frente a GPR55
0 shARN control. Corroboramos la eficiencia de la transfeccién midiendo los niveles de ARNm
y proteina (Figura 21A). No encontramos cambios en peso ni en ingesta (Figura 21B). Los
niveles séricos de AST, triglicéridos y &cidos grasos no esterificados estan reducidos tras el
silenciamiento de GPR55 (Figura 21C). A nivel hepatico, encontramos una disminucion en el

contenido lipidico y de triglicéridos (Figura 21D-E).
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(VHFD, 60% kcal) silenciando GPR55 hepatico. Ratones C57BL/6 alimentados con dieta VHFD durante 6
semanas recibieron una inyeccion en la vena de la cola (TVI) con vectores lentivirales codificando shARN control o
shARN frente a GPR55, manteniendo la dieta VHFD 4 semanas mas (n=7). (A) Niveles en higado de ARNm y proteina
GPR55. (B) Peso corporal e ingesta de alimentos. (C) Niveles en suero de AST, triglicéridos, acidos grasos no
esterificados y colesterol. (D) Tincién de Hematoxilina y Eosina (panel superior) y Oil Red (panel inferior) en
secciones de higado. Los lipidos fueron cuantificados en las secciones tefidas con Oil Red. (E) Contenido hepatico
de triglicéridos (método cloroformo-metanol). Los datos estan representados como media + error estandar de la
media. Las diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Consistente con la menor acumulacién lipidica en el higado de ratones que recibieron
shGPR55, se observa que la inhibicion de GPR55 en el higado inactiva ACC, como lo
demuestran los menores niveles de pAMPKa y pACC y malonil-CoA, y activa CPT1A (Figura
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Figura 22. Niveles de marcadores de metabolismo lipidico hepatico en ratones alimentados con
dieta muy alta en grasa (VHFD, 60%kcal) silenciando GPR55 hepatico. Niveles hepaticos de (A)
marcadores de metabolismo lipidico en el higado y (B) malonil-CoA en ratones C57BL/6 alimentados con dieta vHFD
durante 6 semanas, recibiendo una inyeccion en la vena de la cola (TVI) con vectores lentivirales codificando shARN
control o shGPR55, y mantenidos con dieta VHFD 4 semanas mas (n=7). GAPDH fue utilizado para normalizar los

niveles de proteina. Los datos estan representados como media + error estandar de la media. Las diferencias
estadisticas estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01.

La mejora de la esteatosis hepética en ratones con silenciamiento de GPR55 en el higado
va asociada con una reduccion de células F4/80 positivas (Figura 23A) y de los diferentes
marcadores de inflamacion (Figura 23B), estres del RE (Figura 23C) y apoptosis (Figura 23D).
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Figura 23. Analisis de inflamacion, estrés del reticulo endoplasmatico (RE) y apOptOSlS en el higado
de ratones alimentados con dieta muy alta en grasa (vHFD, 60%kcal) silenciando GPR55 hepatico.
Tincion inmunohistoquimica (IHC) de la proteina F4/80 en secciones de higado (A) y niveles hepaticos de marcadores
de inflamacion (B), estrés del ER (C) y apoptosis (D) en ratones C57BL/6 alimentados con dieta VHFD durante 6
semanas, recibiendo una inyeccion en la vena de la cola (TVI) con lentivirus shARN control o shGPR55, y mantenidos
con dieta VHFD 4 semanas mas (n=7). El area F4/80-positiva fue cuantificada. HPRT y GAPDH fueron utilizados para
normalizar los niveles de ARNm y proteina, respectivamente. Los datos estan representados como media + error
estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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5. El silenciamiento de GPR55 hepatico reduce esteatosis y fibrosis en
NASH inducido por dieta deficiente en metionina y colina

5.1. RATONES CON NASH INDUCIDO POR DIETA DEFICIENTE EN METIONINA Y COLINA
PRESENTAN MENOR ESTEATOSIS HEPATICA TRAS LA INHIBICION DE GPR55

Ya que la expresion de GPR55 en el higado estd aumentada en humanos y roedores con
NASH, evaluamos el potencial de la inhibicion de GPR55 para mejorar NASH. Para ello,
inyectamos en la vena de la cola lentivirus sShARN frente a GPR55 en ratones y 4 semanas
después los alimentamos durante 4 semanas con dieta MCD hasta ser sacrificados. La eficiencia
del silenciamiento fue establecida al detectar expresion de GPR55 hepatico notablemente méas
baja en los ratones que recibieron shGPR55 (Figura 24A). Encontramos que en el grupo que
silencia GPR55 hepatico los niveles séricos de AST estan reducidos (Figura 24B), asi como el
contenido hepatico de lipidos y triglicéridos (Figura 24C-D). Ademas, comprobamos que ACC
esta inactivado en el higado de los ratones knockdown de GPR55, como asi lo demuestran los
elevados niveles de pAMPKa, pACC y la reduccion en malonil-CoA (Figura 24E-F).
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Figura 24. Efectos del silenciamiento de GPR55 en el metabolismo lipidico hepatico de ratones
alimentados con dieta deficiente en metionina y colina (MCD). Ratones C57BL/6 alimentados con dieta
estandar recibieron una inyeccion en la vena de la cola (TVI) con vectores lentivirales codificando shARN control o
shARN frente a GPR55, y 4 semanas después fueron alimentados con dieta MCD durante 4 semanas (n=7). (A) Niveles
hepaticos de ARNm y proteina GPR55. (B) Niveles en suero de AST. (C) Tincion de Hematoxilina y Eosina (panel
superior) y Oil Red (panel inferior) en secciones de higado. Los lipidos fueron cuantificados en las secciones tefidas
con Oil Red. (D) Contenido hepatico de triglicéridos (método cloroformo-metanol). (E) Niveles de proteinas
involucradas en el metabolismo lipidico. (F) Niveles hepaticos de malonil-CoA. HPRT y GAPDH fueron utilizados
para normalizar los niveles de ARNm y proteina, respectivamente. Los datos estan representados como media +
error estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05, ***p<0,001.
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5.2. EL SILENCIAMIENTO DE GPR55 HEPATICO REDUCE LA FIBROSIS EN RATONES CON
NASH INDUCIDO POR DIETA DEFICIENTE EN METIONINA Y COLINA

A continuacion evaluamos el posible efecto del silenciamiento de GPR55 en la fibrosis
hepética causada por la dieta MCD. Encontramos que los ratones que recibieron shGPR55
muestran menos depdsitos de colageno hepatico (Figura 25A) e hidroxiprolina, aminoécido
presente mayoritariamente en el coldgeno (Figura 25B). Consistentemente, la expresion de
macadores fibrogénicos y de activacion de HSCs tales como colageno 1al (COL1al), colageno
1la2 (COL1a2) y aSMA estan reducidos (Figura 25C).
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Figura 25. Efectos en fibrosis hepatica del silenciamiento de GPR55 en ratones alimentados
con dieta deficiente en metionina y colina (MCD). Ratones C57BL/6 alimentados con dieta estandar
recibieron una inyeccion en la vena de la cola (TVI) con vectores lentivirales codificando shARN control o
shARN frente a GPR55, y 4 semanas después fueron alimentados con dieta MCD durante 4 semanas (n=7). (A)
Tincion Sirius Red en secciones de higado. Los depositos de colageno fueron cuantificados en las secciones
tefidas con Sirius Red. (B) Contenido hepatico de hidroxoprolina. (C) Expresion de marcadores de fibrosis y
activacion de HSCs. HPRT fue utilizado para normalizar los niveles de ARNm. Los datos estan representados
como media + error estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05,
***p<0,001.
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De acuerdo con la reduccion de la esteatosis y fibrosis hepaticas, los ratones alimentados
con MCD manifiestan mejoras en marcadores de diferentes tipos de estrés celular y tisular tras
ser tratados con shGPR55. Asi, encontramos menor presencia de células inflamatorias F4/80
positivas (Figura 26A) y niveles de marcadores de inflamacion (Figura 26B), estrés del RE
(Figura 26C) y apoptosis (Figura 26D).
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Figura 26. Andlisis de inflamacion, estrés del reticulo endoplasmatico (RE) y apoptosis en el
higado de ratones silenciando GPR55 hepatico y alimentados con dieta deficiente en metionina y
colina (MCD). Tincion inmunohistoquimica (IHC) de la proteina F4/80 en secciones de higado (A) y niveles
hepaticos de marcadores de inflamacion (B), estrés del ER (C) y apoptosis (D) en ratones C57BL/6 que fueron
alimentados con dieta estandar y recibieron una inyeccion en la vena de la cola (TVI) con vectores lentivirales
codificando shARN control o shARN frente a GPR55, y 4 semanas después fueron alimentados con dieta MCD
durante 4 semanas (n=7). El area F4/80-positiva fue cuantificada. HPRT y GAPDH fueron utilizados para
normalizar los niveles de ARNm y proteina, respectivamente. Los datos estan representados como media + error
estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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6. El silenciamiento de GPR55 en el higado reduce la fibrosis hepatica
inducida por tetracloruro de carbono in vivo

Para corroborar los efectos beneficiosos del silenciamiento de GPR55 en fibrosis hepatica,
utilizamos un modelo in vivo de fibrosis inducida por tetracloruro de carbono. Administramos
semanalmente tetracloruro de carbono en ratones que también recibieron una inyeccion en la
vena de la cola de lentivirus codificantes de shARN control o sShARN frente a GPR55. Tras 6
semanas, encontramos que el tetracloruro de carbono induce un aumento en la expresion de
GPR55 hepatico (Figura 27A). Junto a ello, encontramos que estan aumentados los niveles de
AST en suero (Figura 27B), asi como los depdsitos de colageno y la expresion de marcadores
fibrogénicos y de activacion de HSCs en el higado (Figura 27C-D). Ademas, observamos que
el tetracloruro de carbono induce reducciones en pAMPKa y pACC hepaticos (Figura 27E). El
silenciamiento de GPR55 bloquea todos estos efectos del tetracloruro de carbono (Figura 27A-
E).
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Figura 27. Efectos del silenciamiento de GPR55 hepatico en ratones con fibrosis inducida por
tetracloruro de carbono (CCl). Ratones C57BL/6 recibieron una inyeccion en la vena de la cola (TVI) con
vectores lentivirales codificando shARN control o shARN frente a GPR55, y fueron tratados con CCls semanalmente
durante 6 semanas (n=8). (A) Expresion hepatica de GPR55. (B) Niveles de AST en suero. (C) Tincion de Hematoxilina
y Eosina y Sirius Red en secciones de higado. Los depdsitos de colageno fueron cuantificados en las secciones tefidas
con Sirius Red. (D) Expresion de marcadores de fibrosis y activacion de HSCs. (E) Niveles de proteina hepatica de
marcadores de metabolismo lipidico. HPRT y GAPDH fueron utilizados para normalizar los niveles de ARNm. Los
datos estan representados como media + error estandar de la media. Las diferencias estadisticas estan indicadas
como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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7. El sistema LPI/GPR55 modula la activacion de células estelares
hepéticas a través de ACC

7.1. GPR55 SE EXPRESA EN CELULAS ESTELARES HEPATICAS Y SU EXPRESION ESTA
AUMENTADA EN RATONES CON NASH

Tras demostrar que la expresion de GPR55 es inducida en el higado de ratones alimentados
con dieta MCD y en ratones tratados con tetracloruro de carbono, y que el silenciamiento de
GPR55 hepatico reduce la fibrosis en ambos casos, el siguiente objetivo fue estudiar si el
sistema LPI/GPR55 juega un papel en la activacion de HSCs, clave en la fibrosis hepética. Para
ello, el primer paso es estudiar si GPR55 se expresa en HSCs. La expresion de GPR55 fue
detectada en altos niveles en HSCs primarias frente a hepatocitos primarios de raton (Figura
28A\), asi como en la linea celular de HSCs humanas LX-2 frente a hepatocitos humanos THLE2
(Figura 28B). Ademés, HSCs aisladas de higados de ratones alimentados con dieta MCD
muestran unos niveles de ARNm de GPR55 aumentados frente a los obtenidos de ratones
alimentados con dieta estandar (Figura 28C).
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Figura 28. Expresion de GPR55 en hepatic stellate cells (HSCs) de ratones y humanas. Niveles de
ARNm de GPR55 en: (A) HSCs primarios frente a hepatocitos primarios obtenidos de ratones alimentados con
dieta estandar (n=4-5); (B) HSCs humanos LX-2 frente a hepatocitos humanos THLE2(4-8); (C) HSCs aisladas de
ratones alimentados con dieta MCD o estandar durante 4 semanas (n=2-4). HPRT fue utilizado para normalizar
los niveles de ARNm. Los datos estan representados como media + error estandar de la media. Las diferencias
estadisticas estan indicadas como *p<0,05.
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7.2. LPI ACTIVA LAS CELULAS ESTELARES HEPATICAS

El siguiente paso fue estudiar el posible efecto de LP1 en HSCs. La administracion de LPI
incrementa la expresion de GPR55 tras 1 hora, y tras 12 horas es capaz de estimular la expresion
de actin alpha 2 (ACTA2), coladgeno 1al (COLLal) y coldgeno 1la2 (COL1a2), marcadores de
activacion de HSC y produccion de matriz extracelular, y estimular la proliferacion (Figura
29A-C). Ya que el metabolismo lipidico es esencial para el estado de activacion de las HSCs,
evaluamos el efecto de LPI sobre ACC. En linea con los hallazgos mostrados en hepatocitos, el
LPI incrementa pAMPKa y pACC (Figura 29D). Curiosatemente, las células LX-2 tratadas con
LPI incrementan la acumulacion de lipidos (Figura 29E).
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Figura 29. Efectos de LPI en la activacién de hepatic stellate cells (HSCs) LX-2 humanas. Niveles
de ARNm de GPR55, ACTA2, COL1a1 and COL1a2 en células LX-2 tras ser tratadas con 10 pM LPI o vehiculo
durante 1 hora (A) o 12 horas (B) (n=8). Tras 12 horas de administracion de LPI, también fue medida (C) la
proliferacion relativa de LX-2 por ensayo MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide),
y (D) los niveles de proteina de pAMPKa, pACC y ACC (n=6-12). (E) Células LX-2 mostrando tincion de lipidos tras
la administracion de LPI durante 24 horas (n=6). Los lipidos fueron cuantificados y normalizados por el nimero
de nucleos totales por campo. HPRT y GAPDH fueron utilizados para normalizar los niveles de ARNm y proteinas,
respectivamente. Las diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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7.3. LPI ACTIVA LAS CELULAS ESTELARES HEPATICAS A TRAVES DE GPR55

A continuacion, quisimos averiguar si GPR55 estaba mediando los efectos de LP1 en HSCs.
Para ello, silenciamos GPR55 en las células LX-2 (Figura 30A) y encontramos que el aumento
de la expresion de ACTA2, COL1al y COL1a2 y de la proliferacion de las células LX-2
inducidas por LPI son bloqueadas cuando se silencia GPR55 (Figura 30B-C). Similar a lo
observado en hepatocitos, la inhibicion de GPR55 conlleva también que LPI no sea capaz de
disminuir los niveles de pAMPKa y pACC (Figura 30D).
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Figura 30. Efectos de LPI en la activacion de LX-2 silenciando GPR55. Expresion de GPR55 (A) (n=6),
ACTA2, COL1a1 y COL1a1 (B) (n=11), proliferacion relativa (C) (n=12) y niveles proteicos de pACC y
ACC (D) (n=6) en células LX-2 transfectadas con siARN control o siARN frente a GPR55. HPRT y GAPDH
fueron utilizados para normalizar los niveles de ARNm y proteinas, respectivamente. Las diferencias estadisticas
estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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7.4. ACC MEDIA LOS EFECTOS DE LPI/GPR55 EN LA ACTIVACION DE CELULAS
ESTELARES HEPATICAS

Para evaluar la posible relevancia de ACC mediando las acciones de LPI en células LX-2,
silenciamos ACCa en células LX-2 (Figura 31A). Encontramos que la inhibicion de ACCa
blogquea las acciones de LPI como inductor de la expresion de ACTA2, COLlal y COLlo2 y
de la proliferacién en LX-2 (Figura 31B-C).
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Figura 31. Efectos de LPI en la activacion de LX-2 silenciando ACCa. Expresion de ACCa (A) (n=6),
ACTA2, COL1a1 y COL1a2 (B) (n=6) y proliferacion relativa (C) (n=7-8) en células LX-2 transfectadas
con siARN control o siARN frente a ACCa. HPRT fue utilizado para normalizar los niveles de ARNm. Las
diferencias estadisticas estan indicadas como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

7.5. EL SILENCIAMIENTO DE GPR55 EN CELULAS LX-2 PROTEGE FRENTE A LA
ACTIVACION INDUCIDA POR TGFBL1.

Una vez descubierto el nuevo papel del sistema LPI/GPR55 en la activacion de las HSCs,
quisimos estudiar si GPR55 podia modular la activacién de HSCs inducida por TGFB1, uno de
los més potentes factores profibrogénicos conocidos. Para ello, tratamos con TGFp1 a células
LX-2 y encontramos que la expresion de GPR55 estd aumentada, ademas de los esperados
incrementos en la expresion de ACTA2, COL1al y COL10o2 (Figura 32A-B). A continuacion,
silenciamos GPR55 y vimos que la capacidad de TGFB1 para inducir la expresion de estos
marcadores de activacion y fibrogénesis estaba atenuada (Figura 32C). Sin embargo, el
tratamiento con LPI no incrementa significativamente la expresion de TGF1, sugiriendo que,
a pesar de que tanto el LPI como el TGFB1 actdan a través de GPR55 para promover un estado
profibrotico, no existe una relacion mecanistica entre ambas moléculas (Figura 32D).
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Figura 32. Silenciamiento de GPR55 en células LX-2 tratadas con TGFB1. Expresion de (A) ACTA2,
COL1a1 y COL1a2, y (B) GPR55 en células LX-2 tratadas con TGFB1 durante 24 horas (n=6). (C)
Expresion de ACTA2, COL1a1y COL1a2 en células LX-2 transfectadas con siARN control o siARN frente
a GPR55 y tratadas con TGFB1 durante 24 horas (n=6-8). Expresion de TGFB1 tras 12 horas de
tratamiento con 10 yM LPI en LX-2 (n=8). HPRT fue utilizado para normalizar los niveles de ARNm.
Las diferencias estadisticas estan indicadas como **p<0,01, ***p<0,001.
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En el presente estudio se muestra por primera vez que GPR55 esta sobreexpresado en el
higado de humanos y ratones con NAFLD, y que la activacion de GPR55 por LPI tiene un
impacto en el metabolismo en el higado. Por un lado, promueve la acumulacion lipidica,
participando en la progresion de la esteatosis hepatica en NAFL. Por otro, activa los procesos
fibrogénicos y acelera el desarrollo de NASH. Demostramos in vivo que el silenciamiento de
GPR55 tiene potencial terapéutico, ya que mejora el NAFL inducido por dieta VHFD, el NASH
inducido por dieta MCD, y la fibrosis inducida por tetracloruro de carbono. Nuestros hallazgos
apuntan en la misma direccion que un creciente cuerpo de literatura cientifica que muestra que
el sistema endocannabinoide est4 sobreactivado en enfermedades metabdlicas como obesidad,
diabetes tipo 2 y NAFLD (368). En la enfermedad hepética, esta desregulacion se manifiesta
en los elevados niveles de AEA, 2-AG en suero y de CB1 y CB2 en el higado de humanos y
roedores (240, 242-244, 251, 256, 263). Las principales acciones del sistema endocannabinoide
en NAFL han sido atribuidas a CB1. ElI aumento de su expresion es inducido por dieta alta en
grasa y conlleva una mayor acumulacion de lipidos, mientras que su inhibicion farmacoldgica
o deficiencia hepatica bloguean este efecto (244, 247, 248). Especificamente, CB1 promueve
la DNL, con diversos estudios indicando que regula el factor de transcripcion SREBP1c, e
inhibe B-oxidacion (244, 246, 249). Lo que se conoce de CB1 en NASH y especificamente en
la fibrogénesis es menos claro. Si bien se ha observado que el bloqueo farmacoldgico de CB1
es beneficioso en fibrosis, el mecanismo subyacente es poco conocido (256, 259, 260). CB2
parece jugar un papel opuesto a CB1 en este proceso, dado que su activacion reduce el dafio en
modelos de fibrosis in vivo (252, 257, 263). Nuestro estudio muestra que la activacion de
GPR55 hepética regula directamente la actividad enzimatica de ACC y consecuentemente
regula el metabolismo lipidico de hepatocitos y HSCs, promoviendo la esteatosis hepatica y la
fibrosis, respectivamente, dando como resultado global la progresion de NAFLD.

Algunos tipos de lisofosfolipidos han emergido como lipidos bioactivos con una funcion
sefializadora relevante en inflamacion y NAFLD (369). De hecho, algunos han sido propuestos
como marcadores circulantes de diagnosis de la enfermedad hepética (370). En linea con esto,
nuestro estudio indica que los niveles de LPI estan incrementados en pacientes con NASH
frente a los que manifiestan sélo NAFL. Los mecanismos por los que LPI desencadena las
alteraciones celulares caracteristicas de NASH parecen involucrar la reprogramacion del
metabolismo de acidos grasos de los hepatocitos y las HSCs. LPI promueve la DNL reduciendo
la fosforilacion de ACC, haciéndola enzimaticamente mas activa. Ademas, encontramos que
LPI inhibe la B-oxidacion, consistente con la disminucién de CPT1A, que es imprescindible en
el transporte de acidos grasos de cadena media a través de la membrana mitocondrial y paso
limitante en esta ruta catalitica. Nuestros datos mostrando la repercusion de LPI en el
metabolismo celular hepatico concuerdan con estudios previos que muestran que los
lisofosfolipidos son capaces de inhibir la oxidacion de acidos grasos (371) y generar dafio
hepatico (307). Se ha publicado recientemente que MBOAT?7, que cataliza la esterificacion de
acidos grasos especificamente en LPI, esta involucrada en NAFLD. El silenciamiento de
MBOAT?7 en ratones alimentados con dieta alta en grasa provoca la acumulacién de las especies
LPI1(16:0) y LPI(18:1) en el higado y una esteatosis hepatica exacerbada. Llama la atencion que
esas dos especies de LPI son las que nosotros observamos correlacionadas con el NAS,
particularmente con la inflamacion y el ballooning. Un tercer estudio encontrd que bajos niveles
hepéticos de fosfatidilinositol(18:1/20:4), pero no otras especies, permite discriminar NASH
frente a NAFL, enfatizando el posible papel de la especie LPI1(18:1) en la enfermedad hepatica
(372). En conjunto, estos estudios implican a LP1 como mediador en el desarrollo de NAFLD.
No se nos escapa, sin embargo, que en estos estudios existen ciertas diferencias relevantes que
merece la pena valorar. En primer lugar, los autores que caracterizaron el fenotipo del ratdn
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knockdown de MBOAT?7 no observaron cambios en los niveles de marcadores de DNL en el
higado, pero si un incremento en CPT1A, inesperado en base al mayor grado de esteatosis que
manifiestan (307). La deteccion de aumentos en los niveles de las proteinas perilipinas PLIN 2
y PLIN3, implicadas en la formacion de vesiculas lipidicas, en los ratones silenciando
MBOAT7 llevan a los autores a sugerir que su desregulacion, junto con la induccion de la
inflamacidn, son potencialmente responsables de la acumulacién de lipidos. Sin embargo, la
ausencia de resultados con demostracion causal les impide constatar si LPI tiene acciones
directas en el metabolismo lipidico y secundariamente afecta a la inflamacién, o viceversa.
Contrariamente, nosotros si llevamos a cabo experimentos bloqueando la accion de ACC tras
el tratamiento de LPI in vivo e in vitro, y observamos que los efectos en inflamacién inducidos
por LPI desaparecen. Esto demuestra que la esteatosis precede a la inflamacion en NAFLD
inducido por LPI. En segundo lugar, los mismos autores proponen que LPI promueve la fibrosis
en el higado, apoyandose en la observacion de que el tratamiento agudo con LPI induce in vivo
la expresion de genes marcadores de fibrosis en el higado. Sin embargo, no aportan datos sobre
si LPI tiene acciones directas en miofibroblastos, o bien se debe a un efecto derivado del dafio
hepéatico generado en los hepatocitos. Esta cuestién nos llevo a testar los efectos de LPI
separadamente en hepatocitos y células HSCs, y es en estas tltimas donde observamos que el
tratamiento con LPI tiene efectos directos en la fibrogénesis, y no a través de sefiales de estrés
celular procedentes de los hepatocitos. In vivo, no hemos sido capaces de detectar fibrosis
histoldgicamente relevante en higado simplemente tras el tratamiento subcrénico de LPI, en
ausencia de cualquier otro estimulo fibrogénico adicional como la dieta. Las aparentes
diferencias entre los resultados de ambos grupos podrian deberse a variaciones en el protocolo
(aunque las dosis de LPI por cada inyeccion fueron similares en los dos estudios, el nimero de
inyecciones no: dos veces en 24 horas en su estudio frente a tratamiento diario durante 7 dias
en el nuestro) o a las diferencias entre los analisis de expresion y los andlisis histologicos.
Ejemplo de ello es el uso de la dieta alta en grasa para inducir estadios avanzados de NASH,
causando aumento de los niveles de expresion de COL1a2 tras 20 semanas, pero que
dificilmente generara fibrosis detectada histolégicamente (307). Es por ello que hemos querido
utilizar diversas técnicas de evaluacion de la fibrogénesis y activacion de HSCs, como la
expresion de marcadores de proteinas de ECM, morfologia celular y proliferacion in vitro, y
analisis de expresion, tincidn histoldgica especifica y niveles de hidroxiprolina in vivo. En tercer
lugar, el silenciamiento de MBOAT?7 se asocia con alteraciones muy notables en la tolerancia
a glucosa, sensibilidad a insulina y resistencia hepatica a insulina. Nosotros estudiamos la
posible relacion entre los niveles de LPI en suero de pacientes con NAFLD y la desregulacion
de la homeostasis de la glucosa y fuimos incapaces de detectar cambios en ninguna de las doce
especies de LPI estudiadas o en los niveles de LPI totales cuando comparamos los pacientes
diabéticos con los no diabéticos, sugiriendo que los efectos de LPI en NAFLD son
independientes de la desregulacion del metabolismo de la glucosa del organismo. Las
discrepancias entre ambos estudios podrian deberse a un posible efecto extrahepético del
knockdown de MBOAT?7 en todo el organismo, pudiendo afectar a drganos relevantes en el
metabolismo de glucosa (por ejemplo, MBOAT?7 se expresa abundantemente en el cerebro,
clave en esta funcion) (340) y consecuentemente repercutiendo en la sensibilidad a insulina y
tolerancia a glucosa del raton. También es posible que la mejora en el metabolismo hepatico de
la glucosa se deba simplemente a la reduccion de la esteatosis y la inflamacion. A pesar de estas
diferencias, es muy destacable el hecho de que ambos estudios coinciden en la accion dual de
LPI como promotor de acumulacién lipidica y de fibrogénesis hepatica en NAFLD.

GPR55, receptor de LPI, esta aumentado en el higado de pacientes obesos con NAFLD.
Sin embargo, parece que este incremento no es dependiente de la obesidad, ya que no
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encontramos correlacion entre expresion de GPR55 e IMC en estos pacientes, y aumentos
similares de GPR55 fueron encontrados en el higado de pacientes no obesos con NAFLD.
Resulta llamativa la relacion entre la mayor expresion del receptor GPR55 y el grado de
desarrollo de NAFLD. Si bien es cierto que en pacientes obesos y no obesos, la expresion del
receptor esta aumentada tanto en los que tienen sélo NAFL como en aquéllos con NASH,
encontramos una correlacion positiva entre la expresion de GPR55 y el NAS en la cohorte de
pacientes no obesos, indicando que GPR55 hepéatico aumenta con la severidad de la
enfermedad. En cualquier caso, un rasgo comun a los estudios con humanos es la activacion de
GPR55 como un evento temprano en la aparicion de NAFL, contribuyendo a la dislipidemia y
desregulacién metabdlica. Esta observacion es corroborada con las mediciones en los diferentes
modelos de NAFLD en ratones. Los ratones alimentados con HFD que desarrollan NAFLD en
contexto de obesidad, pero también los alimentados con MCD que presentan reducido peso
corporal, muestran aumento de expresion de GPR55 en el higado. Ademas, este incremento es
ya detectable en etapas tempranas de NAFL (6 semanas de alimentacién con HFD son
suficientes para inducir la sobreexpresion del receptor), pero también esta presente en etapas
mas severas de la enfermedad, como el NASH provocado por la alimentacion con CDHFD
durante 52 semanas o la fibrosis inducida por tetracloruro de carbono. Es importante destacar
que los datos de GPR55 en el higado son homogéneos entre roedores y humanos. Este no es el
caso de GPR55 en tejido adiposo blanco, donde la expresion de ARNm esta reducida en
roedores obesos pero incrementada en el tejido adiposo de pacientes obesos (279). Ademas,
mientras que la activacion ex vivo de GPR55 en tejido adiposo humano induce la expresion de
marcadores de DNL, el tratamiento con LPI en células de ratén 3T3-L1 no induce una mayor
acumulacién de lipidos (328).

De acuerdo con la estimulacion de la acumulacion de lipidos generada por LP1 en dos lineas
celulares humanas diferentes (THLE2 y HepG2) y ratones, el silenciamiento de GPR55
hepatico mejora el NAFL inducido por VHFD, asi como el NASH causado por MCD vy la
fibrosis inducida por tetracloruro de carbono in vivo. El silenciamiento especifico de tejido es
una herramienta muy relevante para elucidar su funcion, ya que GPR55 esta ampliamente
expresado en tejidos reguladores del metabolismo energético de la glucosa y los lipidos, como
cerebro, pancreas, musculo y tejido adiposo blanco (338). Varios estudios recogen que el
fenotipado metabolico del raton GPR557 muestra resultados inconsistentes. Mientras dos
estudios muestran incrementos de adiposidad y resistencia a insulina en estos ratones (328, 334)
otros no encuentran diferencias significativas (317). Ademas, diferencias en la composicion
corporal no son reproducibles (317, 328, 334). Curiosamente, un estudio muestra que la
ablacion genética de GPR55 en ratones provoca un aumento de expresion hepatica de
marcadores de DNL, especificamente ACCa, FAS, DGAT1 y SCDI, pero en esta investigacion
no se muestran datos de la evaluacion directa de la esteatosis hepatica y es posible que factores
extrahepaticos estén condicionando la expresion de estos genes (325). Otro estudio muestra
datos que apuntan a la existencia de resistencia hepatica a insulina en ratones sin GPR55 (334).
En esta investigacion se presentan los niveles de proteinas de varios marcadores de la ruta de
la sefializacion de la insulina tras su administracion. Sin embargo, es probable que todos los
organos que expresen GPR55 estén contribuyendo al fenotipo observado (por ejemplo, GPR55
en islotes pancreéaticos regula la glucemia y la secrecion de insulina) (336) y que existan
compensaciones metabolicas a causa de la ausencia de GPR55 desde la etapa inicial del
desarrollo. Por tanto, estos resultados no demuestran por si solo que GPR55 tenga efectos en la
sefializacion de la insulina. De hecho, nosotros no encontramos diferencias en el test de
tolerancia a glucosa tras la inhibicion hepatica de GPR55 en ratones alimentados con vHFD
(datos no mostrados), aunque si una tendencia no significativa a la mejora, posiblemente
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secundaria a la reduccion clara en el contenido lipidico, asi como menor inflamacion, estrés del
RE y apoptosis hepaticos. Apoyando este planteamiento, un estudio no encontré que la
expresion de GPR55 variase en pacientes humanos obesos en funcion de su grado de
intolerancia a la glucosa (279). El uso de nuestra herramienta virogenética revelé que una
reduccién parcial de GPR55 hepatico en ratones (60-70%), es suficiente para alcanzar una
mejora en el dafio hepatico en ratones con NAFLD. Estos resultados in vivo son consistentes
con lo obtenido con lineas celulares de hepatocitos humanos, donde el silenciamiento de GPR55
reduce notablemente la acumulacion lipidica inducida por &cido oleico y bloquea la esteatosis
inducida por LPI, indicando, en conjunto, que el sistema GPR55/LPI regula directamente el
metabolismo lipidico en el higado.

Ya que la expresion de GPR55 estd aumentada en hepatocitos y HSCs procedentes de
ratones con NASH inducido por dieta MCD, consideramos importante investigar si la ruta
LPI/GPR55 era relevante en ambos tipos celulares hepaticos. Nuestros resultados indican que
LPI incrementa el contenido lipidico en los hepatocitos, un efecto que no se observa al silenciar
GPR55. Ademas, LPI incrementa la expresion de genes profibréticos como ACTA2, COLI1al
y COL102 en HSCs, y la proliferacion celular, pero no tiene efecto cuando GPRS55 es inhibido.
De este modo, describimos por primera vez GPR55 es expresado en HSCs y que media los
efectos de LPI en activacion y fibrogénesis. El rol de GPR55 en fibrosis, sin embargo, parece
ir mas alld de ser un mediador de las acciones de LPI. Asi, observamos que TGFB1, uno de los
factores méas potentes y ampliamente conocidos en relacion a la activacion de las HSCs, no es
capaz de inducir un incremento tan marcado en la expresion de ACTA2, COLI1lal y COL1a2
de HSCs cuando estas silencian GPR55. Este resultado indica que GPR55 contribuye a las
acciones fibrogénicas de TGFp1, lo cual encaja con el conocimiento existente sobre la ruta de
sefializacion de TGFP1, fuertemente controlada por una gran variedad de circuitos de
retroalimentacion positiva y negativa (137). El hecho de que LPI no induzca un incremento
significativo (aunque si una tendencia) de la expresion de TGFB1 hace pensar que el sistema
LPI/GPR55 activa las células HSCs de manera independiente de TGFB1. En otras palabras,
nuestros resultados apuntan a que tanto LPI como TGFB1 necesitan total o parcialmente a
GPR55 para inducir fibrosis, pero mecanisticamente no parecen estar estrechamente
relacionados. El sistema LPI/GPR55 puede ser afiadido a la lista de sefiales que llevan a la
activacion de HSCs, como TGFB1, PDGF y CTGF. Nuestros resultados obtenidos in vitro
concuerdan con la mejora de fibrosis inducida por tetracloruro de carbono o por MCD en
ratones cuando se silencia GPR55. Por tanto, nuestros resultados indican que GPR55 esta
implicado directamente en la fibrosis hepatica regulando la activacién de las HSCs.

ACC produce malonil-CoA a partir de acetil-CoA, y ambos son los precursores
biosintéticos de los acidos grasos en la ruta de DNL. Estudios preclinicos han demostrado que
el silenciamiento génico o la inhibicion farmacoldgica de las dos isoformas de ACC reducen la
esteatosis hepatica (52-55, 353). Ensayos clinicos mostraron que PF-05221304 y GS-0976,
ambos inhibidores de ACCa y ACCp, reducen respectivamente la esteatosis hepatica en
pacientes con NAFL vy la esteatosis hepatica y marcadores de fibrosis en pacientes con NASH
(174, 175, 373). En nuestro estudio, apoyamos que el sistema LPI/GPR55 modula el
metabolismo lipidico en el higado a través de ACC basandonos en que: a) existe una correlacion
entre los niveles de pACC (y su actividad enzimatica) y la activacion de la via LPI/GPR55 in
vivo e in vitro, b) el silenciamiento de ACCa bloquea totalmente los efectos de LPI en
hepatocitos y HSCs, c) la inhibicion farmacologica de ACCa y ACCP por GS-0976 suprime la
esteatosis hepatica inducida por LPI y d) la sobreexpresion de GPR55 hepatico en humanos y
ratones con NAFLD. Es un hecho que la DNL est4 sobreactivada en NAFLD (25, 31). La
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enzima ACC controla el flujo de la DNL catalizando el primer paso de la ruta. Aungue su
funcion es eminentemente anabolica, ACC controla también la B-oxidacion. Esta accién dual
de ACC es razonable desde el punto de vista bioenergético de la célula y es ejercido
mayoritariamente de manera isoforma-especifica. Mientras que ACCa, citosolica y la mas
abundante, proporciona malonil-CoA que sera usado por FAS en DNL, ACCp, mitocondrial,
genera incrementos locales de malonil-CoA que inhiben CPT1A y consecuentemente la [3-
oxidacion (51-54). De forma interesante, en nuestro estudio hemos encontrado que tanto la
acumulacion lipidica en hepatocitos como la fibrogénesis de HSCs inducidas por la activacion
de LPI/GPRS55 son totalmente bloqueados tras el silenciamiento de ACCa, indicando que esta
isoforma es la que media sus efectos. Sin embargo, no se nos escapa que podria haber otras vias
por las que LPI y GPR55 ejercen parte de sus acciones en el metabolismo lipidico. Existen
ciertos indicios que sugieren que la B-oxidacion, dependiente o independiente de ACCP,
también esta controlada por el sistema LPI/GPR55. En primer lugar, ensayos funcionales
revelaron una reduccion en la B-oxidacion inducida por LPI y dependiente de GPR55 de
hepatocitos. Ademas, el bloqueo farmacologico de la B-oxidacion anula totalmente el efecto
inhibidor de LPI en la tasa de consumo de oxigeno en hepatocitos. En la misma linea, la
administracion de LPI in vivo e in vitro desencadena una reduccion en los niveles de proteina
CPT1A, asi como incrementos en CPT1A hepético tras el silenciamiento de GPR55 en varios
modelos de NAFLD en raton. Curiosamente, en ratones alimentados con dieta MCD, que
mecanisticamente propicia la acumulacion por aumento de captacién de &cidos grasos e
inhibicidn de su exportacion antes que por cambios en DNL (183), el silenciamiento de GPR55
reduce notablemente la esteatosis, o que podria significar la implicacion de mecanismos
subyacentes modulados por GPRS55 independientes de DNL (y por tanto, de ACCa). Por tltimo,
a diferencia de los estudios preclinicos y ensayos clinicos que muestran hipertrigliceridemia en
individuos tratados con el doble inhibidor farmacoldgico de ACCa/p GS-0976 para NAFLD
(174, 353, 373), nosotros hemos observado reducciones en los niveles de triglicéridos en suero
tras el silenciamiento hepatico de GPR55 en ratones alimentados con VHFD, dejando la puerta
entreabierta a una posible modulacion del exportacion y captacion de lipidos desde el higado
por parte de GPR55 in vivo. Consideramos que nuevos experimentos manipulando
especificamente ACCa, ACCP, y la B-oxidacion en el higado de ratones tratados con LPI
arrojaria luz en esta cuestion. En resumen, hemos demostrado que ACC, y especificamente
ACCa, media los efectos de LPI/GPR55 en el metabolismo lipidico hepatico, aunque seria
totalmente esperado que existiesen mecanismos adicionales de regulacion lo que puede implicar
un mejor potencial terapedtico de esta via.

ACC esta fuertemente regulado por una gran variedad de factores transcripcionales y
postraduccionales que determinan su abundancia y actividad. Destacan sobre las demas la
regulacion transcripcional por parte de SREBP1c y el control de la actividad por fosforilacion
inhibitoria directa de la enzima AMPK. En este estudio, no hemos encontrado diferencias en
los niveles de proteina ACC total en ninguno de los modelos in vitro e in vivo utilizados, y
tampoco hemos encontrado diferencias en los niveles de ARNm de SREBPL1 ni de la forma
activa de la proteina SREBP1c (datos no mostrados). Los resultados obtenidos en hepatocitos
humanos y animales indican que el mecanismo que media la activacion de ACC implica a
AMPKa, la principal enzima reguladora de la actividad enzimatica de ACC a través de
fosforilacion. AMPK ha sido ampliamente estudiada en relacion a su papel en NAFLD vy esta
siendo evaluada como diana de tratamiento para la esteatosis hepética en ensayos clinicos (58,
65, 67, 69, 70, 374, 375). Desafortunadamente, el modo en que el eje LPI/GPR55 regula la
fosforilacion de AMPKa no ha sido abordado en este estudio. Entre los reguladores upstream
de AMPK se encuentran LKB1, CaMKKf y TAKI1. LKBI1 promueve la fosforilaciéon de
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AMPKa dependiente de AMP/ADP, aunque también se ha visto que es capaz de activarlo de
forma independiente (63, 376). LKB1 parece ser necesario en la inhibicion de ACC mediada
por AMPK en el higado, ya que la fosforilacion de AMPK y la fosforilacién de ACC estan casi
totalmente suprimidas en ratones deficientes en LKB1 (65, 377, 378). Curiosamente LKB1 ha
sido relacionado con el sistema endocannabinoide, mediando las acciones inhibitorias de
rimonabant sobre la expresion de SREBP1 in vitro (249, 377). En conjunto, estos dos hechos
sittan a LKB1 como un potencial candidato para mediar los efectos de GPR55 sobre
AMPK/ACC, aunque no se debe pasar por alto que éste puede actuar a través de vias
independientes de AMPK, como es el caso de la via de supervivencia mediada por AKT (379).
Alternativamente, CamKKp puede fosforilar a AMPK en respuesta a incrementos de calcio y
modular su actividad (380). La deficiencia hepatica de CamKKf en ratones genera esteatosis
hepética y promueve la DNL (381, 382). Se ha observado que CaMKK2 puede ser dependiente
de sefiales extracelulares, operando downstream de GPCRs (383), por lo que no seria del todo
sorprendente que GPR55 lo regulase. En tercer lugar, TAK1 puede regular la fosforilacion de
AMPK y es activada por los receptores de IL-1, TGFp, ademas de TNFa (384). La ablacion
hepatica de TAK1 genera dafio hepético, esteatosis, apoptosis, inflamacién, fibrosis y
hepatocarcinoma de forma espontanea en ratones, pero no se ha estudiado la implicacion de
AMPK/ACC en estos efectos y parece que este fenotipo se explica por las acciones de TAK1
en autofagia e inflamacion (385-387). Tampoco existe un consenso sobre si TAK1 regula la
acumulacién de lipidos en los hepatocitos de forma dependiente o independiente de AMPK
(387, 388). En resumen, hemos descubierto que GPR55 modula la actividad y fosforilacién de
ACC a través de AMPK, sin embargo, el regulador upstream de AMPK en esta ruta de
sefializacion permanece desconocido.

Mientras la promocion de la esteatosis hepatica por LPI no es inesperada para una molécula
que activa ACC y por tanto induce la DNL en hepatocitos, las consecuencias de la activacion
de ACC en HSCs no son tan facilmente predecibles en base a lo recogido en la literatura
cientifica. Las células HSCs expresan ACC y otros genes implicados en DNL, sugiriendo que
la ruta es operativa durante la quiescencia (152). El tratamiento con cocteles adipogénicos o
sobreexpresion adenoviral de SREBP1c es capaz de reducir la activacion de HSCs in vitro,
sugiriendo que la DNL se reduce durante el proceso de activaciéon (149, 152). Sin embargo,
recientemente un articulo mostr6 que las HSCs activadas muestran incrementos en los niveles
de ARNm y proteina de ACCa (pero no ACCP), y en la cantidad de lipidos totales (153). En el
momento de escribir estas lineas, Bates et al. acaban de publicar un estudio evaluando la
importancia de ACC en el proceso fibrogénico de las HSCs (389). In vivo, la inhibicion
farmacologica de ACCa/p en ratones con NASH inducido por 12 semanas de CD-HFD o NASH
inducido por DEN reduce la fibrosis hepatica medida como proteina aSMA e hidroxiprolina
hepéticas. In vitro, la inhibicion farmacolégica o genética de ACCa/p o FAS impide los
incrementos en glucdlisis y fosforilacion oxidativa inducidos por TGFB1. Los autores
concluyen que la DNL, y en particular ACC, son necesarios en la reprogramacion metabolica
de las HSCs durante la activacion. Desafortunadamente, el mecanismo molecular por el que la
inhibicion de la DNL repercute en la activacion de glucdlisis y fosforilacion oxidativa no son
abordados en el estudio. En relacién a AMPK, la activacion farmacoldgica y la sobreexpresion
de AMPK proporciona efectos beneficiosos en fibrosis hepatica in vivo e in vitro, aunque la
posible contribucién de ACC en estas acciones no ha sido explorada todavia (151, 157, 158,
160). Nuestros resultados indican que la activacion del sistema LP1/GPR55 reduce la activacion
de AMPK y estimula la actividad de ACC y la expresion de marcadores fibréticos en HSCs.
Estos efectos son totalmente suprimidos tras el silenciamiento de ACCa, apoyando un papel de
ACC y la DNL en la activacion de HSCs.
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DISCUSION

En conjunto, en la presente tesis se ha descubierto un nuevo rol de GPR55 hepaético en
metabolismo lipidico, especificamente en enfermedad hepatica cronica. Como se representa en
la Figura 33, el sistema LPI/GPR55 esta activado en NAFLD. Esta activacion promueve
esteatosis, induciendo DNL e inhibiendo B-oxidacion en los hepatocitos. También estimula la
fibrosis, activando las HSCs. En ambos casos, LPI/GPR55 ejerce sus acciones a través de ACC
via AMPK. El silenciamiento hepético de GPR55 ejerce efectos beneficiosos en diferentes
modelos de NAFL y NASH. Este estudio identifica al sistema LPI-GPR55 como potencial
desencadenate y diana terapéutica frente a NAFLD.
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Figura 33. Esquema resumen de los principales hallazgos de este estudio.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante la realizacion de esta tesis nos permiten establecer las
siguientes conclusiones:

>

VV VY VYV

La expresion de GPR55 esta aumentada en el higado de pacientes con NAFLD y en
modelos animales con la enfermedad hepética.

Los niveles séricos de LPI, ligando enddgeno de GPR55, se correlacionan con la
puntuacién NAS en humanos.

LPI causa esteatosis hepatica y activacion de HSCs de manera dependiente de GPR55.
El silenciamiento de GPR55 hepético en ratones mejora el NAFL inducido por LP1y
VHFD.

El silenciamiento de GPR55 hepético en ratones mejora la fibrosis inducida por dieta y
MCD Yy tetracloruro de carbono.

El sistema LPI/GPR55 promueve el desarrollo de NAFLD activando ACC via AMPK.
En su conjunto, estos datos nos permiten postular al sistema LPI-GPR5 como factor
desencadenante y potencial diana terapettica en NAFLD.
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ACTA DE RESOLUCION
COMITE ETICO CIENTIFICO CIEMCIAS DE LA SALUD UG

Re-acreditado por SEREMI de Salud
Resolucién E N°012321 del 07 de junio de 2017
RENOVACIOMN ANUAL
Fecha y N° de Sesion: 03 de septiembre 2020, Sesidn N°14
Investigador{a) Responsable: Francisco Barrera M,
ID Protocolo: 14-019

Titule del Proyecto: Generacidn de banco de muestras bioldgicas para el estudio de las
enfermedades hepdticas agudas, crdnicas, cirrosis y cancer hepatico

Facultad/Unidad Académica: Facultad de Medicina, Poentificia Universidad Catélica de Chile
Académico Responsable; Francisco Barrera M,

Sitio de realizacidn: Hospital Clinico Red Salud UC-Christus

Miembros del Comité que participaron en la aprobacion del estudio:
Dra. Claudia Uribe Torres, Presidente

Dra. Colomba Cofré Dougnac, Vice-Presidente

Mg. Andrea Villagran Torres, Secretaria Ejecutiva

Sr. Jorge Mufioz Castillo, Abogade miembro externo

Dr. Gustava Kaltwasser Gonzdlez, Miembro externo

Srta. Alyssa Garay Navea, Representante de la comunidad

Br, Antonio Lépez Fuenzalida, Carrera de Kinesiologia

Frof. Ivonne Vargas Celis, Centro de Bioética

Dra. Marisa Torres Hidalgo, Departamento de Salud Pablica

EU Monica Cifuentes Sore, Miembro externo

EU Victor Contreras |bacache, Departamento de Anestesiclogia

Decumentos recibidos por el Comité:

= Carta Presentacion Investigador(a) Responsable solicitando |a revision y aprobacion de la
renovacidn anual del estudio

Documentos revisados y aprobados por el Comité:

= Formulano Solictud de Renovacion Anual

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
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Considerando que;

1. El presente protocolo de investigacién ha contado con la opinidn faverable de un comité
etico cientifico (CEC) antes de iniciar su ejecucian, de fecha 01 de abril de 2014,

2. El estudio no ha sufrido modificaciones respecto de la dltima version aprobada; y

3. El Investigador Responsable ha presentado un informe general del estado de avance del

estudio, declarando en éste, gue durante el periodo v de acuerdo al tipo de investigacion,
no se han presentado desvios al protocolo ni al proceso de consentimiento informada

Resolucion CEC-Salud UC:
Se renueva la apinidn favorable del estudio con fecha 03 de septiembre de 2020 en la sesién
ordinaria N*14 del Comité, la que tiene vigencia de un afio.

El Investigador Responsable debera solicitar una nueva renovacion de la presente opinian
favorable con al menos 45 dias de anticipacion s desea continuar con el estudio. Si no ha
recibido la respuesta oficial a su solicitud, deberad detener las actividades de ejecucién de la
investigacian y no podra proceder o continuar con el anadlisis de los datos,

El CECSaludUC solicita al Investigador Responsable presentar una nueva versidn del
documento de consentimiento informado con informacion de contacto actualizada del Comité.

(1D: 14-019)

SRA. ANDREA VILLAGRAN TORRES DRA. CLAUDIA URIBE TORRES
Secretaria Ejecutiva CEC-Salud UC Presidents CEC-Salud UC

ENCASODOE CUMLOWER OUOA B8E LE BOUCITA COMTACTARSE CON EL CEC-Sakud LC

‘St et ica que |a INTOMackin comkenita an &l presenke deaimen|io 65 COmects v que releja &l Ada del Gomile Elco Cleniifios de Clancias oe la 5akd UG [CEC-
Salud LIC). Exle Comik adhiene a los prinGiples #8icos de s Poniific s Unkersidsd Cabibca de Chile, gue considera como s ndarantal of respedn a la digridsd de
1o peraona b an il . ESe Comii cumpls ademies con s Gules o busna prictics cinics delinidas pof ba Conferanc s Inemacion al de
Ay rrgard ppcin (ECFACH v oon e leyes chibnas 19629, 200920, 200 58 v 200E50 ques masd Fic o el Ciadigo Saniisio
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\ PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILS e
FACULTAD DE MED) > i
\ 3 CERTIFICADO ™\
| DE APROBACION
\ CEC-MEDUC_
ACTA DE APROBACION ETI PARA PROYECTOS FOND ONICYT
A SER REALIZADOS EN PERSONAS
—==n RLOUEAVU EIN FERSONAS
N2 del Proyecto: 14-244 Fecha de aprobacién: 04 de Junio 2015
Investigador Responsable: Dr. Marco Arrese
Titulo del Proyecto: Liver injury in non-alcoholic fatty liver disease: exploring new
modulators and biomarkers
Sitio de realizacién: Pontificia Universidad Catélica

Institucién Patrocinador: Pontificia Universidad Catélica

Financiamiento: FONDECYT Regular 2014

Documentacion recibida:

Proyecto Fondecyt en referencia.

Decumento de consentimiento informado
Carta de respaldo del Jefe de Departamento
Carta de compromiso Investigador Responsable

Propésitos del Estudio:

Explorar nuevas vias de modulacidn de la injuria hepatica e identificar nuevos marcadores de dafio
hepatocelular en la esteatohepatitis no alcohdlica.

Objetivos generales:

1. Evaluar los efectos de 13 alta y baja ingesta de sodio en la injuria hepatica en modelos experimentales
de esteatohepatitis no alcohdlica.

2. Evaluar el rol de |a activacion del inflamasoma en la agravacion de la esteatohe patitis no alcoholica
en sindrome de apnea- hipopnea del suefio.

3. Evaluar los efectos hepatoprotectores de marcadores bioactivos seleccionados presentes en el café,
en modelos in vitro de esteatohepatitis no alcoholica.

4.

Evaluar la utilidad de los biomarcardores: microRNA 122y 192 hepato-enriquecidos, solos oen
combinacion con citoqueratina 18.
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4. Evaluar la utilidad de los biomarcardores: microRNA 122 vy 192 hepato-enriquecidos, solas oen
combinacion con citogueratina 18.
Procedimientos del Estudio:

Fundamentos de la Aprobacién :

Para otorgar esta aprobacidn, el Comité en pleno, en su sesion del 04 de Junio 2015, considers los
siguientes aspectos: (Seleccionar lo gue corresponda)

* Elequipo investigador cuenta con la capacidad técnica y competencia profesional acorde a
los requerimientos del estudio.

* Los aspectos cientificos de |a Propuesta son considerados adecuados.

* Lapropuesta es original Yy puede aportar al conocimiento.

* Este proyecto no tiene fines terapéuticos y no existe ningun beneficio directo para los
participantes a corto plazo.

* Lapoblacion a estudiar no es considerada como vulnerable

* El protocolo contempla todos los resguardos necesario para la seguridad y bienestar de los
participantes,

* Balance beneficio/riesgo es considerado favorable. £l estudio contempla algunos riesgos
predecibles que son mencionados en el Cl y el protocolo cuenta con los resguardos y
compensaciones necesarios para resolverlos.{cuando corresponda)

* No contempla entregar resultados clinicos relevantes, no se realizaran estudios genéticos.

Se solicitard autorizacion adicional para estudios futuros.

El Documento de Consentimiento Informado sefiala claramente que existe libertad para

consentir y para retirarse; se asegura confidencialidad, que no hay costos asociados, que

no hay beneficios directos para los participantes. Se indican los teléfonos de las personas
responsables del estudio y de los derechos de los participantes.

En virtud de los antecedentes recibidos, el proyecta en referencia, cumple con la normativa de
regulacion de los aspectos €ticos tanto nacionales como intérnacionales y con los principios y
valores de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Adjunto a ésta Acta de Aprobacidn Etica, se encuentra el listado de los miembros asistentes a la
reunion del Comité en Ia cual fue aprobado.
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" Para proceder con la recoleccion de la informacidn, se le solicita hacer llegar el formato oficial del
Acta de Consentimiento Informado, asentimiento y/o instrumentos de recoleccion de
datos para ser firmados y timbrados por el Comité. De esta forma, como investigador
responsable, velara por la realizacién del procedimiento de consentimiento con las copias de la
version original {timbrada y firmada por el CEC Meduc).

Al término del estudio, se le solicita enviar un informe al CEC Med UC con los resultados del
estudio.

En toda futura correspondencia, hacer referencia al N© de proyecto asignado por este Comité (14-
244).

Presidente (S) CECMadUC
Pentificia Universidad Catodcs de Chie

EN CASG DE CUALQUIER DUDA SE LE SOLCITA CONTACTARSE CON EL CEC-MedUC
Se cortfica que B isformacien comeniaa @ 8| presenie documento es corectn y aus

cagr e la pevsans humana wn cuskae conscidn, desde ol momens de ia
poide hasta la 1o Aalurml Esie comme cumzle adevds con las QUas e Duena Cracses o ica defindas Pr la conferenca
ineamacional de armonzacon (QCP-ICH) v con las lepes chionas 26 120 y 19620 sotve Protechin de la vide prvada o Frotezaan ge datos

e Cardctnr parsonal
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RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL

Expediente ndm.: 15010/17,/007 Data de inicio: 10,05, 2018
Persoa interesada: Rub€n Mogueiras Pozo Forma de inicio: solicitude do interesado
Procedemente: resolucidn de autorizacidn

ANTECEDEMNTES

A persoa interesada, como representante do centro CIMUS (Universidade de Santiago
de Compostela), presentou primeiramente o 28.12.2007 e despois completou o
17.04 2018, unha solicitude para a realizacion do proxecto de experimentacion animal,
cuxos datos se detallan a continuacian:

Denominacion do proxecto: Mecanismos centrais e periféricos no control da
homeostase enerxética

Mome do centro usuario: CIMUS

Persoa responsable do proxecto: Rubén Mogueiras Pozo

Establecemento onde se realizardn os procedementos do proxecto (ow lugar
xeogrifico no caso de traballos de campo): Animalario da Facultade de Medicina do
CIMUS

Clasificacion do proxecto : Tipal | | Tipel [ | Tipam [
CONSIDERACIONS LEGAIS E TECMICAS

1. © Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE 34, do 8 de febreiro), polo que se
establecen as normas bdsicas aplicables para a proteccidn dos animais utilizados en
experimentacion e outros fins clentificos, incluindo a docencia, establece no seu
artigo 33 as condicidns de autorizacions dos proxectos con animais de
experimentacian.

2, O artigo 88 da Lei 39/2015, de 1 de outubro, do procedemento administrativa
comun das administracidns pdblicas (BOE 236, do 2 de outubro de 2015) establece

que a resolucidn que pofia fin o procedemento decidira todas as cuestions expostas
polos interesados e aguelas outras derivadas deste,
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3. O Servizo de Gandaria da Corufia revisou a documentacion achegada na solicitude
€ o resultado favorable da avaliacion do proxecto, realizada polo érgano habilitado
da Seccidén de Experimentacion Animal do Comité de Bioética da Universidade de
Santiago de Compostela.

Esta xefatura territorial é competente para ditar unha resolucién, de conformidade co
artigo 11 do Decreto 245/2009 de 30 de abril, polo que se regulan as delegacions
territoriais da Xunta de Galicia (DOG 84, do 1 de maio de 2009) e o Decreto 166/2015,
de 13 de novembro, polo que se aproba a estrutura organica da Conselleria do Medio
Rural (DOG 220, do 18 de novembro de 2015).

De acordo con todo o indicado, RESOLVO:

1 Autorizar o proxecto solicitado.

2 O mencionado proxecto precisa someterse a unha avaliacidn retrospectiva ans
tres anos.

3 A autorizacion deste proxecto terd unha duracion de cinco anos, transcorrido
este tempo, deberd ser renovada esta autorizacidn.

A citada autorizacion é unicamente valida nas condiciéns que figuran no expediente.
Ante calquera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o
benestar dos animais, deberd solicitar a confirmacidn da autorizacidn ao Servizo
Provincial de Gandaria,

Esta autorizacidn poderd ser suspendida, no caso de gue o proxecto non se leve a cabo
de acordo coas condicidns de autorizacidn e retirala, previo expediente tramitado ao
gue se lle dara audiencia.

Contra a presente resolucion, que non lle pon fin & via administrativa, podera
interpofier un recurso de alzada ante a conselleira de Medio Rural, O prazo comezard a
contar dende o dia seguinte ao da recepcidon desta resolucidn. Todo isto, segundo o
disposto nos artigos 121 e 122 da citada Lei 39/2015.

Mediante este escrito notificaselle ao CIMUS da USC esta resolucidn segundo o esixido
no artigo 40.1 da antedita Lel 359/2015.

A Corufia, 10 de maio de 2018
O xefe territorial
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Ref.: CAP-T-0718-15

D./D.2 MARCOS FERNANDEZ FONDEVILA
EDIF. CIMUS - AVDA. DE BARCELONA, S/N,
PISO 0, LAB.4

15706 SANTIAGO DE

COMPOSTELA (CORURIA)

Notifico a Vd. que el Sr. Director General de Agricultura y Ganaderia, ha dictado la
siguiente Resolucién:

“Vista la solicitud formulada por D./D.2 MARCOS FERNANDEZ FONDEVILA, con N.I.F.
458705337, para obtener el reconocimiento de la capacitacion para realizar las funciones de
EUTANASIA DE LOS ANIMALES, REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS, dc animalcs
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines cientificos,
incluyendo la docencia.

Visto el informe favorable del Area de Proteccion Animal.

Considerando que el solicitante cumple con los requisitos para estimar su solicitud, de
acuerdo a lo dispuesto en la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se establecen
los requisitos de capacitacion que debe cumplir el personal que maneje animales utilizados,
criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia.

Esta Direccion General ha resuelto: reconocer la capacitacion a D./D.2 MARCOS
FERNANDEZ FONDEVILA, con N.L.F. 458705337, para realizar, sin limitacion de especie, las
funciones de EUTANASIA DE LOS ANIMALES, REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS, de
animales utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacién y otros fines
cientificos, incluyendo |a docencia, e incluirle en el correspondiente registro.

El mantenimicnto de csta capacitacion sc debe demostrar al menos cada ocho afios,
en los términos que establece el articulo 20 de la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, a
partir de la fecha de esta Resolucion.

La presente Resolucidn no pone fin a la via administrativa y contra la misma podrd
interponer recurso de Alzada en el plazo de un mes a partir del dia siguiente al de la recepcion
de esta notificacion, ante el Viceconsejero de Medio Ambiente, Administracién Local vy
Ordenacién del Territorio, o ante el Director General de Agricultura y Ganaderia o en
cualquiera de las formas previstas en el articulo 38.4 de la Ley 30/1992, de Régimen Juridico de
las Administraciones Pablicas y del Procedimiento Administrativo Comun de conformidad con
lo previsto en los articulos 107, 114 y 115 de dicha Ley.”

Se adjunta Certificado de Capacitacién.

‘0 Madrid, 13 de octubre de 2015

Fdo.:
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ANEXOS

TERFITORN

e Madrid

Certificado de reconocimiento de la capacitacion para manejar animales
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia. Orden ECC 566/2015, de 20 de marzo

D./D.* MARCOS FERNANDEZ FONDEVILA, con N.I.F. 45870533T, ha obtenido el
reconocimiento de !a capacitacion para realizar, sin limitacion de especie, las funciones de:

EUTANASIA DE LOS ANIMALES
REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS

N° de certificado: CAP-T-0718-15

ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO
Direccion General de Agricultura y Ganaderia
Consejeria de Medio Ambiente, Administracion Local y Ordenacion del Territorio

El reconocimiento de la capacitacién para la realizacién de las funciones relacionadas en
este certificado surtira efecto en todo el territorio nacional,

Fecha Sello 4 \
13 de octubre de 2015 oy

/| Fdo.: José Luis Sanz Yicente

Nombre
EL EQTOR GENERAL DE AGRICULTURA Y GANADERIA

/
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RESOLUCION DE RECONOCIMIENTO DE LA CAPACITACION E INCLUSION EN EL REGISTRO DE
PERSONAL QUE MANEJA ANIMALES UTILIZADOS, CRIADOS O SUMINISTRADOS CON FINES DE
EXPERIMENTACION Y OTROS FINES CIENTIFICOS, INCLUYENDO LA DOCENCIA (Orden
ECC/566/2015, de 20 de marzo)

Vista la solicitud formulada por D./D.2 MARCOS FERNANDEZ FONDEVILA, con N.LF.
458705337, para obtener el reconocimiento de la capacitacion para realizar las funciones de
EUTANASIA DE LOS ANIMALES, REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS, de animales
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines cientificos,
incluyendo la docencia.

Visto el informe favorable del Area de Proteccion Animal.

Considerando que el solicitante cumple con los requisitos para estimar su solicitud, de
acuerdo a lo dispuesto en la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se establecen
los requisitos de capacitacion que debe cumplir el personal que maneje animales utilizados,
criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia.

Esta Direccién General ha resuelto: reconocer la capacitacion a D./D.2 MARCOS
FERNANDEZ FONDEVILA, con N.|F. 458705337, para realizar, sin limitacion de especie, las
funciones de EUTANASIA DE LOS ANIMALES, REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS, de
animales utilizados, criados © suministrados con fines de experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia, e incluirle en el correspondiente registro.

El mantenimiento de la capacitacion se debe demostrar al menos cada ocho anos, en
los términos que establece el articulo 20 de la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, a partir
de la fecha de esta Resolucién.

La presente Resolucién no pone fin a la via administrativa y contra la misma podrd
interponer recurso de Alzada en el plazo de un mes a partir del dia siguiente al de la recepcion
de esta notificacion, ante el Viceconsejero de Medio Ambiente, Administracion Local y
Ordenacion del Territorio, o ante el Director General de Agricultura y Ganaderia, o en
cualquiera de las formas previstas en el articulo 38.4 de la Ley 30/1992, de Régimen Juridico de
las Administraciones Pablicas y del Procedimiento Administrativo Comdn de conformidad con
lo previsto en los articules 107, 114 y 115 de dicha Ley.

octubre de 2015
EL DIRECTOR RICULTURA Y GANADERIA
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