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Papel de p107 en la regulacion del metabolismo energético

RESUMEN

Desde hace afios sabemos que un gran nimero de supresores tumorales estan implicados
en otras funciones biologicas como el control del metabolismo energético. p107, miembro
de la familia RB, posee un importante papel en el ciclo celular y en la diferenciacion
celular de adipocitos. Sin embargo, sus acciones y los mecanismos por los cuales actuaria
sobre la homeostasis energética son desconocidos. Por ello, nuestro objetivo fue dilucidar
los efectos y posibles mecanismos de p107 en la regulacion del balance energético y sus
acciones en diferentes tejidos involucrados en ello.

Nuestros resultados mostraron que la deficiencia de p107 en ratén (p107KO) daba
lugar a un fenotipo delgado y que presentaba una resistencia a la ganancia de peso cuando
es expuesto a una dieta alta en grasa (HFD). Esto era consecuencia de un incremento en
el gasto energético y averiguamos que estaba asociado a una mayor actividad termogénica
del tejido adiposo marrén y a un amarronamiento del tejido adiposo blanco. Ademas,
quisimos ahondar en sus acciones en higado y descubrimos el importante papel de p107
en la regulacion del metabolismo lipidico en higado de raton y en hepatocitos humanos.
Averiguamos que bajo dietas altas en grasa su deficiencia producia un incremento en la
oxidacién mitocondrial de lipidos y una inhibicion de la lipogénesis de novo. Dada la
importancia de la enfermedad del higado graso (MAFLD) y evolucion a esteatohepatitis
(MASH) realizamos un analisis de factores fibrogénicos en muestras de raton, células
estelares humanas y muestras de pacientes, indicandonos una correlacion positiva con los
niveles de p107.

En conclusion, en este trabajo describimos por primera vez la clara relacion de p107
con la regulacion del metabolismo hepatico y con el desarrollo de fibrosis hepatica.
Ademas de establecer definitivamente a pl07 como un importante regulador de la
termogénesis del tejido adiposo marrdn y del amarronamiento del tejido adiposo blanco.
En consecuencia a dichos resultados, p107 podria ser considerado como una posible diana
terapéutica para tratar la obesidad y MAFLD.






Rol of p107 in the regulation of energetic metabolism

ABSTRACT

For years we have known that a large number of tumor suppressors are involved in other
biological functions such as the control of energy metabolism. p107, a member of the RB
family, plays an important role in the cell cycle and in adipocyte cell differentiation.
However, its actions and the mechanisms by which it would act on energy homeostasis
are unknown. Therefore, our objective was to elucidate the effects and possible
mechanisms of p107 in the regulation of energy balance and its actions in different tissues
involved in it.

Our results showed that mouse pl107 deficiency (pl07KO) resulted in a lean
phenotype and exhibited resistance to weight gain when exposed to a high-fat diet (HFD).
This was the consequence of an increase in energy expenditure and we found that it was
associated with a greater thermogenic activity of brown adipose tissue and with a
browning of white adipose tissue. Furthermore, we wanted to delve into its actions in the
liver and discovered the important role of p107 in the regulation of lipid metabolism in
mouse liver and in human hepatocytes. We found that under high-fat diets its deficiency
produced an increase in mitochondrial lipid oxidation and an inhibition of de novo
lipogenesis. Given the importance of fatty liver disease (MAFLD) and evolution to
steatohepatitis (MASH), we performed an analysis of fibrogenic factors in mouse
samples, human stellar cells and patient samples, indicating a positive correlation with
p107 levels.

In conclusion, in this work we describe for the first time the clear relationship of
p107 with the regulation of liver metabolism and with the development of liver fibrosis.
In addition to definitively establishing pl07 as an important regulator of the
thermogenesis of brown adipose tissue and browning of white adipose tissue.
Consequently, p107 could be considered as a possible therapeutic target for the treatment
of obesity or MAFLD.






Papel de p107 na regulacion do metabolismo enerxético

RESUMO

Dende fai anos sabemos que un gran numero de supresores tumorais estan implicados
noutras funcions bioldxicas como o control do metabolismo enerxético. p107, membro
da familia RB, posue un importante papel no ciclo celular e na diferenciacion celular de
adipocitos. Non obstante, as suas accions e os mecanismos mediante os cales actuaria
sobre a homeostase enerxética son descofiecidos. Por elo, o0 noso obxectivo foi dilucidar
os efectos e posibles mecanismos de p107 na regulacién do balance enerxético e as suas
accions en diferentes tecidos involucrados nese proceso.

Os nosos resultados amosaron que a deficiencia de p107 en rato (p107KO) daba lugar
a un fenotipo delgado e que presentaba unha resistencia a ganancia de peso cando se
expuxo a unha dieta alta en graxa (HFD). Isto era consecuencia dun incremento no gasto
enerxético e descubrimos que estaba asociado a unha maior actividade termoxénica do
tecido adiposo marrén e a un amarronamento do tecido adiposo branco. Ademais,
quixemos afondar nas stias accions no figado e descubrimos o importante papel de p107
na regulacion do metabolismo lipidico en figado de rato e en hepatocitos humanos.
Descubrimos que baixo dietas altas en graxa a sua deficiencia producia un incremento na
oxidacién mitocondrial de lipidos e unha inhibicién da lipoxénese de novo. Dada a
importancia da enfermidade de figado graxo (MAFLD) e a evolucion a esteatohepatite
(MASH) realizamos unha analise de factores fibroxénicos en mostras de rato, células
estelares humanas e mostras de pacientes, indicandonos unha correlacion positiva cos
niveles de p107.

En conclusion, neste traballo describimos por vez primeira a clara relacion de p107
coa regulacion do metabolismo hepatico e co desenvolvemento de fibrose hepética.
Ademais de establecer definitivamente a pl07 como un importante regulador da
termoxénese do tecido adiposo marrén e do amarronamento do tecido adiposo branco. En
consecuencia a ditos resultados, p107 poderia ser considerada como unha posible diana
terapéutica para o tratamento da obesidade ou de MAFLD.
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ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y ANGLICISMOS

ACC: acetil-CoA carboxilasa (acetyl-CoA carboxilase)

ACLY: ATP-citrato liasa (ATP citrate lyase)

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNc: acido desoxirribonucleico complementario

AG: écido graso

AgRP: péptido relacionado con aguti (agouti-related peptide)

ALT: alanina aminotransferasa

AMPc: monofosfato de adenosina ciclico (cyclic adenosin monophosphate)

AMPK: quinasa activada por adenosina monofosfato (adenosine monophosphate-
activated kinase)

ARC: nucleo arcuato (arcuate nucleus)

ARNm: 4cido ribonucleico mensajero

ARNsh: 4cido ribonucleico de horquilla corta (short hairpin)

ARN:Bsi: acido ribonucleico pequefio interferente (ARN small interfering)

AST: aspartato aminotransferasa

ATF?2: factor de transcripcion activador 2 (activating transcription factor 2)

ATF6: FT activante 6 (activating transcription factor 6)

ATP: trifosfato de adenosina (adenosine triphosphate)

BHE: barrera hematoencefalica

BMP8b: proteina morfogénica 6sea 8b (bone morphogenetic protein 8b)

BPE: extracto pituitario bovino (Bovine pituitary extract)

C/EBP: proteina de union al potenciador CCAT (CCAAT/enhancer-binding protein)
CART: péptido relacionado con cocaina y anfetamina (cocaine- and amphetamine-
regulated transcript)

CCL2: ligando quimioquina 2 (chemokine ligand 2)

CD36: grupo de diferenciacion 36 (cluster of differentiation 36)

CDHFD dieta alta en grasa y deficiente en colina (choline-deficient high fat diet)
CDK: quinasas dependientes de ciclinas (cyclin-dependent kinase)

CHOP: proteina homoéloga de C/EBP (C/EBP homologous protein)

ChoRE: elemento de respuesta a carbohidratos (carbohydrate response element)
ChREBP: proteina de union en respuesta a carbohidratos (carbohydrate-responsive
elelement-binding protein)

CK: citoquina (cytokine)

CPTla: carnitina palmitoiltransferasa 1 o

CPT2: carnitina palmitoiltransferasa 2

CRE: elementos de respuesta ATF/cAMP (cAMP-response element)

CREB: elemento de unién en respuesta a CAMP (cAMP response element-binding)
DAG: diacilglicerol

DAMPs: patrones moleculares asociados a dafio (damage-associated molecular
patterns)

DEPC: dietilpirocarbonato

DM2: diabetes mellitus tipo 2

DMH nucleo dorsomedial hipotalamico (dorsomedial hyphotalamic nucleus)

ECAR: tasa de acidificacion del medio (extracellular acidification rate)
EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético (ethylene-diamine-tetraacetic acid)
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EGF: factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor)

elF2a: subunidad o del factor de iniciacion de la traslocacion (a-subunit of the
translocation initiation factor)

EMEM: medio de cultivo Eagle minimo esencial (Eagle’s minimun essential médium)
ERAD: componentes de degradacion asociados al RE (ER-associated degradatios)
ERSE: elementos de respuesta a estrés del RE

FABP: proteinas de union a AG (Fatty acids binding proteins)

FAS: acido graso sintetasa (fatty acid synthase)

FATP: proteinas transportadoras de AG (Fatty acids transport proteins)

FBS: suero bovino fetal (Fetal bovine serum)

FGF21: factor de crecimiento de fibroblastos 21 (fibroblast growth factor 21)
Fox01: Forkhead box Ol

FT: factor de transcripcion

G6P: glucosa-6-fosfato

Gab-1: proteina 1 de unién asociada a GRB2 (GRB2-associated-binding protein 1)
GCK: glucoquinasa

GHS-R1: receptor 1 del secretagogos de la hormona de crecimiento (growth hormone
secretagogue receptor type 1)

GIP: polipéptido inhibidor géstrico (gastric inhibitory polypeptide)

GLP-1: péptido 1 similar al glucagdn (glucagon-like peptide 1)

GLUT?2: transportador de glucosa tipo 2 (glucose transporter type 2)

GPR78 o BiP: proteina regulada por glucosa 78 (glucose-regulated protein 78)
GRP: péptido liberador gastrico (gastrin-releasing peptide)

GTT: test de tolerancia a glucosa (glucose tolerance test)

HAT: histona acetiltransferasa

HCC: hepatocarcinoma (hepatocellular carcinoma)

HDL.: lipoproteinas de alta densidad (high density lipoprotein)

hEGF: factor de crecimiento epitelial humano (human epitelial growth factor)
HFD: dieta alta en grasa (high fat diet)

HNF: factor nuclear hepaticos (hepatic nuclear factor)

HSC: células estelares hepaticas (hepatic stellate cell)

HSL: lipasa sensible a hormonas (hormone-sensitive lipase)

IBMX: isobutilmetilxantina

ICV: intracerebroventricular

IFN-y: interferon y

IGF1: factor de crecimiento insulinico tipo 1 (insulin-like growth factor 1)

IL: interleuquina

IMC: indice de masa corporal

IP: intraperitoneal

IRE1: enzima dependiente de inositol 1 (inositol-requiring enzyme-1)

IRS: sustrato del receptor de insulina (insulin receptor substrate)

ITT: test de tolerancia a insulina (insulin tolerance test)

JAK-STAT: Janus kinase-signal transducers and activators of transcription

JAK: quinasa janus (janus kinase)

JNK: quinasa C-Jun N-terminal (C-Jun N-terminal kinase)
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KC: célula de Kupffer (Kupffer cell)

KO: knock out

LDH: lactato deshidrogenasa

LDL.: lipoproteinas de baja densidad (low density lipoprotein)

LDN: lipogénesis de novo

LHA: area hipotalamica lateral (lateral hypothalamic area)

LPC: lisofosfatidilcolina (lysophosphatidylcholine)

LPL: lipoproteina lipasa

LPS: lipopolisacéridos

LXR: receptor hepatico X (liver X receptor)

MAFLD: enfermedad de higado graso asociada al metabolismo (metabolic-associated
fatty liver disease)

MAPK: quinasa activada por mitogenos (mitogen-activated protein kinase)

MASH: esteatohepatitis asociada al metabolismo (metabolic-associated steatohepatitis)
MCD: dieta deficiente en colina y metionina (methionine choline-deficient dief)

ME1: enzima malico

MEC: matriz extracelular

MEF: fibroblastos embrionarios de raton (mouse embryonic fibroblast)

MTTP: proteina microsomal de transferencia de TG (microsomal triglyceride transfer
protein)

NADH: dinucleétido de nicotinamida y adenina (Nicotinamide adenine dinucleotide)
FADH: dinucleétido de flavina y adenina (flavin adenine dinucleotide)

NAFL: higado graso no alcohdlico (non-alcoholic fatty liver)

NAFLD: enfermedad de higado graso no alcoholico (Non-alcoholic fatty liver disease)
NASH: esteatohepatitis no alcohoélica (non-alcoholic steatohepatitis)

NF«f: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células 3 activadas
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated f cells)

NLR: receptores tipo Nod (Nod-like receptor)

NPY: neuropéptido Y

O N-acetil-B-D-glucosamina-glicosilacion (O-linked p-N-acetylglucosaminylation, O-
GlcNAcylation)

OCR: tasa de consumo de oxigeno (oxygen consuption rate)

OMS: organizacion mundial de la salud

OXPHOS: complejos de la cadena de transporte electronico mitocondrial

PBS: solucién salina tamponada con fosfato (phosphate buffered saline)

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)

PDGEF: factor de crecimiento derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor)
PDH: piruvato deshidrogenasa (piruvate deshidrogenase)

PDK: piruvato deshidrogenasa quinasa (piruvate deshidrogenase kinase)

PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (phosphoenolpyruvate carboxykinase)
PERK: quinasa del FT pancreatico del reticulo endoplasmético iniciador de la
traduccion eucariota (RNA-dependent protein kinase-like ER eukaryotic initiation
factor-2a kinase)

PGCI1: coactivador de PPARY 1 (PPAR y coactivator 1)

PI3K: fosfoinositol 3 kinasa (phosphoinositide 3-kinase)

PK: piruvato quinasa (pyruvate kinase)
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PKA: proteina quinasa A (protein kinase A)

PKB o AKT: proteina kinasa B (protein kinase B)

POMC: proopiomelanocortina

PP: Pocket protein

PP2A: proteina fosfatasa tipo 2 (protein phosphatase 24)

PPAR: receptor activado del proliferador del peroxisoma (peroxisome proliferator-
activated receptor)

Prdm16 : dominio Pr 16 (Pr domain 16)

PRR: receptores de reconocimiento de patrones (pattern-recognition receptors)
PVH: nucleo paraventricular hipotalamico

PYY: péptido YY

Rb: gen del retinoblastoma

RBL1: gen de p107 (RB-like 1)

RE: reticulo endoplasmatico

RI: resistencia a la insulina

ROS: especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species)
rpm: revoluciones por minuto

RQ: cociente respiratorio (respiratory quotient)

RT-PCR: PCR a tiempo real

RXR: receptor retinoide X (retinoid X receptor)

SCD1: estearoil-CoA desaturasa 1 (stearoyl-CoA desaturase 1)
SDS: dodecil-sulfato sédico (Sodium DodecylSulfate)

SEM: error estandar de la media (standard error of the mean)
SIRT1: sirtuina 1

SNC: sistema nervioso central

SNS: sistema nervioso simpatico

SREBPIc: proteina de union reguladora de esterol tipo 1-c (sterol regulatory element-
binding protein Ic)

STD: dieta estandar (Standard Diet)

TAB: tejido adiposo blanco

TABep: TAB epedidimal

TABsc: TAB subcutaneo

TAE: Tris-acetato-EDTA

TAM: tejido adiposo marron

TCA: ciclo del acido tricarboxilico (tricarboxylic acid cycle)

TG: triglicéridos

TGF-p: factor de crecimiento transformante 3 (transforming growth factor )
TLE3: transducina 3 (Transducin-like enhancer 3)

TLR: receptores tipo Toll (Toll-like receptor)

TNF-a: factor o de necrosis tumoral (tumor necrosis factor o)

TNFRI1: receptor 1 del TNF (TNF receptor 1)

TRAIL: ligando inductor de apoptosis relacionados con el factor de necrosis tumoral
(TNF-related apoptosis-inducing ligand)

TVI: vena lateral del raton (tail vein injection)

UCP1: proteina desacopladora 1 (uncouplign protein 1)
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UPR: respuesta a proteinas mal plegadas (unfolded protein response)

USF1: factor estimulante upstream 1 (upstream stimulatory factor 1)

VLDL.: lipoproteinas de muy baja densidad (very low density lipoprotein)
VMH: ntcleo ventromedial hipotalamico (ventromedial hyphotalamic nucleus)
WT: controles de tipo salvaje (wild type)

XBP1: proteina 1 de unién a X-box (X-box binding protein 1)
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1 LA OBESIDAD

1.1 DEFINICION Y PREVALENCIA

La obesidad se ha convertido en una de las principales causas de mortalidad y
discapacidad, de hecho, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la ha identificado
como el mayor problema de salud cronico en los adultos, aportando datos abrumadores,
padeciendo sobrepeso en el ano 2016 el 39% de las personas adultas (mayores de 18
afios), y obesidad el 13%".

La OMS clasifica el sobrepeso y la obesidad en adultos en base al indice de masa corporal
(IMC) que se define como el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la altura en
metros (Kg/m?). Se considera sobrepeso un IMC igual o superior a 25 y la obesidad como un
IMC igual o superior a 30'. Un método métrico sencillo para identificar gordura corporal.

La obesidad es una enfermedad multifactorial resultante de un balance energético
positivo crénico. Este excedente energético es transformado en triglicéridos (TG) y es
almacenado en los depodsitos de tejido adiposo que expandiran su tamafio y en
consecuencia se producira la ganancia de peso corporal por exceso de masa adiposa.

Este incremento en la incidencia de la obesidad se atribuye principalmente a los
cambios en el estilo de vida y a la globalizacion del sistema alimentario que han aparecido
en las ultimas décadas. El descenso en la actividad fisica y la ingesta cronica de un exceso
de energia, derivan en una situacion para la que el organismo no se encuentra preparado
fisiologicamente. A lo largo de la evolucidon los mamiferos han desarrollado sistemas de
ahorro y almacenamiento de energia para garantizar su supervivencia en periodos en el
que el acceso a comida era intermitente, pero no han tenido tiempo para adaptarse a la
nueva situacion de constante abundancia.

Numerosos estudios demuestran que su prevalencia ha incrementado enormemente
en las ultimas décadas en poblacion de todos los rangos de edad, sexos, etnias, regiones
geograficas y estatus socioecondémico. En paises con bajos ingresos, la obesidad es mas
prevalente entre adultos de mediana edad residentes en entornos urbanos y ricos
(especialmente mujeres); mientras que, en paises con elevados ingresos, afecta a ambos
sexos y edades, pero su prevalencia es desproporcionalmente mayor entre grupos
desfavorecidos de la poblacion®.

Sabemos que la obesidad trae consigo un enorme numero de comorbilidades. Los
pacientes con obesidad poseen mayor riesgo de padecer dislipemias, diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), hipertension, esteatosis hepatica, enfermedades cardiovasculares,
problemas respiratorios, apnea del suefio, artritis ¢ incluso varios tipos de canceres® *.
Ademas, recientemente la obesidad ha sido considerada como un importante factor de
riesgo de susceptibilidad y severidad de la pandemia emergente de la COVID-19>°,

1.2 LA HOMEOSTASIS ENERGETICA
La primera ley de la termodinamica establece que la energia de cualquier sistema cerrado
ni se crea ni se destruye, sino que se transforma. La variacion de la energia interna de un
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sistema adiabatico (sin intercambio de calor con otros sistemas o el entorno) viene
determinado por la suma del calor y del trabajo. Un organismo vivo puede considerarse
un sistema adiabdtico, puesto que incorpora nutrientes y transforma la energia quimica
(por oxidacion de los combustibles) en otros elementos quimicos mediante procesos
anabolicos, o en energia mediante procesos catabdlicos. Por ello la variacion de las
reservas energéticas en un organismo viene determinada por la diferencia entre la energia
ingerida y el gasto energético:
Variacion de las reservas energéticas = Energia ingerida — Gasto energético

Asi pues, desde el punto de vista termodinamico, la obesidad y la delgadez son el
resultado de una alteracion en el balance entre la ingesta y el gasto energético. La
obesidad se produce cuando existe un balance energético positivo como resultado de un
desequilibrio crénico, siendo el nimero de calorias ingeridas superior al numero de
calorias consumidas. Por otro lado, la delgadez se daria en el caso opuesto. Pero esto no
es ni mucho menos lo que ocurre normalmente, ya que como se vera posteriormente
existen mecanismos de control exhaustivos, que mantienen la homeostasis energética
entre unos umbrales idoneos’.

El gasto energético esta constituido por el metabolismo basal, la actividad fisica y la
termogénesis adaptativa, mientras que la energia absorbida se debe exclusivamente a la
ingesta calorica (Imagen 1). A pesar de la aparente sencillez del sistema, el equilibrio
energético se ve influenciado por multiples factores, tanto enddgenos (hormonales y
genéticos) como exdgenos (factores culturales, nutricionales, ambientales y
psicologicos)®.

Gasto
energético

Ingesta de
calorias

- Metabolismo basal
- Actividad fisica
- Termogénesis adaptativa

Imagen 1. Balance energético (Elaboracion propia).

1.3 REGULACION CENTRAL DE LA HOMEOSTASIS ENERGETICA

Desde los afios 90 del siglo pasado sabemos que un aumento de la ingesta asociada a un
aumento de peso corporal se asocia, a su vez, a un aumento en el gasto energético. Del
mismo modo, la restriccion alimentaria, con la consecuente pérdida de peso se ve
compensada con una reduccion en el gasto energético’. Estos datos evidencian la
existencia de un sistema regulador de la homeostasis energética muy sensible, que
mantiene el peso corporal entre unos umbrales especificos.

El principal centro regulador de la homeostasis energética es el cerebro y en €l la
region mas importante para dicha regulacién es el hipotadlamo, que actia como
coordinador en la regulacion del metabolismo energético, recibiendo sefiales centrales y
periféricas, procesandolas y generando respuestas adecuadas dependiendo del estado
energético del organismo.

Los nucleos hipotaldmicos de mayor importancia en la regulacion de la ingesta y el
gasto energético son el nucleo arcuato (arcuate nucleus, ARC), el nucleo ventromedial
(ventromedial hyphotalamic nucleus, VMH), el nucleo dorsomedial (dorsomedial
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hyphotalamic nucleus, DMH), el nucleo paraventricular (paraventricular nucleus, PVH)
y el area hipotalamica lateral (lateral hypothalamic area, LHA)'".

1.4 REGULACION PERIFERICA DE LA HOMEOSTASIS ENERGETICA

Existe una gran cantidad de sefiales con la funcion de informar al sistema nervioso central
(SNC) sobre el estado y las necesidades energéticas del organismo. El control de la
ingesta se produce por dos tipos de senales diferentes. Las sefiales a corto plazo, que
controlan la cantidad de alimento ingerido, el nimero y duracién de las comidas y que se
ven influidas por sefales fisioldgicas, patrones conductuales-culturales o por el estrés
ambiental. Por otro lado, también existen las sefiales a largo plazo, que hacen posible la
existencia de los depdsitos de energia del organismo. En general, la accién de los
mecanismos de control a largo plazo minimiza el efecto de los factores a corto plazo'!.

1.4.1 Seinales a corto plazo

Estas senales estan intimamente ligadas a las
tres fases en las que se suele diferenciar la ingesta
de alimento: (1) fase preprandial (previa al acto de

comer), (2) prandial (durante el acto de comer) y Sadd
(3) postprandial (posterior a la comida). El I,
objetivo de estas fases es la busqueda de un estado A
de saciedad. El tracto gastrointestinal juega un v\n
papel crucial en la regulacion de la ingesta de B b
alimentos, informando al SNC sobre la cantidad Adiposity-related ""'T"‘\
de alimento ingerido y la composicion nutricional s [ e
del mismo. La informacion generada durante el g
curso de una comida converge fundamentalmente ol
en el nucleo del tracto solitario. Asi, la sefial de P
saciedad es transmitida al tallo cerebral por medio : /
del nervio vago o fibras aferentes, que pasan a la eptin 'm:w'" cox
médula espinal a partir del tracto gastrointestinal d
superior. Py oL

En las tltimas décadas el conocimiento sobre e e

el eje intestino-cerebro ha  aumentado . eas

. . cpe Imagen 2. Sefales periféricas que
cons1derablemente., identificindose numerosas  actgan sobre el SNC. Tanto seRales a
hormonas peptidicas procedentes del tracto corto plazo, relacionadas directamente
gastrointestinal y con un importante papel en el ~ con €l propio acto de comer (meal-

. . related), como senales a largo plazo, que

contyol de la ingesta. Entre F:llas .destacan grel}na, informan sobre las reservas energéticas
péptido YY (PYY), polipéptido pancredtico, del tejido adiposo (adiposity-related),
péptido 1 similar al glucagén (glucagén-like — contribuyen al mantenimiento de la

ide 1, GLP-1) i it duli homeostasis energética (licencia
peptl.e » IL -1), uroguE.mI lna,.O.XIH Om9 u 1.1'121, namero: 5042391320955)2.
colecistoquinina, bombesina, amilina, polipéptido
inhibidor gastrico (gastric inhibitory polypeptide, GIP), enterostatina, péptido liberador
gastrico (gastrin-releasing peptide, GRP) o glucagon, entre otras'>!> (Imagen 2).

Grelina

Grelina es un péptido acilado de 28 aminoacidos, descubierto por Kojima y colaboradores
a partir de extractos gastricos que fue identificado como ligando enddgeno para el
receptor de secretagogos de la hormona de crecimiento (growth hormone secretagogue
receptor type 1, GHS-R1)!®, Es un péptido producido y secretado fundamentalmente en
el estbmago y cuyos niveles aumentan antes de la ingesta, disminuyendo en la fase
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postprandial en proporcion de las calorias ingeridas. Su expresion y secrecion varia en
funcién del estado nutricional, viéndose aumentada en condiciones de ayuno, pérdida de
peso y en hipoglucemia producida por insulina'® 7. La administracion central o periférica
de grelina estimula la ingesta y la adiposidad!®, por lo que es considerada moduladora de
la homeostasis energética.

Una vez liberada, grelina es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) y
unirse a su receptor hipotaldmico GHRS-1A. Este receptor es expresado de forma
predominante en neuronas del péptido relacionado con aguti (agouti-related peptide,
AgRP)/neuropéptido Y (NPY) del ARC y en neuronas del VMH, posteriormente activa
una ruta en la que participan la sirtuina 1 (SIRT1), la quinasa activada por adenosina
monofosfato (adenosine monophosphate-activated kinase, AMPK) y p53 y los 4cidos
grasos que induce la sobreexpresion de AgRP y NPY, los cuales median el efecto de
grelina sobre el metabolismo lipidico!®2°. A nivel periférico el efecto adipogénico sobre
el tejido adiposo blanco (TAB) es independiente de su efecto orexigénico, siendo
transmitida esta sefial a través del sistema nervioso simpatico (SNS)?!.

1.4.2 Senales a largo plazo

A mediados del siglo XX, Gordon Kennedy propuso la existencia de un modelo
homeostatico de regulacion del balance energético a largo plazo. Planteo la existencia de
sefiales circulantes que se relacionan directamente con las concentraciones de metabolitos
en sangre y la reserva energética en el tejido adiposo®?. Estas sefiales dan lugar a mensajes
que informan al cerebro sobre la masa grasa corporal total, interactian con los circuitos
neuronales catabdlicos y anabolicos, provocando un cambio en la sensibilidad del cerebro
a las sefiales de saciedad. En este grupo se incluyen principalmente la insulina, producida
en el pancreas; la leptina, adiponectina y resistina, entre otras, que son liberadas por el
TAB'2.

Insulina

La insulina es una hormona polipeptidica de 51 aminodcidos descubierta por Banting y
colaboradores en 19212, es secretada por las células B de los islotes de Langerhans
pancredticos en respuesta a elevadas concentraciones de glucosa en sangre.

La insulina es considerada una sefial orexigénica, ya que la administracién
intracerebroventricular (ICV) de dicha hormona, causa una disminucion de la ingesta y
del peso corporal®®. Esta accion es mediada por receptores de insulina distribuidos en
diferentes nucleos hipotaldmicos involucrados en la regulacién de la ingesta, siendo
especialmente abundantes en neuronas de proopiomelanocortina (POMC)/péptido
relacionado con cocaina y anfetamina (cocaine- and amphetamine- regulated transcript,
CART) y NPY/AgRP del ARC?.

Actia mediante el receptor de insulina tirosin-kinasa, su activacion provoca su
autofosforilacion incrementando la actividad quinasa y catalizando la fosforilacién de
tirosinas de proteinas adaptadoras, como el sustrato del receptor de insulina (insulin
receptor substrate, IRS), isoformas de proteinas adaptadoras como Shc, JAK (janus
kinase) y la proteina 1 de union asociada a GRB2 (GRB2-associated-binding protein 1,
Gab-1), y principalmente activando la via fosfoinositol 3 kinasa (phosphoinositide 3-
kinase, PI3K)/proteina quinasa B (protein kinase B, PKB o AKT) para generar respuestas
que permiten reducir los niveles de glucosa circulantes.

La insulina es la hormona de mayor potencial anaboélico, ya que favorece la sintesis
y almacenamiento de carbohidratos, lipidos y proteinas. Ademads, inhibe la degradacion
y liberacion de 4cidos grasos (AG) y glucosa al torrente sanguineo, favoreciendo, por lo
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tanto, el almacenamiento energético en tejidos periféricos como musculo esquelético,
grasa e higado?®.

Leptina

Los efectos de la leptina fueron observados por primera vez gracias al estudio de ratones
mutantes para el gen de la leptina (ob/ob) que surgieron al azar dentro de una colonia de
los laboratorios Jackson?’. Posteriormente estudios de parabiosis, en animales ob/ob y
dbldb (gen del receptor de leptina) realizados por Hervey?® y principalmente por
Coleman®® 3% pusieron de manifiesto la existencia de un factor circulante capaz de
transmitir la informacion de las reservas energéticas de la periférica al cerebro. Sin
embargo, no fue hasta 1994 cuando se clon¢ e identificé el producto del gen ob que se
denomind leptina. Los ratones ob/ob y db/db tienen idénticos fenotipos, pesan tres veces
mas que los ratones normales, muestran hasta cinco veces mas cantidad de grasa, son
hiperfagicos, apenas tienen actividad locomotora y son sexualmente inactivos debido a
su hipogonadismo?!.

Gracias a todo esto hoy sabemos que la leptina es una hormona peptidica de 16 kDa
que es secretada al torrente sanguineo principalmente por el tejido adiposo en proporcion
a la cantidad de masa grasa. Su principal funcidon es controlar la ingesta y el gasto
energético, ejerciendo acciones tanto a nivel central como periférico. A nivel central la
leptina debe atravesar la BHE mediante un mecanismo saturable y dependiente de
receptor’?. Una vez en el hipotdlamo actia de manera directa sobre la expresion de
neuropéptidos anorexigénicos y orexigénicos'.

De especial interés, son estudios que han demostrado que la leptina actlia
directamente sobre las neuronas POMC hipotalamicas regulando la homeostasis glucidica
y la sensibilidad hepética a la insulina, independientemente de sus efectos sobre el peso
corporal®.

A nivel periférico la leptina promueve el gasto energético, aumenta la B-oxidacion y
reduce la esterificacion de AGs en células pancreaticas, adipocitos y hepatocitos**. Todas
sus funciones son mediadas por su receptor y la principal via de sefializacién acoplada a
dicho receptor es la via JAK-STAT (Janus kinase-signal transducers and activators of
transcription)®.

1.5 REGULACION DEL GASTO ENERGETICO

Hasta ahora nos hemos centrado en uno de los componentes de la ecuacion del balance
energético. El otro factor que modula dicho balance es el gasto energético. Aunque en los
apartados en los que se ha hablado sobre la regulacion central y periférica de la ingesta
ya se ha hecho una ligera mencién a la modulacién que sufre el gasto energético, ahora
se hard un estudio mas profundo de sus diferentes componentes: (1) Termogénesis
adaptativa o metabolismo basal, (2) termogénesis asociada a la actividad fisica y (3)
termogénesis facultativa.

1.5.1 Termogénesis obligatoria o metabolismo basal

Constituye entorno al 60-70% del gasto energético diario. Se trata de la energia
consumida por un individuo en reposo, en ayunas y en condiciones de termoneutralidad;
estd asociada a reacciones metabolicas esenciales (metabolismo, respiracion celular,
mantenimiento de la temperatura corporal, bombeo de iones, etc.). El metabolismo basal
se correlaciona con la cantidad de masa magra de un individuo, por ello es similar en
sujetos delgados y obesos, aunque si el metabolismo basal es bajo podria influir en la
tendencia a ganar peso’® 37,
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Dentro de la termogénesis obligatoria se incluye el efecto térmico de la comida
(termogénesis acoplada a la digestion, absorcion, distribucién y almacenamiento de los
nutrientes), este efecto térmico es mayor con la ingesta de hidratos de carbono y proteinas,
y se encuentra disminuido en condiciones de resistencia a insulina y obesidad?®.

1.5.2 Termogénesis asociada a la actividad fisica

El gasto energético asociado a la actividad fisica es el derivado de la realizacion de
cualquier actividad fisica que implique movimiento corporal. Este componente implica
entre un 20 y un 40 % del gasto energético total’®. Constituye el factor con mayor
variabilidad y ademas la actividad fisica aumenta el metabolismo basal y la oxidacion de
grasas. Este apartado del gasto energético se puede subdividir en gasto por ejercicio
voluntario y gasto por actividad fisica involuntaria (contraccion espontanea muscular,
mantenimiento de la postura 0 movimientos involuntarios)*.

1.5.3 Termogénesis facultativa

Se trata del calor producido cuando tiritamos y el que se produce en el tejido adiposo
marron (TAM) como respuesta a la exposicion al frio o a una dieta hipercalorica y se
encuentra regulado fundamentalmente por el SNS. En 1953, Barlow y Sellers observaron
que los animales sometidos a frio inicialmente tiritaban con el fin de mantener la
temperatura corporal, pero con el tiempo dejaban de tiritar a pesar de que su metabolismo
seguia elevado®!'. A este metabolismo se le llamé termogénesis no temblorosa y tiene
lugar principalmente en las mitocondrias de las células del TAM, donde se produce el
desacoplamiento de la cadena transportadora de electrones, evitando asi la sintesis de
trifosfato de adenosina (adenosine triphosphate, ATP) y consecuentemente disipando la
energia en forma de calor. Més adelante se profundizaré en los aspectos mas relevantes
de este proceso, asi como en los tejidos donde se lleva a cabo.

2 EL TEJIDO ADIPOSO BLANCO

Los mamiferos se alimentan de forma intermitente, pero consumen energia
constantemente, por lo que es necesario algin tipo de reserva temporal de compuestos
energéticos. Los lipidos son los mas adecuados para esta mision, ya que, por su
hidrofobicidad, presentan un peso himedo y un volumen por caloria de energia
almacenada menor, en comparacion con los hidratos de carbono y las proteinas. Estos
lipidos se encuentran almacenados en su mayoria en el tejido adiposo blanco en forma de
TG.

No obstante, el almacenamiento energético no es la tinica funcion del tejido adiposo,
como ya se ha mencionado posee un importante papel como 6rgano enddcrino, estando
implicado en el metabolismo de hormonas esteroideas y en la produccion y secrecion de
diversas sustancias denominadas genéricamente adipocitoquinas, entre las que se
incluyen varias citoquinas, hormonas y factores de crecimiento. De este modo, el tejido
adiposo es capaz de responder a diferentes estimulos metabdlicos encargdndose de
regular la homeostasis energética, la sensibilidad a insulina, el metabolismo de
carbohidratos y lipidos, el crecimiento celular o la inflamacion entre otros procesos*? 3.
Por lo tanto, determinadas alteraciones en la formacion y funcién del TAB han sido
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asociadas al desarrollo de patologias como la obesidad, diabetes, hipertension y
ateroesclerosis*.

El TAB se encuentra en depoésitos en distintas regiones del cuerpo que presentan
diferencias de organizacion y de actividad. En funciéon de su localizacion, puede ser
clasificado en visceral (retroperitoneal), subcutdneo, perirrenal y epididimal
(perigonadal)*. Asimismo, la distribucion del TAB se encuentra influenciada por el sexo
y todo parece indicar que son las hormonas sexuales esteroideas las implicadas en el
dimorfismo sexual*®.

Las células del TAB, los adipocitos, poseen una enorme inclusion lipidica que
desplaza el nucleo hacia la periferia celular, quedando el citoplasma muy reducido. En la
obesidad se produce un gran aumento en los depdsitos de este tejido debido a la
hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos.

Como ya se ha mencionado, el TAB es el principal reservorio energético del
organismo, la energia se almacena en TG. Para los adipocitos, la principal fuente de TG
son los quilomicrones y las lipoproteinas de muy baja densidad (very low density
lipoprotein, VLDL) circulantes, que contienen TG que son hidrolizados a AG libres y
glicerol por la enzima lipoproteina lipasa (LPL). Esta enzima se localiza en la pared de
los capilares del tejido y su actividad esta regulada por el estado nutricional y hormonal
del organismo. Los AG libres resultantes de la accion de LPL son captados al interior de
los adipocitos mediante transporte activo mediado por proteinas especificas, y a
continuacion, son reesterificados para volver a formar TG*. Ademas, los AG, también
pueden ser sintetizados de novo por los propios adipocitos a partir del exceso de glucosa
en un proceso conocido como lipogénesis de novo (LDN). Por otro lado, en condiciones
de déficit energético, los TG almacenados en el TAB son hidrolizados a AG y glicerol en
un proceso conocido como lipolisis. La principal enzima implicada en este proceso es la
lipasa sensible a hormonas (hormone-sensitive lipase, HSL), que cataliza la hidrélisis de
TG a monoglicéridos*s.

La capacidad de almacenamiento del TAB puede saturarse, lo que provoca que el
exceso de TG sea almacenado en otras partes del organismo como el higado, corazon,
rifién, pancreas, musculo esquelético e hipotdlamo. Esto se produce en individuos con
obesidad y esta asociado al desarrollo de resistencia a la insulina y diabetes**3°,

Como se ha dicho anteriormente, el TAB también posee la capacidad de secretar
hormonas implicadas en la regulacion de la homeostasis energética conocidas como
adipoquinas como la leptina, la adiponectina o la resistina, asi como proteinas capaces de
coordinar el sistema inmune denominadas citoquinas como TNFa o IL6. Estas hormonas
tienen acciones endocrinas, paracrinas y autocrinas que se ejecutan en respuesta a
diferentes estimulos que llegan al TAB, lo que convierte al TAB en un verdadero 6rgano
endocrino clave en la regulacion de diferentes procesos fisiologicos’! 32,
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3 EL TEJIDO ADIPOSO MARRON

3.1 CARACTERISTICAS DEL TEJIDO ADIPOSO MARRON

El TAM se encuentra presente en todos los mamiferos, pero predominantemente en las
especies que presentan hibernacion y en humanos neonatos, debido a su principal funcion,
la realizacion del proceso de termogénesis. En pequefios mamiferos, como los roedores
el TAM se localiza principalmente en la zona interescapular pero también se encuentra
en la zona periadrtica, perirrenal e intercostal®>. Recientemente se ha demostrado la
existencia de cantidades destacables de TAM metabdlicamente activo en humanos
adultos®® >°. Mediante tomografia por emision de positrones se ha demostrado la
existencia de areas definidas en regiones cervical, supraclavicular, perirrenal, intercostal
y periadrtica>®-3%,

Las células que componen este tejido poseen multiples inclusiones lipidicas y de
mucho menor tamano que en el TAB, ademas presenta una gran cantidad de mitocondrias,
una elevada inervacion por parte del SNS, que modula su funcionamiento por parte del
SNC y una densa vascularizacion que facilita la disipacion del calor producido™.

Para la activacion de la termogénesis, una sefial es transmitida por el SNS hacia
adipocitos maduros del TAM. Los nervios simpaticos que inervan el TAM liberan
norepinefrina y este neurotransmisor activa los receptores -adrenérgicos, principalmente
el B3. Una vez el receptor se ha estimulado, una proteina G asociada a ¢l provoca la
activacion de la adenilato ciclasa, incrementando los niveles de monofosfato de adenosina
ciclico (cyclic adenosin monophosphate, AMPc), lo que provoca la activacion de la
proteina kinasa A (protein kinase A, PKA), induciendo la termogénesis. La PKA provoca
un incremento en la lipdlisis conduciendo a un aumento de AG libres en el citosol, esto
ocurre principalmente gracias a la activacion de la HSL. Estos AG a continuaciéon son
importados a la mitocondria a través de la carnitina palmitoiltransferasa 1 oo (CPT1a) y
2 (CPT2), donde son oxidados en la B-oxidacioén primero y posteriormente en el ciclo de
Krebs como subproductos, conduciendo a la formacion de dinucle6tido de nicotinamida
y adenina (Nicotinamide adenine dinucleotide, NADH) y de dinucleo6tido de flavina y
adenina (flavin adenine dinucleotide, FADH), que luego seran oxidados en la cadena de
transporte electronico. Esto lleva a un bombeo de protones hacia fuera de la matriz
mitocondrial y a la creacion de un gradiente que conduce de nuevo a los protones hacia
dentro de la matriz, pasando a través de la proteina desacopladora 1 (uncouplign protein
1, UCPI1), desacoplando el transporte de electrones de la produccion de ATP. Este
proceso de pérdida de protones a favor de gradiente es un proceso exergénico, donde la
energia es disipada en forma de calor® (Imagen 3).

La deficiencia de UCP1 en ratones provoca una elevada sensibilidad al frio, sin
embargo, no produce una mayor susceptibilidad al desarrollo de obesidad ni tan siquiera
en presencia de una dieta alta en grasa®. Es necesario someter a los animales a
termoneutralidad para que desarrollen un fenotipo obeso, efecto exacerbado cuando son
expuestos a una dieta alta en grasa’!. Esto se debe a que estos ratones por debajo de la
temperatura de termoneutralidad tienen un estrés térmico que potencia su metabolismo
basal®2.

En los ultimos afios se la ha atribuido al TAM un importante rol como 6rgano secretor
de batoquinas, pudiendo realizar funciones autocrinas, promoviendo la remodelacion
tisular en respuesta a un estimulo termogénico, para asi poder responder a las necesidades
del tejido, es el caso de la neuroregulina 4%% % o la proteina morfogénica 6sea 8b (bone
morphogenetic protein 8b, BMP8b)®. Ademds, también existen batoquinas con
importantes funciones endocrinas, como el factor de crecimiento insulinico tipo 1
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(insulin-like growth factor 1, 1GF1) o el factor de crecimiento de fibroblastos 21
(fibroblast growth factor 21, FGF21)%: %7 aunque son principalmente secretado por el
higado el TAM también libera pequefias cantidades que actian sobre organos distantes
como el musculo esquelético o el corazon®® .

Por ello, la termogénesis representa un mecanismo homeostatico en la regulacion de
la temperatura corporal pero ademds se ha planteado que su actividad puede tener un
importante impacto en el balance energético del organismo’®. Es también interesante el
papel del TAM en el aclaramiento de TG y mejora de la homeostasis de la glucosa debido
a su capacidad de captar y catabolizar lipidos y carbohidratos presentes en la sangre>® 7!,

Todas estas caracteristicas han hecho que el TAM se proponga como una estrategia
terapéutica prometedora para combatir la obesidad y sus patologias asociadas como la
diabetes o la enfermedad de higado graso no alcohdlico (Non-alcoholic fatty liver disease,
NAFLD)"% 72774 De todos modos, en este aspecto hay que ser cautos ya que existen ciertas
evidencias que plantean que el aumento en la actividad del TAM podria asociarse a la
aparicion de efectos adversos como el crecimiento de placas ateromatosas’ o neuropatia
periférica’® 7.
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Imagen 3. Esquema de la activacion de la termogénesis en el TAM por la exposicion al frio (Elaboracion
propia).

3.2 EL TEJIDO ADIPOSO BEIGE
Recientes evidencias sefialan un nuevo y diferenciado tipo de adipocitos marrones
encontrados tanto en humanos como en roedores. Surge a raiz de un proceso de
diferenciacion conocido como amarronamiento (browning en inglés) que tiene lugar en
depdsitos de TAB. Se produce tras la exposicion al frio, a una dieta hipercaldrica o por
activacion por medio del SNS o por agonistas adrenérgicos’ 7. Estos adipocitos beige
(brite, Brown in White en inglés) expresan marcadores termogénicos y poseen
caracteristicas anatomicas y funcionales intermedias entre los adipocitos marrones y
blancos’?, sin embargo, su origen embrionario es diferente del linaje miogénico (Myf5")
de los adipocitos marrones.

Los precursores de los adipocitos beige residen alrededor de regiones muy
vascularizadas y proliferardn a adipocitos beige maduros en respuesta a uno de los
estimulos mencionados. Estos precursores pueden ser PDGFRoEbf2" y estar
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restringidos a convertirse en un adipocito beige maduro, mientras que otro subconjunto
de precursores PDGFRa" pueden dar lugar a adipocitos beige, adipocitos blancos o
células fibrogénicas. Ademas, los propios adipocitos blancos pueden ser reprogramados
y transdiferenciados en adipocitos beige’? 74 80,

3.3 REGULACION DE LA TERMOGENESIS

3.3.1 Regulacion neural de la termogénesis de la grasa marron y beige

Como ya hemos mencionado, el principal centro regulador de la temperatura corporal
y en consecuencia de la actividad termogénica es el SNC, principalmente en los diferentes
nucleos hipotalamicos que son los encargados de recibir todas las sefiales periféricas y
producir una respuesta acorde a los estimulos percibidos. Por ejemplo, las neuronas
POMC del ARC estimulan la termogénesis del TAM y beige, mientras que las neuronas
AgRP inhiben esta actividad’.

La leptina estimula neuronas concretas del ARC y DMH promoviendo el gasto
energético®!. La insulina a nivel central estimula neuronas del ARC promoviendo la
activacion de adipocitos beige®?. Ademas, otros factores hormonales como los estrogenos,
las hormonas tiroideas o FGF21 también actuan sobre el hipotdlamo provocando un
incremento del gasto energético a través de la activacion de la termogénesis. Ademas,
diferentes nutrientes y sefiales aferentes influyen de forma determinante®*-%¢,

3.3.2 Regulacion humoral de la grasa marron y beige

Numerosos factores endocrinos, paracrinos y autocrinos, algunos ya mencionados,
también juegan un papel clave en la regulacion del desarrollo, mantenimiento y funcion
del TAM y beige. Estos factores son secretados por una gran variedad de tejidos y 6rganos
como el pancreas, higado, tracto gastrointestinal, corazon, TAB, musculo esquelético o
incluso el sistema inmune. Estos reguladores humorales, junto con el SNS regulan el
TAM vy beige manteniendo la homeostasis de la temperatura corporal y del balance
energético.

Es bien conocido también que la ingesta de comida incrementa la termogénesis no
temblorosa®’, ademdas una dieta con elevado aporte calérico como la HFD promueve
todavia mas la termogénesis del TAM y beige®®. Esta termogénesis inducida por la dieta
probablemente se trate de una adaptacion fisioldgica para combatir la ganancia de peso y
la obesidad, es por ello que la composicion de la dieta posee una gran importancia sobre
la actividad el TAM y beige.

3.3.3 Regulacion genética de la termogénesis del TAM y beige

La activacion del TAM y beige estd también controlada por diferentes programas
genéticos especificos para cada linaje de adipocitos. Son muchos los factores de
transcripcion (FT) que regulan el desarrollo y la activacion de estos tejidos a nivel
genético, incluso en estos ultimos afios ha adquirido una gran importancia la epigenética
en la regulacion de la biologia de el TAM y beige. A continuacion, hablaremos
resumidamente de alguno de estos FT mas relevantes para el desarrollo de esta tesis.

El receptor activado del proliferador del peroxisoma vy (peroxisome proliferator-
activated receptor y, PPARY) es un FT central requerido para la adipogénesis, se ha visto
que agonistas de este FT incrementa enormemente la adipogénesis de novo beige y la
transdiferenciacion de adipocitos blancos a beige tanto en roedores como en humanos®®:
%0 Esta habilidad de PPARy para estimular la diferenciacion de preadipocitos en
adipocitos blancos o marrones/beige viene determinada por los coactivadores con los que
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se asocia. Cuando se asocia con la proteina Prdm16 (Pr domain 16), estimula la expresion
de genes especificos de adipocitos marron/beige y reprime la expresion de los genes
tipicos de adipocitos blancos®!. Por otro lado, la union del potenciador tipo transducina 3
(Transducin-like enhancer 3, TLE3) al mismo sitio al que se une Prdm16, por el que
compiten, provoca el efecto opuesto, promoviendo la diferenciacion a adipocito blanco®?.

Otro miembro de esta familia, PPARa es un FT bien conocido como activador de la
B-oxidacion y de la respiracion mitocondrial®. Pero su expresion también ha sido
relacionada con la conversion de adipocitos blancos a beige y con la activacion de la
termogénesis del TAM y beige®. Directamente PPARa estimula la expresion del
coactivador de PPARY la. (PPAR y coactivator I o, PGCla) y Prdm16, dos coactivadores
que promueven la termogénesis de los adipocitos marrones y beige®.

Un FT ya mencionado con gran importancia en la regulacion de la termogénesis es
Prdm16, ha adquirido gran atencion por su habilidad para promover la diferenciacion a
un linaje de adipocito marréon a las células progenitoras Myf5'”® (Imagen 4a).
Mecanisticamente, Prdm16 actia como cofactor de multiples FT para estimular la
expresion de UCP1 y en consecuencia la termogénesis en adipocitos marrones y beige.
Ademas, es capaz de suprimir la expresion de reguladores negativos de la grasa marréon
y beige”>. De hecho, como veremos mas detenidamente en un proximo apartado, p107 se
expresa en precursores adipocitarios y reprime la diferenciacion a adipocitos marrones,
promoviendo un linaje de adipocito blanco. Prdm16 se une al promotor de p107 y suprime
su expresion en esos preadipocitos, promoviendo asi su diferenciacion a un linaje de tipo
beige®®. En linea con estos resultados, la sobreexpresion de Prdm16 especificamente en
los adipocitos induce la adipogénesis beige. Otros experimentos de delecion de Prdm16
en progenitores de diferentes linajes y en adipocitos marrones adultos, concluyeron que
Prdm16 es requerido para la adipogénesis de adipocitos beige, pero no para la de
adipocitos marrones’’. Ademas, Prdm16 juega un papel importante preservando el
fenotipo termogénico de adipocitos marrones y beige en ratones envejecidos’®.

Otro FT que ya ha sido mencionado y con gran relevancia como promotor de la
termogénesis es PGCla. La exposicion a frio incrementa la expresion de este FT en TAM
de ratones y en TAB subcutaneo de humanos®. PGCla estimula la expresion de UCP1
y la termogénesis en adipocitos marrones y beige actuando como coactivador de varios
FT como los miembros de la familia de PPAR, la proteina de unién al potenciador CCAT
(CCAAT/enhancer-binding proteina, C/EBP) o con Prdm16°*. Son muchos los factores
celulares que modulan la termogénesis a través de la activacion directa de PGCla como
el elemento de union en respuesta a CAMP (cAMP response element-binding, CREB) o
el factor de transcripcion activador 2 (activating transcription factor 2, ATF2)”. Pero
también son numerosos las proteinas que se unen a su promotor y suprimen su expresion,
este es el caso de pRb 0 p107'%° (Imagen 4b).

Su actividad también es regulada a través de modificaciones postransduccionales.
Por ejemplo, la Sirt2 activa mediante la desacetilacion de PGCla promoviendo la
biogénesis mitocondrial y la B-oxidacion!®!. Por otro lado, p38 quinasa activada por
mitdgenos (mitogen-activated protein kinase, MAPK) fosforila a PGCla., incrementando
su estabilidad y en consecuencia su habilidad para estimular la expresion de UCP1!%2,

Dada la gran importancia de PGCla en la expresion de UCP1 y la respiracion
mitocondrial, es curioso que la delecion especifica de adipocitos de PGCla solo produzca
un ligero fallo en la funcion del TAM, se especula que algiin otro miembro de su familia
como PGCIP pueda compensar la pérdida de PGCla!'®. Alternativamente, podria
deberse a la recientemente conocida termogénesis independiente de UCP1, también con
una relevante contribucion a la homeostasis energética!®*
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Imagen 4. Regulacién transcripcional del desarrollo de adipocitos marrones y beige. a) PPARy
promueve la expresion de PRDM16 lo que determina un linaje de tipo marrén. b) En algunas
condiciones el adipocito blanco maduro puede transdiferenciarse a célula beige, proceso en el
que son claves PPARy, PRDM16 y PGC1a entre otros. Este proceso puede ser inhibido por pRb y
p107 (superior). En el TAB epididimal un exceso calorico provocara la diferenciacion a adipocito
blanco, pero la estimulacion B-adrenérgica provoca el desarrollo de un adipocito beige. (Licencia
numero: 5042401086246)%.

4 EL HIGADO

El higado es uno de los 6rganos metabdlicamente mas activos y versatiles. Posee un doble
suministro de sangre: aproximadamente el 25% viene de la arteria hepatica y sobre un
75% llega a través de la vena porta, por lo que se ocupa de drenar la sangre que viene del
intestino, siendo el primer 6rgano que entra en contacto con los nutrientes absorbidos
intestinalmente. En consecuencia, es el encargado de procesar y almacenar los nutrientes
contenidos en la sangre intestinal y garantizar un suministro adecuado para otros 6rganos,
ademads de ejercer también un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa'®.

4.1 METABOLISMO DE LIiPIDOS EN EL HIGADO
Los AG son sustratos de gran importancia para la oxidacion y produccion de energia
celular, asi como precursores moleculares para toda clase de lipidos, imprescindibles para
la formacion de membranas celulares y también actuando como moléculas sefializadoras
necesarias para la regulacién metabolica.

Los AG en el higado pueden proceder mayoritariamente de tres origenes diferentes
(Imagen 5): (1) AG incorporados en lipoproteinas y remanentes de quilomicrones, (2)
Complejos albumina-AG liberados de tejidos extrahepaticos y (3) lipogénesis de novo
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(LDN) en el higado. A partir de estos AG el higado posee la capacidad de formar
diferentes tipos mediante su elongacion y desaturacion.

Dependiendo del estado nutricional, los AG son procesados a TG y almacenados o
rapidamente metabolizados.

4.2 METABOLISMO LIPIDICO EXTRAHEPATICO

El metabolismo de lipidos comienza con la absorcion de grasas de la dieta, estas pasan
por los enterocitos intestinales hacia el torrente sanguineo. Para su absorcion es crucial el
papel del hepatocito, debido a la produccion de acidos biliares que provocan la emulsion
de los lipidos por sus propiedades anfipaticas, permitiendo asi su hidrolizacién mediante
lipasas y pudiendo asi ser absorbidos por los enterocitos. Alli los lipidos son
resintetizados y empaquetados en particulas lipoproteicas (quilomicrones nacientes),
estas son secretadas al sistema linfatico y entran en el torrente sanguineo, donde pierden
dos de sus apolipoproteinas, ApoA-I y ApoA-IV, que son sustituidas por ApoE y ApoC-
I1, claves para su procesado.

ApoC-II activa a LPL, esta enzima realiza la digestion de los TG de los
quilomicrones dando lugar a AG libres y glicerol que son capturados parcialmente y
almacenados en los adipocitos, mientras que los remanentes de quilomicrones vuelven a
la circulacion para dirigirse al higado.

El receptor de lipoproteinas de baja densidad (low density lipoprotein, LDL)
reconoce a ApoE en el hepatocito facilitando su captacion. Finalmente, los remanentes
de quilomicrones son procesados por lisosomas intracelulares liberando AG, glicerol,
colesterol, aminoacidos y residuos de fosfato que son metabolizados y reciclados en
VLDL!%,

Como se ha mencionado, el higado también puede captar AG circulantes de tejidos
extrahepaticos. La incorporacion de AG en los hepatocitos se produce principalmente
mediante difusion pasiva o facilitada por diferentes transportadores, como la proteina
grupo de diferenciacion 36 (cluster of differentiation 36, CD36), proteinas
transportadoras de AG (Fatty acids transport proteins, FATP) o proteinas de unién a AG
(Fatty acids binding proteins, FABP)!%,

4.3 LIPOGENESIS DE NOVO

La LDN hepatica es el proceso bioquimico mediante el cual los hepatocitos sintetizan AG
a partir de subunidades de acetil-CoA provenientes de diferentes rutas celulares,
comunmente del catabolismo de carbohidratos. El flujo de carbonos desde la glucosa
hasta los AG, que es modulado por esta ruta lipogénica, incluye una serie de reacciones
enzimaticas coordinadas.

4.3.1 Proceso enzimatico

El acetil-CoA es transportado al citosol como citrato donde la ATP-citrato liasa (47P
citrate lyase, ACLY) se encarga de su conversion de nuevo a acetil-CoA y oxalacetato.
Este ultimo es reducido a malato por la malato deshidrogenasa y posteriormente oxidado
a piruvato por el enzima malico en una reaccion asociada a la produccion de NADPH.

El componente catalitico de esta ruta se concentra en dos enzimas, por un lado, el
acetil-CoA es carboxilado a malonil-CoA por la acetil-CoA carboxilasa (acetyl-CoA
carboxilase, ACC) y finalmente la acido graso sintetasa (fatty acid synthase, FAS) es el
complejo enzimatico clave que provoca la conversion del malonil-CoA en palmitato, en
una serie de reacciones dependientes de NADPH. Posteriormente, otros AG mas
complejos pueden ser generados gracias a la accion de enzimas desaturasas como la
estearoil-CoA desaturasa 1 (stearoyl-CoA desaturase 1, SCD1) o enzimas elongasas'®’.
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De entre todas las posibles fuentes de depdsito de lipidos ectopicos, la LDN es con
mucho la que consume mas calorias. Segln la estequiometria, la sintesis de una molécula
de palmitato a partir de acetil-CoA cuesta 7 moléculas de ATP y requiere la conversion
de 14 moléculas de NADPH de alta energia en NADP*. Ademas, el malonil-CoA, un
sustrato esencial para la LDN, también actua como un potente inhibidor de la oxidacion
de AG mitocondrial a través de la inhibicion de CPT-1, por lo que niveles elevados de
dicho sustrato podrian promover la acumulacion lipidica en los hepatocitos!®,

Estudios que muestran que los ratones KO globales de las enzimas ACLY, ACC y
FAS son inviables desde etapas embrionarias demuestran que la LDN juega un papel
imprescindible en el desarrollo embrionario!®-!!!, La inhibicion especifica en higado de
ratones demostrd que estas enzimas también juegan un papel esencial en la coordinacion
de la oxidacion de AG dependiente de malonil-CoA. Ademas, la actividad de ACC en
hepatocitos es necesaria para la acetilacion de cientos de proteinas!!2,

Aunque en condiciones especificas, la supresion de ACC y ACLY puede proteger de
la acumulacion de lipidos en los hepatocitos, estos efectos parecen verse solamente en
modelos en los que la LDN es la principal fuente de lipidos hepaticos y no se pueden
compensar facilmente mediante otros mecanismos como en ratones deficientes en el
receptor de la leptina (db/db) o en ratones alimentados con una dieta libre de grasa. Sin
embargo, en ratones alimentados con dieta estdndar o dieta alta en grasa la supresion de
estas proteinas promueve la acumulacion de lipidos en el hepatocito, indicando un papel
protector de estas enzimas para el higado graso. Una explicacion para esto puede ser el
elevado coste de la LDN vy la posibilidad de formar un ciclo futil entre la LDN y la
oxidacion de AG, algo que se ha demostrado que se produce en el tejido adiposo y en el
musculo esquelético!!* 114,

4.3.2 Regulacion de la lipogénesis de novo

La LDN responde en gran medida a los cambios en la dieta. Sabemos que una dieta
rica en carbohidratos activa una respuesta lipogénica en el higado, provocando un
aumento en la sintesis y secrecion de VLDL, asi como un aumento de Ia
hipertrigliceridemia'!® ', Ademas, existen evidencias que sugieren que el tipo concreto
de carbohidrato influye en la actividad de la LDN. Concretamente la fructosa se ha
identificado como un potente activador de la lipogénesis!!” y se ha visto que los azicares
simples son mas efectivos que los carbohidratos complejos para la estimulacion de la
LDN!!8,

Asi, los niveles de glucosa e insulina son claves en la regulacién de esta ruta
metabolica. Por un lado, la glucosa sirve de fuente de carbonos para la sintesis de AGs 'y
por otro lado la insulina y la glucosa activan la expresion de FT claves en la regulacion
de la LDN como son la proteina de union reguladora de esterol tipo 1-c (sterol regulatory
element-binding protein 1c, SREBPI1c), la proteina de union en respuesta a carbohidratos
(carbohydrate-responsive elelement-binding protein, ChREBP), el factor estimulante
upstream 1 (upstream stimulating factor 1, USF1) y el receptor hepatico X (liver X
receptor, LXR).

Cuando la via de la insulina se activa se promueve la liberacion proteolitica de la
forma madura de SREBPlc que se encuentra en forma de precursor anclada en la
membrana del aparato de Golgi. Una vez liberada es capaz de dirigirse al nucleo y
promover la transcripcion de sus genes diana lipogénicos entre los que se incluyen FAS
y ACC'P,

Por el contrario, ChREBP es un FT activado especialmente por los altos niveles
postprandiales de carbohidratos que llegan a los hepatocitos. Parece que son muchos los
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metabolitos que son participes en la activacion de ChREBP, como la glucosa 6-fosfato o
la fructosa-2,6-bifosfato!2 121,

Sin embargo, la principal activacion de ChREBP se produce mediante su
desfosforilacion por la proteina fosfatasa tipo 2A (protein phosphatase 24, PP2A) en
sitios previamente fosforilados por PKA o AMPK, lo que provoca su disociacion de la
proteina 14-3-3 en el citosol, su traslocacion al ntcleo y la activacion de los genes que
contienen en su promotor secuencias del elemento de respuesta a carbohidratos
(carbohydrate response element, ChoRE)!?2,

Sin embargo, recientemente se ha descubierto que los cambios en el estado de
fosforilaciéon no es el unico mecanismo de regulaciéon enzimdtica de este FT. Su
acetilacion y su union a O N-acetil-B-D-glucosamina-glicosilacion (O-linked [-N-
acetylglucosaminylation, O-GlcNAcylation) incrementan la actividad de ChREBP!?3,

En cualquier caso, el resultado final de su activacion es promover la expresion de los
genes diana que contienen secuencias ChoRE, principalmente FAS, ACC y también la
piruvato quinasa (pyruvate kinase, PK), la cual proporciona piruvato que es convertido a
Acetil-CoA mediante la piruvato deshidrogenasa (piruvate deshidrogenase, PDH).

LXR es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares que heterodimerizan
con el receptor retinoide X (retinoid X receptor, RXR). Tiene un importante papel en la
regulacion del metabolismo del colesterol, pero también juega un rol esencial en el control
de la LDN, de forma directa activando transcripcionalmente a FAS e indirectamente a
través de la activacion de SREBP1¢!24 125,

Otro FT implicado en la regulacion de la LDN es USF1. Su union al promotor del
gen de FAS es clave en la activacion de la LDN mediada por insulina'?.

Ademas, recientes estudios han demostrado que PGC-1B es importante en la
mediacion del efecto metabolico de la grasa de la dieta, asi como en dietas altas en
fructosa. Demostrando que su sobreexpresion induce la expresion hepatica de genes
lipogénicos mientras que su inhibicion reduce la expresion de los genes de la LDN!27: 128,

Ademas, la LDN también presenta un importante punto de regulacion en ACC. Esta
enzima se presenta mayoritariamente en dos isoformas en mamiferos: ACC1 y ACC2,
pero la que juega un papel relevante en higado es ACCI. Uno de sus principales
mecanismos de regulacion es mediante su fosforilacion y desfosforilacion. Su
fosforilacion ocurre rapidamente en células tratadas con adrenalina o glucagdn,
conduciendo a la inactivacion de la enzima. Esta fosforilacion se produce
mayoritariamente a través de AMPK.

ACC también puede ser regulada de forma alostérica, sus activadores alostéricos

reconocidos son el glutamato y el citrato y entre sus inhibidores se encuentra el malonil-
CoA'?,

4.4 OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

Los AG derivados de la hidrolisis de los depositos de TG hepaticos, de la LDN o los
lipidos circulantes, pueden oxidarse por multiples vias. La B-oxidacion mitocondrial es la
ruta principal para la oxidaciéon de la mayoria de los AG que se encuentran en los
hepatocitos. La B-oxidacion de AG de cadena muy larga (C20-C26) y ramificada
comienza en los peroxisomas. Ademas, existen vias adicionales para la oxidacion de AG
como la a-oxidacion y la w-oxidacion dentro del RE, mediadas por miembros de la
familia del citocromo P450 4A!3%,

La B-oxidacion progresivamente acorta la cadena de los AG liberando Acetil-CoA,
el cual puede entrar en el ciclo del acido tricarboxilico (tricarboxylic acid cycle, TCA)
para continuar oxidandose a agua y didxido de carbono, o podria condensarse en cuerpos
cetonicos que sirven como sustratos energéticos oxidables para tejidos extrahepaticos.
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La entrada en la mitocondria es un factor clave en la regulacion de la B-oxidacion,
este proceso engloba tres pasos: 1. Transferencia del grupo acil del CoA a la carnitina,
catalizada por CPTI1, 2. transporte intermembrana catalizado por la acilcarnitina
traslocasa y 3. reconversion a acil-CoA en la cara interna de la membrana mitocondrial
interna por CPT2. Por ello, la regulacion de la expresion de CPT1 es el principal
mecanismo encargado de controlar el flujo de la B-oxidacion hepatica'3!. Como se ha
mencionado anteriormente el malonil-CoA actia como inhibidor alostérico de CPT1. Por
otro lado, PPARa induce la expresion de genes implicados en la oxidacion de AGs tanto
mitocondriales como extramitocondriales'? (Imagen 5).
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Imagen S. Metabolismo lipidico en el higado (Elaboracién propia).

4.5 METABOLISMO DE LA GLUCOSA EN EL HIGADO
El higado juega un importante papel en el metabolismo de la glucosa ya que es el principal
encargado de controlar su concentracion en la sangre.

En un estado postpandrial, el azicar presente en la sangre es captado por el hepatocito
a través del transportador de glucosa tipo 2 (glucose transporter type 2, GLUT2), un
transportador de membrana con alta capacidad y baja afinidad por la glucosa. A diferencia
de otros transportadores de glucosa, la expresion y actividad de GLUT?2 es independiente
de insulina.

Una vez dentro del hepatocito, la glucosa es fosforilada a glucosa-6-fosfato (G6P)
por la glucoquinasa hepatica (GCK). Al contrario que otras hexoquinasas, GCK
(hexoquinasa IV) no es inhibida por su producto, lo que permite el almacenamiento de
glucogeno en los hepatocitos durante el estado postpandrial.

Se trata de un enzima altamente regulado a nivel transcripcional por SREBPIc,
USF1, Fox01 (Forkhead box O1I), y por los factores nuclear hepaticos 4o y 6 (hepatic
nuclear factor, HNF4a y HNF6)!0,
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Una vez dentro del hepatocito, la G6P es incapaz de abandonar la célula por lo que
sera procesada en la glucolisis o utilizada en la sintesis de glucogeno en funcion del estado
metabolico sistémico.

La glucolisis es un proceso que engloba diez pasos en el que se metaboliza la glucosa
a piruvato con una ganancia neta de dos moléculas de ATP y dos moléculas de NADH
por molécula de glucosa.

La glucolisis se encuentra regulada principalmente por cuatro enzimas: la GK, la
fosfofructoquinasa, la PK y las piruvato deshidrogenasa quinasas (piruvate
deshidrogenase kinase, PDK).

La fuente principal de piruvato es la glucdlisis, aunque también puede provenir del
lactato gracias a la lactato deshidrogenasa (LDH) o de la alanina por medio de la accion
de la alanina aminotransferasa (ALT). Ademds de su interconversion con estas otras
moléculas de tres carbonos, ya dentro de la mitocondria, el piruvato puede ser carboxilado
a oxalacetato por la reaccion anaplerdtica catalizada por la piruvato carboxilasa
promoviendo la gluconeogénesis o podria ser descarboxilado a acetil-coA por el complejo
enzimatico de la PDH, produciendo ATP a través del TCA y las reacciones de la
fosforilacion oxidativa!33.

4.6 METABOLISMO INTERMEDIARIO
El metabolismo intermediario es clave en la interconexién de las principales rutas
metabolicas mencionadas hasta ahora.

La oxidacion del acetil-CoA en el TCA es el proceso central del metabolismo
energético. Sin embargo, el TCA es un ciclo anfibdlico, por lo que tiene funciones de
biosintesis mediante la generacion de metabolitos intermediarios que daran lugar a
glucosa, AG o aminoacidos. Para que el ciclo funcione correctamente es necesario que
los componentes del ciclo se vayan reemplazando para mantener el equilibrio. La
principal enzima anaplerdtica es la PC, que genera oxalacetato. Por otro lado, la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (phosphoenolpyruvate carboxykinase, PEPCK) es la
principal enzima cataplerotica. La anaplerosis es necesaria durante la gluconeogénesis y
la lipogénesis, cuando el malato o el citrato abandonan la mitocondria para dar lugar a
glucosa o AG respectivamente. Paralelamente a este proceso ocurre otro ciclo
anaplerético, la sintesis de piruvato a partir de malato, reaccion catabolizada por la
enzima malico (ME1) con la consecuente produccion de poder reductor NADPH que
posteriormente sera utilizado por FAS en la sintesis de AG!3*.

Una familia de coactivadores que ha sido fuertemente ligada con la regulacién
transcripcional del metabolismo intermediario es la de los PGC-1. Sus principales
miembros, PGCla y PGC1f juegan un importante papel en la regulacion de la biogénesis
mitocondrial y del metabolismo oxidativo, sobre todo a través de la coactivacion junto
con PPARa de sus genes diana, implicados en la oxidacion de AG y en la fosforilacion
oxidativa'®>.

PGClay PGC1p también poseen funciones diferentes cada una. PGCla por ejemplo
estimula la expresion de genes gluneogénicos mientras que PGCIP en hepatocitos
estimula la sintesis y liberacion de TG al activar la expresion de genes lipogénicos a través
de la coactivacion directa de SREBP1, LXR y ChREBP1!27- 136,

Incluso recientes estudios han demostrado como la sobreexpresion de PGCI1p
protege frente al desarrollo de esteatosis y fibrosis hepética en modelos de ratones con
modelos nutricionales de NASH y NAFLD, ya que son capaces de mantener la expresion
de genes de varias rutas metabolicas que se encuentran comprometidas durante la
esteatohepatitis. Concretamente los autores proponen que esta proteccion se produce a
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través de un incremento en la biogénesis/funcion mitocondrial, de las defensas
antioxidantes, de la oxidacion de AG y de la secrecion de TG'¥.

5 ENFERMEDADES HEPATICAS ASOCIADAS AL
SINDROME METABOLICO

Hay varios tipos de enfermedades hepaticas, algunas de ellas relacionadas con virus como
la hepatitis B o C y otras con el consumo de drogas, venenos o excesivo consumo de
alcohol. Sin embargo, en las ultimas décadas ha incrementado enormemente la
prevalencia de las enfermedades hepaticas asociadas con desoérdenes metabolicos como
la obesidad, la resistencia a la insulina (RI) y la DM2.

5.1 NAFLD

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (Nom-alcoholic fatty liver disease,
NAFLD) es una de las causas mas comunes de enfermedad hepatica cronica y se ha
convertido en la causa mas frecuente de disfuncion hepatica en muchos paises,
manteniendo un crecimiento ascendente en linea con la prevalencia de la obesidad, la RI
y la DM2. De hecho, la prevalencia de NAFLD en pacientes obesos adultos es de entre
un 80-90% y mas del 90% presentan hiperlipidemia'*®, Pero esta patologia también puede
ser desarrollada en pacientes no obesos, concretamente se ha estimado que afecta a un
25% de la poblacion mundial'*®. Ademas, se prevé que en la proxima década sea la
principal causa para el trasplante hepatico!'#’.

Tradicionalmente esta patologia ha sido conocida como NAFLD, pero recientemente
ha sido renombrada como enfermedad de higado graso asociada al metabolismo
(metabolic-associated fatty liver disease, MAFLD) con el objetivo de promover un mayor
entendimiento del origen de la patologia!4!.

La NAFLD se presenta como una enfermedad inflamatoria hepatica cronica que se
inicia con la acumulacién excesiva de triglicéridos en los hepatocitos y que engloba un
espectro de condiciones que van desde el higado graso no alcohélico (non-alcoholic fatty
liver, NAFL), caracterizado por una esteatosis simple sin inflamacion, a la
esteatohepatitis no alcohdlica (nomn-alcoholic steatohepatitis, NASH), recientemente
renombrada como esteatohepatitis asociada al metabolismo (metabolic-associated
steatohepatitis, MASH), la cual puede progresar a cirrosis hepatica y a hepatocarcinoma
(hepatocellular carcinoma, HCC) (Imagen 6). Cuando la NAFLD progresa a estos
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Imagen 6. Progresion de la enfermedad de higado graso no alcohélico (Elaboracién propia).
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estadios tardios, el trasplante hepético es la tinica opcidn para el tratamiento ya que hasta
ahora no existe ninglin tratamiento efectivo!# 143,

5.2 PATOGENESIS DE NAFLD Y NASH

Los mecanismos implicados en la progresion de la enfermedad hepatica son complejos y
no estan del todo claros. Un punto de vista tradicional es la hipotesis de los “dos
impactos”, donde el “primer impacto”, determinado por factores metabolicos (obesidad,
DM2, dislipemia) consiste en la acumulacion de TG y AG libres como consecuencia del
aumento de lipidos procedentes de la dieta, de la lipolisis periférica y de la LDN hepatica.
En este caso, la acumulacion simplemente de TG se considera inerte y en algunos casos
podria tener un papel hepatoprotector, sin embargo, es la acumulacion de intermediarios
lipotoxicos como el diacilglicerol (DAG) la que provoca la RI hepatica!* 143,

En consecuencia, a la esteatosis hepatica generada por el “primer impacto”, se
sensibilizara el higado para los “segundos impactos”; generando estrés oxidativo, estrés
del reticulo endoplasmatico (RE), inflamacion, apoptosis y alteracién en los niveles de
adipoquinas, lo que causa enfermedad hepatocelular e inflamacion hepatica,
promoviendo la progresion a NASH.

Sin embargo, recientemente, han surgido evidencias que sugieren que la esteatosis
simple y la NASH podrian ser dos enfermedades independientes. En esta teoria de
“multiples impactos”!46, la acumulacion de especies lipidicas
“lipotdxicas/proinflamatorias” interactia con factores proinflamatorios para producir
NASH desde un principio, mientras que en los otros casos el higado desarrolla esteatosis
y permanece libre de cambios inflamatorios y fibroticos!4”. Por lo tanto, todavia hay
contradicciones en la patogénesis de la NASH.

Lo que si esta claro es que la NASH se caracteriza por la inflamacion y fibrosis,
principalmente inducidas por toxicidad y la liberacion de citoquinas (cyfokine, CK), como
el factor a de necrosis tumoral (tumor necrosis factor a, TNF-a), interleuquina (IL)-1 y
el factor de crecimiento transformante B (transforming growth factor , TGF-p). Estas
CK se encuentran involucradas en el reclutamiento de macrofagos circulantes en el
higado y la activacion de las células de Kupffer (Kupffer cell, KC) y de las células
estelares hepaticas (hepatic stellate cell, HSC) todo lo que contribuye al desarrollo de
NASH!,

5.3 ALTERACIONES METABOLICAS EN LA PROGRESION DE NAFLD

5.3.1 Resistencia a insulina

Como ya hemos visto, la insulina es una hormona con un papel lipogénico y
antigluconeogénico en los hepatocitos. La RI se define como un desajuste de la insulina
en su capacidad para regular el metabolismo de la glucosa y de lipidos. Es por ello que la
RI es considerada como el factor fisiopatolégico mas relevante en el desarrollo de
NAFLD. La aparicion de esta patologia se asocia mayoritariamente a defectos en la via
de senalizacion, aunque también se han propuesto diversas rutas metabolicas y
mecanismos moleculares que juegan un importante papel en el desarrollo de la RI como
la inflamacion, la activacion del estrés del RE o la acumulacion de lipidos
extrahepaticos!'#”- 159,

Sus efectos sobre el higado se dan tanto a nivel propiamente hepatico como en
consecuencia a alteraciones en otros 6érganos como el musculo y el tejido adiposo.

En adipocitos y miocitos, la RI provoca una disminucion de la captacion de glucosa
estimulada por la insulina, lo que lleva en la mayor parte de los casos a un incremento en
la captacion por parte de los hepatocitos y la consecuente activacion de la LDN!'#,
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Especificamente en el tejido adiposo posee funciones de gran relevancia en la
respuesta postprandial. Es la encargada de inducir la entrada de la glucosa y la
consecuente glucdlisis, generando intermediarios metabolicos para la sintesis de novo de
TG; frena la lipolisis mediante la inhibicion de HSL y, ademads, activa la LPL del
endotelio vascular que rompe los quilomicrones y las VLDL liberando AG que entraran
por difusion en el adipocito. La mala regulacion de estos mecanismos lleva a una elevada
concentracion de AG circulantes, lo que contribuye a la acumulacion hepdtica de los
mismos'!.

Por lo tanto, la resistencia periférica a la insulina es muy probable que provoque una
elevada concentracion de AG libres en los hepatocitos debido al gran incremento en los
niveles de AG libres circulantes y a la activacion de la LDN.

Por otro lado, parece que hay mecanismos propiamente hepaticos que podrian inducir
la RI hepatica. Existen numerosas evidencias de que los lipidos inertes como los TG
contenidos en las gotas lipidicas no son toxicos en si mismos. Sin embargo, otros lipidos
como los DGA, las ceramidas, los AG o sus metabolitos son potencialmente bioactivos y
podrian interferir con las funciones de los hepatocitos y particularmente con la capacidad
de los hepatocitos para responder a cambios en los niveles de insulina!2,
Especificamente, la acumulacion hepatica de DGA se asocia con un incremento en la
translocacion de una nueva isoforma de las quinasas tipo C, la PKCe, a la membrana
plasmatica donde se une e inhibe el dominio quinasa intracelular del receptor de la
insulina. Esto provoca una disminucion de la fosforilacion asociada a insulina de los
sustratos de los receptores de insulina 1 y 2, de la actividad de PI3K y de la fosforilacion
de AKT?2. En consecuencia, la insulina no ejercera su papel en la activacion de la sintesis
de glucogeno ni en la inhibicion de la gluconeogénesis!>. Esta hipotesis sobre la RI
hepatica ha sido validada recientemente en pacientes con NAFLD!4,

Mientras estos aspectos de la accion de la insulina en la via de la gluconeogénesis
estan alterados, la funcion de la insulina como activador de SREBPIc y de la LDN se
encuentra intacta o incluso hiperestimulada, provocando todavia una mayor acumulacion
de lipidos, es lo que se conoce como RI selectiva!®® %6, Sin embargo, no se ha encontrado
un lipido especifico que sea necesario y suficiente para provocar RI hepatica, los datos
muestran que esta patologia puede surgir como resultado de condiciones distintas a la
acumulacion de lipidos en el higado. Por ejemplo, un modelo murino con deleccion
especifica en hepatocitos del receptor de insulina presentd una marcada RI pero sin
presencia de esteatosis hepatica'®’. Ademas, pacientes con mutaciones en el receptor de
insulina son resistentes a la insulina, pero también carecen de esteatosis hepatica!>®,

Por tanto, la esteatosis no es un requisito estricto para desarrollar RI hepatica. Una
explicacion alternativa para la fuerte correlacion de la acumulacion hepatica de lipidos y
RI es que estos lipidos no son causantes de RI hepdtica, pero podrian ser los que
provoquen una alteracion subyacente y causal. Se hipotetiza que el estrés del RE y la
inflamacion podrian ser factores conductores hacia la RI'>% 190, Sin embargo, en muchos
casos, estas condiciones también estan asociadas con la acumulacién de lipidos.

Por otro lado, como ya se ha mencionado, la RI suele provocar acumulaciéon de
lipidos en los hepatocitos por diferentes mecanismos. Aunque la inactivacion del receptor
de insulina en el higado no causa esteatosis, la supresion mediada por acido ribonucleico
pequefio interferente (ARN small interfering, ARNsi) de la proteina sustrato del receptor
de insulina (insulin receptor substrate, IRS) en el higado da como resultado RI hepatica,
hiperinsulinemia y esteatosis'®!.

Por lo tanto, en este caso, los defectos especificos de la sefalizacion de la insulina en
el higado son suficientes para provocar esteatosis. Ademas, estd ampliamente aceptado
que la RI sistémica produce hiperinsulinemia y esteatosis hepatica!**. En conclusion, la

50



INTRODUCCION

esteatosis hepatica en determinadas circunstancias puede ser tanto el resultado como la
causa de la RI hepatica.

5.3.2 Papel de la lipogénesis de novo

El almacenamiento de lipidos en tejidos no adiposos (deposicion ectdpica de lipidos)
es considerada la mayor fuente de estrés metabdlico y el mayor factor patogénico en las
enfermedades asociadas a la obesidad y mas concretamente en la NAFLD!62,

Concretamente, la contribucion de la LDN a la acumulacion de AG almacenados en
el higado de pacientes con NAFLD es del 26%, de AG libres procedentes del tejido
adiposo y de la dieta contribuyen en un 59% y los TG de la dieta asociados con
quilomicrones constituyen un 15% de la grasa hepatica. Por lo que la LDN es la
responsable de un cuarto de la acumulacién de grasa en el higado en pacientes con
NAFLD.

En un estudio reciente se mostré6 como la LDN es la tinica fuente de lipidos que
mostré un aumento significativo en sujetos con un alto contenido de lipidos en el higado,
comparado con los que tenian niveles bajos, pero con adiposidad similar'®. Por lo que se
puede concluir que la LDN es especificamente utilizada durante el desarrollo de higado
graso. Dandole asi a esta ruta un rol causistico en el desarrollo de la patologia hepatica y
poniéndola en el foco de posibles tratamientos, como la restriccion de carbohidratos;
siendo este tratamiento mas efectivo que la restriccion de lipidos'®*. Sin embargo, no se
observan diferencias entre ambos tratamientos a partir de haber perdido un 7% del peso
corporal inicial. Ademas, se sabe que la restriccion de carbohidratos provoca un aumento
en la sintesis de glucosa por parte del higado, conduciendo a una situacion de balance
energético negativo en el higado.

Estos estudios demuestran que la LDN es una fuente de lipidos intrahepaticos
importante en la patogénesis de NAFLD, y muchos ya la han propuesto como la ruta mas
importante en el desarrollo de esta enfermedad.

Por otro lado, investigaciones recientes también proponen que el reclutamiento
especifico de la LDN en personas que acumulan lipidos en el higado puede ofrecer cierta
proteccion contra la progresion de NAFLD (y la deposicion de lipidos ectdpicos), al
minimizar la eficiencia de conversion de calorias adicionales del balance energético
positivo a lipidos.

Estudios que han analizado simultaneamente la LDN en higado y en tejido adiposo
en hombres obesos y delgados mostraron que la resistencia a insulina y la esteatosis estan
correlacionadas positivamente con la LDN hepatica y negativamente correlacionadas con
la LDN en tejido adiposo!®3 163,

En resumen, parece que la LDN tiene una gran importancia en el desarrollo de
NAFLD, pero, por otro lado, esta ruta adquiere cierto caracter protector durante el
desarrollo de la enfermedad debido a que la LDN produce menos lipidos por caloria de
lo que produciria la deposicion ectdpica directa de lipidos derivados de la dieta o del
tejido adiposo!®6: 167,

5.3.3 Alteracion en la formacion y secrecion de VLDL

Como ya se ha mencionado, la exportacion por medio de VLDL representa una
importante forma de eliminacion de TG hepaticos 4°. Aunque en pacientes con NAFLD
la secrecion de VLDL se encuentra incrementada, cuando la acumulacion de TG supera
el 10% esta diferencia se estabiliza!®®, llegando al punto de que en pacientes con NASH
parece que sucede lo opuesto.

El ensamblaje de las VLDL tiene lugar en la ruta secretora del hepatocito. La
apoB100 es la proteina estructural obligada y su sintesis es constitutiva; de modo que a
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medida que el polipéptido es sintetizado se trasloca al lumen de RE, secretandose solo la
apoB100 que se lipida en grado suficiente. La proteina microsomal de transferencia de
TG (microsomal triglyceride transfer protein, MTTP), es esencial para la formacion de
la lipoproteina al ser responsable de la adicion progresiva de TG, fosfolipidos y ésteres
de colesterol a la particula naciente!>!.

Estudios sobre el papel de estas proteinas en la progresion a NASH han demostrado
que la tasa de produccion de apoB100 se encuentra disminuida en pacientes con NASH
comparados con pacientes obesos y personas delgadas y la cantidad de MTT fue menor
al analizar a humanos con mas de un 30% de contenido de TGS en el higado comparados
con personas sanas'®®. Ademas, pacientes con NASH poseen niveles disminuidos de ARN
mensajero (ARNm) de apoB100 y MTTP y reducidos valores séricos de VLDL en
comparacion con personas sin NASH!7?, Todo esto sugiere que la progresion de NAFLD
también puede estar influenciada por fallos en la produccion y secrecion de VLDL, lo
que podria deberse, al menos en parte, a la activacion del estrés del RE que también se
correlaciona con la progresion de la enfermedad.

5.3.4 Lipotoxicidad

La acumulaciéon de AG en el higado predispone a la lipotoxicidad que promueve el
desarrollo de NASH. La lipotoxicidad es definida como una desregulacion del ambiente
lipidico y/o composicion lipidica intracelular que conduce a la acumulacioén de lipidos
dafiinos que pueden ser asociados con disfuncion de diferentes organulos, dafio celular y
apoptosis. La lipotoxicidad est4 intimamente ligada con la inflamacion cronica y asociada
a condiciones de predisposicion a la progresion de NAFLD a NASH, como la obesidad,
la diabetes y la RI.

Los lipidos toxicos pueden causar dafio celular a través de tres mecanismos: (1) por
modificacién de la biologia y funciéon de orgénulos intracelulares como el RE y la
mitocondria, (2) por modificacion directa de rutas de sefializacion intracelulares o (3) a
interaccionar con quinasas proinflamatorias celulares!”!. Existen varios tipos de lipidos
que producen lipotoxicidad, pero dos de los mas estudiados y con una gran relevancia en
la progresion de NAFLD son las ceramidas y los DAG.

La ceramida es un esfingolipido que consiste en un AG saturado o monoinsaturado
de longitud variable unido a un grupo amino y una base esfingosina. Existen evidencias
clinicas que indican que la acumulacion intracelular de ceramidas promueve la
patogénesis de NASH a través de una gran variedad de mecanismos entre los que se
incluyen, la disfuncién de la homeostasis del calcio, lo que conduce a estrés del RE y, en
ultima instancia, a la activacion de la apoptosis mediada por dicho estrés. Ademas, la
acumulacion de ceramidas puede provocar RI mediante la inhibicion de AKT y también
participa en la activacion del inflamosoma y empeora la autofagia!’?.

Como ya se ha mencionado en el apartado de RI la acumulacion de especies
lipotoxicas y en especial de DAG provoca RI, ademas la acumulacion de estas especies
dafiinas puede desencadenar inflamacion a través del factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated [ cells, NFkP) y fibrosis hepatica mediada por las células
estelares!’2.

5.3.5 Disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo en el desarrollo de NASH
Otro factor clave en el desarrollo de NASH es la disfunciéon mitocondrial ya que en
un contexto de gran abundancia de AG se altera la homeostasis de lipidos en el higado e

induce la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species,
ROS).
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En pacientes con NASH, la f-oxidacion incrementa notablemente para deshacerse
del excedente de AG y asi intentar compensar el incremento en la captacion y la sintesis.
Aunque en modelos de roedores de esteatosis, este incremento en la f-oxidacion podria
ser explicado por un incremento de CPTI1, hay pocas evidencias que soporten esta
hipotesis en pacientes con NASH, en donde el significativo aumento de expresion de
genes lipogénicos estd asociado con una reduccion de la actividad de CPT1'73. Ademas
se ha visto que la activacion de CPT1 protege en el desarrollo de NAFLD al disminuir
marcadores séricos de dafio hepatico en pacientes tratados'”4.

Microscopia electronica de muestras de pacientes con NASH mostré que sus
mitocondrias presentaban anormalidades morfologicas, sin embargo, estas anomalias
estructurales no se encuentran en pacientes con esteatosis simple!’>. Ademas, pacientes
con NASH presentan disminuida la actividad de los complejos de la cadena respiratoria,
fosforilacion oxidativa deficiente, una menor capacidad para sintetizar ATP, un descenso
en la concentracion de ATP intracelular, y dafio en el 4cido desoxirribonucleico (ADN)
mitocondrial, lo que compromete la respuesta de la célula ante cualquier dafio celular!>!.

En un hepatocito esteatodtico con mitocondrias disfuncionales, una parte sustancial
de los AG se procesaran por los sistemas oxidativos peroxisomal y microsomal. Los
peroxisomas realizan varios ciclos de la f-oxidacion para acortar la longitud de AGs de
cadena larga y muy larga, acidos dicarboxilicos de cadena larga, eicosanoides y ésteres
de CoA de intermediarios de los acidos biliares, produciendo acetil-CoA y H,0,'7®. La
oxidacion microsomal estd controlada por el sistema de citocromos P450, mas
concretamente por CYP2E1 y miembros de la familia de los CYP4A. En la accion de
estos citocromos también se reduce el oxigeno molecular produciendo ROS!'”’”. CYP2E1
parece ser la principal fuente microsomal de H,O» y de peroxidacion lipidica y, ademas,
presenta mayor expresion y/o actividad en individuos obesos, con DMT2 o
hiperlipidémicos, en situaciones de resistencia a la insulina y también en pacientes y
modelos animales de NASH; todas ellas situaciones en las que coexiste estrés oxidativo
y dafio mitocondrial'>!.

Inherente a la activacion de los sistemas celulares para la oxidacion de AG es, por
tanto, la produccion de ROS. También la oxidacion masiva de glucosa que se produce en
la DMT?2 es una fuente importante de ROS. Se trata de sustancias de vida media corta,
que ejercen un efecto local, pero que pueden provocar una situacion de estrés oxidativo
en la célula si los sistemas defensivos celulares no los contrarrestan adecuadamente. Se
ha descrito dafio oxidativo causado por ROS en pacientes con esteatosis, NASH y en
modelos animales de NASH!,

Los ROS pueden provocar una multitud de efectos, como son el aumento de la
sintesis de TNF-a, que, a su vez, puede causar resistencia a la insulina, necrosis y
apoptosis; el agotamiento de sustancias antioxidantes naturales y de ATP y NAD", dafio
al ADN, alteracion de la estabilidad de proteinas, distorsion de membranas y secrecion
de citoquinas proinflamatorias. Un efecto de ROS importante es la peroxidacion de
lipidos, lo que genera como productos finales aldehidos reactivos, compuestos de vida
media superior a la de ROS que tienen facilidad para difundir a través de las membranas
celulares, pudiendo alcanzar dianas extracelulares y extender al tejido los efectos del daio
oxidativo!”?.

La peroxidacion lipidica parece desempefiar un papel crucial en el dafio hepatocelular
que ocurre en NASH. Existe una fuerte asociacion entre la severidad de la esteatosis y el
riesgo de desarrollo de NASH correlacionada con el grado de peroxidacion lipidica!”. El
hecho no es sorprendente, ya que la gran cantidad de lipidos almacenados en un
hepatocito esteatdtico, ademds de ser una fuente de ROS a través de los sistemas
oxidativos, son un sustrato idoneo para la generacion de aldehidos reactivos. Estos
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productos tienen capacidad para bloquear la sintesis de nucledtidos y proteinas y
aumentar el TGF-B, que promueve la formacion de cuerpos de Mallory,
acumulaciones eosinofilas halladas en los hepatocitos de  personas que sufren
enfermedades hepaticas'’®. Ademads, resultan ser potentes quimioatrayentes de células
inflamatorias y activadores de HSC'’®. Todos estos fendmenos pueden producir muerte
celular por apoptosis y necrosis, inflamacion y fibrosis, todas ellas huellas histoldgicas
de NASH.

5.3.6 Muerte celular y necrosis

La muerte de los hepatocitos ocurre en forma de muerte celular programada
(apoptosis) o de forma accidental (necrosis) y juega un importante papel en la lesion
hepatica y el desarrollo de NASH!®,

La necrosis es considerada un proceso accidental caracterizado por la hinchazén de
las células y la pérdida prematura de la integridad de la membrana plasmaética. Es también
interesante, la necroptosis, una forma inmunogénica de muerte celular programada,
morfolégicamente similar a la necrosis y también ha sido implicada en la patogénesis de
la inflamacion que produce dafio hepatico!®?.

Por otro lado, la apoptosis se caracteriza morfolégicamente por un redondeo celular,
la concentracion citoplasmatica, la condensacion de la cromatina y la fragmentacion
nuclear. Para que esto tenga lugar se requiere de la accion de las caspasas, proteasas que
rompen a otras proteinas en residuos aspartato. Tanto la apoptosis como la necrosis
pueden ocurrir como consecuencia del mismo evento desencadenante.

La apoptosis se encuentra altamente regulada y puede ser ejecutada mediante dos
vias diferentes: la via intrinseca activada por mecanismos de estrés celular como el estrés
del RE o el estrés mitocondrial y la via extrinseca mediada por receptores de muerte
celular situados en las membranas celulares'®!. Los receptores de muerte celular que
pueden activar la via extrinseca incluyen los receptores del ligando inductor de apoptosis
relacionados con el factor de necrosis tumoral (TNF-related apoptosis-inducing ligand,
TRAIL), el receptor 1 del TNF (TNF receptor 1, TNFR1) y a Fas. Los AG citotdxicos
estimulan a los receptores tipo Fas y TRAIL y se ha visto que la expresion de estos
receptores se encuentra mas elevada en pacientes con NASH que en pacientes con
esteatosis simple !82. Las vias de TNFa y de la quinasa C-Jun N-terminal (C-Jun N-terminal
kinase, JNK) son claves en procesos apoptéticos, cuando se activan a través del receptor
TNFR1, se forma un complejo que induce la activacion de la caspasa 8 y la muerte celular.
En pacientes con NASH se ha visto un incremento en la expresion de TNFa y de su
receptor!®?,

La via de apoptosis intrinseca se caracteriza por la liberacion de factores activadores
de caspasas como el citocromo C desde el espacio intermembrana mitocondrial al
citoplasma. En el citoplasma forman un complejo denominado apoptosoma que activa a
la caspasa 9. Como ya hemos visto el exceso de ROS provocado por el estrés oxidativo
puede provocar dafios en el ADN mitocondrial, proteinas y fosfolipidos e inducir la
apoptosis de los hepatocitos. Ademas, como veremos con mayor detalle mas adelante,
alteraciones en la homeostasis del calcio, sobrecarga de sintesis de proteinas o su mal
plegamiento inducira estrés del RE que puede desencadenar en apoptosis'®*.

5.3.7 Inflamacion hepatica y fibrosis

Existe numerosas evidencias de la estrecha relaciéon entre la obesidad y la
inflamacion. La obesidad se asocia con un grado de inflamacion cronico en el TAB a
través del sistema inmune innato. Ademas, esta inflamacion va unida a la RI en tejidos
periféricos'®.
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Hoy también sabemos que la inflamacion hepatica tiene un papel muy importante en
el desarrollo de NAFLD. Generalmente, los AG saturados libres como el acido palmitico
y el &cido estedrico son directamente citotoxicos, pero ademads el acido palmitico es capaz
de inducir la formacion de ceramidas y lisofosfatidilcolina (lysophosphatidylcholine,
LPC), especies con un gran poder hepatotéoxico que ya han sido asociadas con RI y
esteatohepatitis. LPC puede activar rutas proapoptoticas y provocar la liberacion de
vesiculas extracelulares. Estas vesiculas pueden trasmitir sefiales desde los hepatocitos
dafados y podrian estar involucradas en la patogénesis de NASH mediante la activacion
de los macrofagos!®®,

Las células inmunes son activadas por sefiales de alarma enddgenas conocidas como
alarminas o por patrones moleculares asociados a dafio (damage-associated molecular
patterns, DAMPs)'87 los cuales son liberados por células muertas o dafiadas. EIl ATP
también funciona como alarmina, es liberado por células necrdticas alertando a los
neutrofilos circulantes para que se adhieran en los sinusoides hepaticos!88,

El higado ademads, presenta una gran exposiciéon a los productos microbiales
derivados del intestino, que tendran una gran importancia en la respuesta inflamatoria
hepatica, ya que la disbiosis intestinal ha sido relacionada con la obesidad'®, la
diabetes'” y NAFLD. Incluso se ha visto que el paso a un estado fibrotico esta
relacionado también con un cambio microbidtico!”!. Como hemos podido ver, tanto
ligandos endégenos liberados por células danadas como ligandos exdgenos procedentes
de la microbiota intestinal son capaces de activar diferentes rutas inflamatorias que seran
explicadas con detalle a continuacion.

De gran importancia en la respuesta inflamatoria hepatica son las células de Kupffer.
Son macrofagos residentes localizadas en el lumen de los sinusoides hepaticos,
englobando un 30% de las células sinuidales'®’. Debido a su origen, los marcadores de
macrofagos F4/80, CD11b y CD68 son también marcadores representativos de células de
Kupffer. Cuando estas células son activadas presentan marcadores de macrofagos de tipo
1 (proinflamatorios) o de tipo 2 (antiinflamatorios) en funcién del tipo de estimulo que
reciben. El balance entre las KC de ambos tipos es un factor clave en el desarrollo de
inflamacion en el higado'®%.

Las KC estan expuestas a través de la circulacion portal a numerosas sustancias como
nutrientes o productos de bacterias derivadas del intestino, por ello juegan un papel tan
importante en detectar y eliminar patogenos y particulas dafiinas por medio de los
receptores de reconocimiento de patrones (pattern-recognition receptors, PRRs). Estos
receptores comprenden al menos dos familias de proteinas sensoras: los receptores tipo
Toll (Toll-like receptor, TLR) y los receptores tipo Nod (Nod-like receptor, NLR), que
detectan sefiales dafiinas como las alarminas 0 DAMPs!?3,

Los TLRs, representan uno de los factores principales en el inicio de la inflamacion
hepatica en NAFLD, se ha demostrado que esto se debe a que en NAFLD aumenta la
permeabilidad intestinal, lo que permite que moléculas sefializadoras puedan llegar con
mayor facilidad al higado y activar dichos receptores. Consecuentemente se activaran las
KC que liberan una gran variedad de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias!”!.
Ademas, una de las caracteristicas histologicas de NAFLD es la infiltracion difusa de
linfocitos y macrofagos. Todo esto se ha demostrado que tiene un gran poder inductor de
RI e higado graso!'®’.

Existe una gran cantidad de TLR, en particular la activacion de TLR2, TLR4 y TLR9
induce varias citoquinas como TGF-f, IL-1p y TNFa, lo que conduce a la acumulacion
de lipidos, la activacion de HSC y la apoptosis hepatica. Esta apoptosis conduce a una
mayor activacion de los TLR y a una mayor liberacion de citoquinas, incluida la IL-6. Se
ha demostrado que los TLR 4 y 9 inducen inflamacion y fibrosis hepatica a través de la
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activacion del inflamosoma. Ademads, los efectos de TLR4 son impulsados
principalmente por las cascadas de NF-kf y MAPK que regulan la inflamacion, la
resistencia a la insulina y la homeostasis metabolica!”!.

Existen un gran numero de vias de sefializacién que desencadenan una respuesta
inflamatoria pero las mas relevantes son:

Factor nuclear k-IkB quinasa. TNFa es capaz de estimular esta ruta para provocar
la liberacién de senales proinflamatorias. NF-kff, se encuentra secuestrado por el
inhibidor IxB en el citoplasma. La activacion de la ruta conduce a la fosforilacion de IxB
y la consecuente liberacion de NF-kf3 que serd traslocado al nucleo y podra actuar sobre
sus genes diana. Los AGs pueden activar esta ruta de senalizacion directamente o a través
del estrés del RE y la desregulacién mitocondrial, induciendo la sobreexpresion de
citoquinas proinflamatorias como IL6 o TNFa. Los niveles séricos y en el higado de IL6
se encuentran incrementados en pacientes con NASH, sin embargo, de TNFa solamente
los niveles séricos se han visto incrementados en estos pacientes!®* 13,

Quinasa c-Jun N-terminal (JNK). JNK es una MAPK cuya fosforilacion y
consecuente activacion conlleva la fosforilacion el extremo N-terminal en los
homodimeros c-Jun para formar heterodimeros c-Jun-c-Fos que se unirdn a promotores
de genes proinflamatorios. Como veremos mas adelante, la senalizacion de JNK también
puede ser activada por el estrés del RE e inhibe directamente la sefializacion de la insulina
a través de la fosforilacion de su receptor, evitando asi, la fosforilacion de IRS™®,

El inflamosoma. Es un gran complejo multiproteico que detecta sefiales de dafio
intracelular por medio de los NLR. El inflamosoma mediante la asociacioén con la pro-
caspasa 1 media la escision y activacion de pro-IL1B y pro-IL8. Los hepatocitos danados
pueden transferir sefiales de dafio al regular la activacion del inflamosoma en las células
inmunes. De hecho, moléculas como el ATP y el 4cido trico, que se liberan de los
hepatocitos dafiados, activan inflamosomas en las KC del higado en modelos murinos de
NASHY,

Macréfagos. El reclutamiento de macrofagos derivados de la médula dsea es un
componente clave de la inflamacion aguda y croénica y estd relacionado con la regresion
de la enfermedad hepatica. Los macrofagos tradicionalmente son divididos segiin su
fenotipo en proinflamatorios (M1), cicatrizadores de la herida (M2) e inmunosupresivos
(macrofagos reguladores). Los macrofagos M1, son inducidos por interferon y (IFN-y),
lipopolisacaridos (LPS) y TNFa y expresan citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL6
e IL1; por lo que estan implicados en la patogénesis de la inflamacion hepatica cronica.
Los macrofagos M2 que son inducidos por 1L4, IL10 y IL13; producen IL10, TGF-, el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (platelet-derived growth tactor, PDGF) y el
factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor, EGF); poseen efectos
antiinflamatorios y promueven la cicatrizacién del dafio hepatico!*®. La activacion de
macrofagos en el tejido adiposo precede a la activacion de las células de Kupffer. El
desequilibrio M1/M2 a favor de M1 y la consiguiente liberacion de citoquinas
proinflamatorias por las KC es un paso critico para el desarrollo de NASH!®.

Antagonistas de quimioquinas. Son pequefias proteinas secretadas que regulan la
inflamacion, la migracion de leucocitos, la fibrosis y remodelado tisular y la angiogénesis.
Incluyen a 45 ligandos y 22 receptores que se expresan en diferentes tipos celulares. Las
KC son la mayor fuente de quimioquinas mediadoras en el dafio hepatico y NASH. Un
buen marcador de la transicion de esteatosis a NASH podria ser el ligando quimioquina
2 (chemokine ligand 2, CCL2) ya que sus niveles se encuentran incrementados en
pacientes con NASH?%,

El dafio en el hepatocito seguido de la inflamacion y la activacion del sistema inmune
innato conduce a la fibrosis hepéatica mediada por la activacion de las HSC y la secrecion
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y deposicion de matriz extracelular (MEC). Las HSC en estado quiescente se encuentran
localizadas en el espacio de Disse, un espacio perisinusoidal entre los hepatocitos y las
células endoteliales hepdticas. Estas células almacenan una gran cantidad de vitamina A,
representando el mayor almacén de todo el organismo?!, ademis expresan FT
adipogénicos como PPARY, receptor de adiponectina 1, perilipina 2, C/EBPd, C/EBPa,
C/EBPB y SREBPI1c. La diferenciacion de HSC en miofibroblastos se caracteriza por un
descenso de la vitamina A y por la pérdida del fenotipo adipogénico. Las HSC activadas
son la principal fuente de producciéon de MEC en la fibrosis hepatica que se produce
durante NASH y también contribuye a la inflamacién hepética por medio de la liberacion
de citoquinas®®?.

La activacion de las HSC es el resultado de la actividad inflamatoria de las células
inmunes del higado, principalmente de los macréfagos. El TGF-B1 derivado de
macrofagos es capaz de activar a las HSC siendo el agonista fibrogénico mas potente que
se conoce'®. Los macrofagos hepaticos, tanto las KC como los reclutados de la médula
6sea también potencian la fibrosis al promover la supervivencia de las HSC activadas
mediante la via de NF-kf. En consecuencia, se ha visto que la inhibicion de NF-kf3
estimula la apoptosis de las HCS activadas de rata y humanas, inhibiendo la fibrosis
hepatica?®. En la obesidad, la leptina también juega un importante papel en este proceso,
estimula la expresion de TGF-B1 en las KC promoviendo la activacion de las HSC?4,

5.3.8 Estrés del reticulo endoplasmatico

El RE es el lugar donde se sintetizan lipidos y esteroles, funciona como reservorio
de calcio regulando las concentraciones celulares del mismo y, ademas, es el principal
encargado de dar a una gran cantidad de proteinas una estructura activa, ya que es donde
se llevan a cabo procesos como el plegamiento, ensamblaje, glicacién y formacion de
enlaces disulfuro. El RE también juega un importante papel en la detoxificacion ya que
las enzimas del complejo citocromo P450 estan asociadas a su membrana®®®, Cuando la
célula esta expuesta a compuestos toxicos, el RE liso de los hepatocitos puede aumentar
su superficie para la eliminacion de dichos compuestos. Si por algun motivo, la cantidad
de proteinas inmaduras que llegan al RE sobrepasa su capacidad o se agotan las reservas
de calcio, las funciones del RE se veran alteradas. Esta condicion es conocida como estrés
del RE, cuando esto ocurre, la célula dispone de un sistema de transduccion de sefiales
conocido como respuesta a proteinas mal plegadas (unfolded protein response, UPR)
(Imagen 7).

El sistema UPR consta de 3 rutas de sefializacion intracelulares que pueden ser
activadas por proteinas localizadas en la membrana del RE, como la quinasa del FT
pancredtico del reticulo endoplasmatico iniciador de la traduccién eucariota (RNA-
dependent protein kinase-like ER eukaryotic initiation factor-2a kinase, PERK), el FT
activante 6 (activating transcription factor 6, ATF6) y la enzima dependiente de inositol
(inositol-requiring enzyme-1, IRE1)?%,

El objetivo de la activacion de la UPR es restablecer el buen funcionamiento del RE,
lo que conlleva varias acciones como la degradacion de las proteinas mal plegadas o
aumentar la expresion de las enzimas plegadoras o chaperonas, todo esto con el fin de
mantener la supervivencia celular. Sin embargo, cuando la perpetuacion del estrés del ER
no se puede bloquear/restaurar, la UPR conduce a una serie de eventos patoldgicos como
la activacion de la respuesta inflamatoria y de la muerte celular!”!.

En una célula normal, los tres sensores se mantienen inactivos a través de su
asociacion con la proteina regulada por glucosa 78 (glucose-regulated protein 78,
GPR78, también conocida como BiP), la principal chaperona del RE critica en el control
de la calidad de las proteinas y en el control de la activacion de la respuesta UPR.
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Cuando se produce una alteracion en la homeostasis celular como la deprivacion de
nutrientes, la acumulacion excesiva de lipidos o una gran acumulacion de proteinas mal
plegadas, GPR78 se libera y secuestra a las proteinas mal plegadas, lo que permite la
activacion de la UPR. Esto har4 que se inicie una cascada de respuestas que llevan a la
atenuaciéon de la traduccion de proteinas, la regulacion positiva de proteinas de
empaquetamiento y la degradacion de proteinas mal plegadas a través de los componentes
de degradacion asociados al RE (ER-associated degradatios, ERAD) tratando asi de
reestablecer la homeostasis del RE?°,

IREla cuando se disocia de GPR78, dimeriza y se autofosforila, promoviendo su
actividad endorribonucleasa, lo que provoca la escision del ARNm de la proteina 1 de
uniéon a X-box (X-box binding protein 1, XBP1), generando la forma escindida y activa
XBP1s. Ademas, la expresion de XBP1 aumenta a través de ATF6, proporcionando un
sustrato adicional para IRE1.

ATF6, tras la disociacion de GPR78, se traslada al aparato de Golgi donde unas
proteasas cortaran su extremo C-terminal. El fragmento generado, pasara al nucleo para
activar la transcripcion uniéndose a elementos de respuesta ATF/cAMP (cAMP-response
element, CRE) y a elementos de respuesta a estrés del RE (ERSE). Ademas, ATF6
también puede activar elementos ERAD a través de su dimerizacion con XBP1s?"7,

PERK, es una de las cuatro quinasas que pueden fosforilar a elF2a (a-subunit of the
translocation initiation factor). Este proceso es fundamental es fundamental para la
supervivencia celular ya que limita la cantidad de proteinas mal plegadas y el
consiguiente incremento del estrés oxidativo. Uno de los genes clave que se activa es el
FT 4 (ATF4), el cual induce la expresion de genes responsables de la respuesta
antioxidante, del metabolismo de los aminoacidos y de la apoptosis, como la proteina
homologa de C/EBP (C/EBP homologous protein, CHOP)?"7,

5.3.8.1 UPR EN EL DESARROLLO Y PROGRESION DE NAFLD

El papel de RE en los hepatocitos es de gran relevancia debido a su especial
importancia en la sintesis y secrecion de proteinas plasmaticas (albumina, globulinas,
fibrindgeno, etc.), ensamblaje y secrecion de VLDL, sintesis de colesterol y en el
metabolismo de xenobidticos; lo que hace tenga una gran extension de este organulo
celular!”!,

Como no podia ser de otra manera, los sensores del estrés del RE desempefian un
importante papel en el metabolismo lipidico hepatico, asi como en el desarrollo de
esteatosis y de RI hepatica. Esto se debe a que en enfermedades como la obesidad y
NAFLD, la capacidad de respuesta al estrés del RE se encuentra comprometida. Esto se
ha demostrado en diferentes modelos de raton con obesidad y esteatosis inducida por la
dieta y en modelos genéticos. Posteriormente también ha sido confirmado en pacientes
con NAFLD y NASH?208:209,

Ademas, muchas de las rutas de sefializacion que son activadas como respuesta al
estrés del RE promueven la acumulacion lipidica en el higado. En ratones ob/ob, la
esteatosis provoca estrés del RE, lo que conduce a la escision de los FT SREBP1 y
SREBP2, encargados de activar la LDN y el metabolismo del colesterol respectivamente.
La sobreexpresion de GPR78 en los higados de estos ratones, redujo la activacion de los
FT mencionados, asi como los niveles de TG hepaticos y de colesterol, ademas mejoro6
notablemente la sensibilidad a insulina en dichos ratones?'?.

Mas concretamente varias de las rutas de la UPR poseen importantes roles en la
estimulacion de la lipogénesis y un gran poder promoviendo la esteatosis hepatica. Los
ratones KO para ATF4 estan protegidos contra la obesidad inducida por la dieta, la
esteatosis y la hipertrigliceridemia al tener reducida la expresion de PPARy, SREBPIc,
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ACC y FAS. El mantenimiento prolongado del estrés del RE da lugar a una elevada
expresion de CHOP, lo que provoca la inhibicion C/EBPa, activador de importantes
reguladores del metabolismo lipidico y participando, por lo tanto, en la generacion de la
esteatosis. Ademas, la disminucién en la fosforilacion de elF2a se correlaciona con una
reduccion de la expresion del FT PPARy y de sus reguladores upstream C/EBPa y
C/EBPp?!!,

Por otro lado, la via IREla-XBP1 es necesaria para el mantenimiento de la
homeostasis lipidica en el higado en condiciones de estrés del RE. Ratones con una
deleccion de IREla en los hepatocitos especificamente desarrollan esteatosis severa
después de un tratamiento inductor de estrés del RE, esto se debe a la disminucién en la
expresion de los FT, C/EBPa, C/EBPB y PPARYy. Estd via también desempefia un papel
importante en el ensamblaje y secrecion de VLDL hepaticas.

En los hepatocitos, XBP1 regula la LDN mediante la unioén directa a los promotores
de genes lipogénicos como ACC2, SCD1 y DGAT2 promoviendo su activacion. Por lo
que la delecion en higado de ratdon de esta proteina provoca la reduccion de la LDN y de
la cantidad de TGs, AG libres y colesterol en suero?!2.

Por tltimo, la via de ATF6 también desempefia un importante papel en la regulacion
de la acumulacién de lipidos inducida por estrés del RE. Un estudio en hepatocitos ha
demostrado que ATF6 es capaz de inhibir la accion lipogénica de SREBP2!% y, ademas,
ratones deficientes en ATF6 desarrollan esteatosis cuando se mantienen en condiciones
prolongadas de estrés?!3.

Ademas de todos estos efectos en relacion a la regulacion lipogénica del higado, las
diferentes vias UPR poseen la capacidad de controlar otras respuestas y acontecimientos
celulares de gran relevancia para el desarrollo de NASH como son la inflamacion, la
apoptosis y la disfuncién mitocondrial.

5.3.8.2 Inflamacion
El vinculo entre el estrés del RE y la inflamacion ha quedado reflejado en numerosos
estudios y se produce a través de la activacion de INK y NF«P y por la produccion de
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ROS y 4cido nitrico?'* 215, La via de IRE1o ademas de regular la adaptacion al estrés del
RE a través de la escision de XBP1 también es capaz de activar rutas de sefializacion
relacionadas con la inflamacion y apoptosis. Cuando es activada, es capaz de activar
quinasas de estrés como JNK promoviendo la via de NFxB?!>.

5.3.8.2 Apoptosis

El estrés del RE crénico puede desencadenar en la apoptosis de los hepatocitos a
través de tres mecanismos: (1) activacion de CHOP, (2) activacion de la sefializacion de
las quinasas JNK y (3) alteraciones en la homeostasis del calcio. Las vias de PERK y
ATF6 inducen la activaciéon de CHOP, considerada una de las proteinas proapoptoticas
mejor reguladas en UPR?!6, Ademas, como se ha mencionado anteriormente la activacion
de IREla puede desencadenar en la apoptosis por medio de la activacion de JNK y
NF«p?!".

5.3.8.3 Disfuncion mitocondrial

La sobrecarga de lipidos influye en la composicion de la membrana celular. Se ha
visto en ratones obesos incrementada la ratio fofatidilcolina/fosfatidiletanolamina, lo que
provoca una alteracion en la fluidez de la membrana y en consecuencia de la homeostasis
del calcio?!® y como hemos visto esto puede activar las vias apoptoticas. CHOP de forma
indirecta provoca la desforilacién de elF2a lo que conduce a que las proteinas puedan
continuar sintetizdndose y entrando prematuramente en el RE para plegarse. La entrada
de proteinas en el RE durante condiciones de estrés, puede producir ROS, es lo que se
conoce como plegamiento oxidativo de las proteinas. Por otro lado, la via de PERK puede
activar un programa antioxidante para limitar la produccion de ROS a través de la
fosforilacion de Nrf2, que se traslocard al nticleo donde activara la expresion de enzimas
antioxidantes?"’.

Como hemos visto el papel que juega el estrés del RE en el desarrollo y la progresion
de NAFLD es muy complejo, siendo al mismo tiempo una posible causa y una
consecuencia de la excesiva acumulacion de lipidos en los hepatocitos. Lo que si esta
claro es que el RE constituye un orgénulo clave en el control de la inflamacion, la muerte
celular y el metabolismo lipidico y que el estrés del RE cronico produce consecuencias
agravantes claves en la progresion de la patologia, como la alteracion de la sintesis de
lipidos y colesterol agravando la disfuncién mitocondrial y la homeostasis del RE o la
liberacion de citoquinas proinflamatorias e inductores apoptdticos.

Todos estos procesos contribuyen al daio y la muerte hepatocelular, promoviendo la
fibrogénesis y la proliferacion de progenitores de hepatocitos para compensar la perdida
de los mismos, lo que se considera un proceso clave en la progresion de NAFLD a NASH
e incluso en el desarrollo de cirrosis y HCC?'°,

6 p107 Y SU FUNCION EN EL METABOLISMO

6.1 LA FAMILIA PROTEICA DE LAS POCKET PROTEIN

El gen del retinoblastoma (Rb) fue identificado como el gen cuya perdida producia
retinoblastoma hereditario en nifios y fue el primer gen supresor de tumores reconocido
y clonado®?” 22!, El gen codifica la proteina del retinoblastoma (pRB, RB o RB1), un
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regulador central del ciclo celular y el miembro fundador de la familia proteica Pocket
protein (PP) de la que también forman parte p107, codificado por el gen RBLI**? y p130
(RBL2)*®.p107 y p130 comparten un 54% de identidad en la secuencia entre si y un 30%
con RB, ademads estas proteinas comparten una region estructural caracteristica, esta es el
dominio Pocket, se trata de una estructura que se encuentra dividida en dos regiones en
RB y en tres en p107 y p130*** (Imagen 8).

Los principales FT con los que fueron relacionadas estas proteinas han sido los E2F.
Estos FT regulan el ciclo celular de los mamiferos controlando la expresion de genes
necesarios para la sintesis de ADN y la division celular. La actividad de los E2F es
regulada por los miembros de la familia PP, los cuales cuando se encuentran en un estado
hipofosforilado y por tanto sus domino Pocket desplegados, son capaces de unirse a los
E2F y asi impedir la interaccion de los mismos con sus genes diana. La disociacion del
complejo PP-E2F se induce mediante la fosforilacion en varios residuos Ser/Thr del
domino C-terminal de las PP por quinasas dependientes de ciclinas (cyclin-dependent
kinase, CDK)?*?° o por la unién de proteinas virales como el antigeno T SV40?%¢ o la
proteina E7 del virus del papiloma humano??’. En este sentido, la actividad de las PP esta
modulada por su estatus de fosforilacion, un estado hiperfosforilado debido a la accion
de determinadas CDK inactiva la accion de las PP, sin embargo Ser/Thr fosfatasas (PP1
Y PP2A) son las responsables de la desfosforilacion y la consecuente activacion de las
PP228.

La familia de los E2F contiene ocho miembros, cinco de los cuales forman complejos
con PP. E2F1-3 se asocian con RB y son potentes activadores de la transcripcion durante
las fases Gi1 y S del ciclo celular?®. E2F4 se encuentra formando complejos con todas las
PP y tipicamente potencia la expresion de genes represores, aunque algunos estudios
sugieren que podria promover la proliferacion en ciertos contextos durante el desarrollo,
actuando a través de la asociacion con otros FT,

Observaciones genéticas sugieren funciones distintas para las PP. Por ejemplo, solo
la deleccion de RB es letal desde etapas embrionarias en raton?!, RB es un supresor
tumoral mucho mas potente en modelos de cancer de raton?*2, y sus mutaciones son
frecuentemente observadas en diferentes tipos de cancer humano?3?. Sin embargo, ratones
KO para pl07 o pl130 resultan en un fenotipo viable y no desarrollan tumores
espontaneos?32, Hasta ahora, la unica deleccion observada de p107 ha sido encontrada en
desordenes mieloproliferativos, donde una larga region del cromosoma 20q que contiene
hasta 115 genes se encuentra delecionada?**. Una posible explicacion para eso es que, en
condiciones normales RB es la tinica que forma complejos con los E2F activadores
(E2F1-3)%,

La union a diferentes E2F hace que controlen el ciclo celular en diferentes fases y de
formas muy diferentes, por ejemplo, RB tiene la habilidad de estabilizar el inhibidor de
CDK p27, promoviendo la apoptosis y manteniendo la estabilidad genomica?3®. Por otro
lado, p107 y p130 actlian por si mismos como inhibidores de CDK y promueven la
quiescencia a través de su incorporacion en el complejo DREAM, un complejo proteico
que reprime la expresion de genes del ciclo celular cuando la célula se encuentra en un
estado quiescente a través de la union de proteinas estructurales MuvB con E2F4/5 y p107
0 p130%%,
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Ademas, las PP pueden mediar la represion de la transcripcion a través del

reclutamiento de modificadores de histonas como histonas desacetilasas®?’ e histonas
metilasas®38.
Dominio N-terminal Dominio Pocket Dominio C-terminal Dominio pocket
I I L 928aa ! Dominio de inhibicién
de CDK
RB A B Dominio de unién a
ciclina/CDKy a PP2A

Dominio de unién a

1068aa E2F1, ciclinas y PP1
p107 I A I 8y |8
1139aa
p130 l A I B =

Imagen 8. Estructura y dominios de las pocket protein (Elaboracién propia).

6.2 FUNCIONES DE P107

6.2.1 p107y laregulacion del ciclo celular

pl107, fue identificada a través de su interaccion con el antigeno T SV40 grande y
con el adenovirus E1A. Estructuralmente, pl107 posee una mayor homologia en su
secuencia con p130. Ambos contienen las regiones A y B del dominio pocket separadas
por una region espaciadora y la regiéon B dividida en dos regiones. También, tienen
distintos dominios de union a ciclinas diferentes a los de RB y contienen un domino
inhibidor de CDK en la region N-terminal del que también carece RB (Imagen 8).

A diferencia de RB y p130, los niveles de p107 son generalmente, pero no siempre,
bajos en quiescencia y células diferenciadas y elevados en células proliferativas?4%-24!,

Podemos encontrar moléculas de p107 tanto en el citoplasma como en el nucleo en
varios tipos celulares, predominando en los mas proliferativos?*?. Mientras que los
complejos p130/E2F4 los encontramos principalmente en las fases Go y Gi, los
p107/E2F4 incrementan después de Gy a lo largo de la fase S**. Estos datos sugieren
que p107 puede reclutar FT desde el citoplasma y el ntcleo para regular la transcripcion
a nivel de promotor de diferentes genes.

De las tres PP, p107 es la mas fuertemente regulada a nivel transcripcional®#*. p107
es una diana de E2F, conteniendo dos sitios para la union de estos FT en su promotor?®.
Por ello, tras la delecion de RB y el consecuente incremento en la actividad de E2F
provoca un incremento de expresion de pl107, siendo capaz de compensar la pérdida de
RB en ciertos contextos?#S.

pl07, como p130 y RB, son un sustrato para la actividad kinasa de CDK/ciclina
durante la progresion del ciclo celular, lo que provoca la liberacion de los FT E2F de p107
y en consecuencia la represion de los promotores de los genes diana?*7- 248,

En células quiescentes, p107 se expresa normalmente a bajos niveles y se encuentra
hipofosforilada al igual que RB, p107 se fosforila a medida que la célula progresa hacia
la fase S?#-2%0, Asi, los niveles mas altos de p107 en dicha fase se encuentran cuando la
proteina esta funcionalmente desactivada debido a su fosforilacion. Después de la fase S,
p107 permanece fosforilada a lo largo del ciclo celular hasta la llegada a la siguiente fase
G, donde es desfosforilada por PP2A, y puede unirse de nuevo a E2F?1-233,

62



INTRODUCCION

Como ya se ha dicho p107 se une preferentemente a E2F4 y E2F5, pero en caso de
producirse la ausencia de RB, p107 podria realizar una funcién compensatoria y unirse y
formar complejos con E2F1-3%4,

pl07 y p130 pueden unirse e inhibir a los complejos kinasa ciclinaE/CDK2 y ciclina
A/CDK2 a través de la region espaciadora entre los dominios pocket A y B que no esta
presente en RB?#%-2%:256 Ademas de esta region, poseen un dominio en la parte amino-
terminal que también puede inhibir la actividad kinasa de ciclinas/CDK de forma similar
a los inhibidores de kinasas dependientes de ciclinas p21 y p272°7- 258, Por lo tanto, los
complejos pl107/Ciclina/CDK pueden ser encontrados en la célula unidos a complejos
E2F4/DP o por si solos®8,

A través de su region N-terminal, pl07 también puede unir otros FT como Spl
reprimiendo su activacion transcripcional>>® 0 a Smad3 en respuesta a la sefializacion de
TGEFp. En este contexto pl07 sirve como un adaptador necesario para la entrada en el
nucleo de complejos E2F4-5/D y Smad3, una vez en el nucleo todo el complejo se une al
promotor de c¢-Myc y reprime su transcripcion®®®, Ademas, se ha visto en ensayos de
transfeccion transitoria que pl07 también es capaz de unirse directamente a c-Myc a
través del domino pocket evitando su transactivacion?6!-262,

6.2.2 Papel de p107 en el desarrollo

Al igual que RB, p107 también ha sido implicado en la regulacion del desarrollo de
numerosos tipos celulares. Para entender estas funciones ha sido clave la utilizacion de
modelos de ratones mutantes para p107.

El raton deficiente en p107 con fondo mixto (129/Sv:C57/BL6) es viable y fértil, y
los fibroblastos embrionarios de raton (mouse embryonic fibroblast, MEF) derivados de
este animal no muestran ningin defecto significativo en el ciclo celular?®®. Sin embargo,
el raton deficiente en p107 con un fondo Balb/c presenta una severa deficiencia en el
crecimiento postnatal, asi como una hiperplasia mieloide en el bazo y el higado. Los MEF
y mioblastos derivados de estos ratones muestran un incremento en la proliferacion
asociado con una expresion constitutiva de la Ciclina E?**, Ademas, muestran una
reduccion en la diferenciacion del TAB debido a que RB no es capaz de incrementar su
expresion, algo necesario para iniciar la diferenciacion in vivo a través de la interaccion
con PGCla!®,

Embriones doble KO para p107 y p130 mueren al nacer con multiples defectos en el
desarrollo de tejidos. Esos defectos pueden ser debidos a una disminucién en los niveles
de moléculas imprescindibles como la proteina BMP y p63 en la epidermis, lo que sugiere
un papel en el desarrollo epitelial para p107 y p1302%,

p107 también ha sido implicada en el control del desarrollo del hueso y del cartilago,
los embriones de raton doble KO pl107-/-; p130-/-, al igual que el pl07-/-; p21-/-
presentan defectos en osificacion de huesos largos y en la proliferacion de condrocitos?®:
267 En el cerebro del raton adulto la expresion de pl07 solo se produce en células
progenitoras en ciclo en la zona ventricular y su expresion disminuye cuando estas células
se van diferenciando en neuronas corticales®®®.

Estudios recientes también han descubierto funciones de p107 solapadas con RB
durante el desarrollo. La pérdida adicional de p107 en ratones KO para RB acorta la
esperanza de vida de los embriones a un estadio E14.5, debido a un incremento anormal
en los niveles de proliferacion y apoptosis en el SNC, ademas provoca defectos en el
desarrollo del corazén, fendmenos que no se observan en embriones deficientes en RB o
p107 por si solos?®. Por lo tanto, pl07 puede compensar parcial o completamente la
pérdida de RB en varios tejidos durante el desarrollo.
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Un ejemplo de la compensacion de la pérdida de RB por p107 es mostrado en un
estudio en el que, un solo alelo de pl07 es suficiente para funcionar como supresor
tumoral en ratones con mutacion de RB en la epidermis, previniendo asi el desarrollo de
tumores a pesar de presentar hiperplasia epidérmica e hiperqueratosis®’®. Otro claro
ejemplo de la compensacion, al menos parcial, por parte de p107 tras la pérdida de RB se
puede ver en el control del desarrollo de células oo y B pancreaticas. Se sabe que RB no
es imprescindible en células B maduras, posiblemente debido a la compensacion por
p130271- 272 Sin embargo, la delecion de RB en progenitores pancreaticos mejora la
tolerancia a la glucosa debido a un incremento en la proliferacion y diferenciacion de
células B, pero interrumpe la proliferacion y supervivencia de células a?’3. Por otro lado,
mientras que p107 por si solo no tiene un papel esencial en la homeostasis de los islotes,
cuando se combinan las deleciones de RB y p107 en islotes proliferativos tampoco se
produce ningun efecto a mayores de lo explicado anteriormente, sin embargo, se acentia
la apoptosis de células o y B asociada al envejecimiento, provocando una mayor
intolerancia a la glucosa y la disminucion de la densidad de islotes?’*.

Sin embargo, p107 no es capaz de compensar la pérdida de RB en todos los contextos
ni tejidos, lo que si estd claro es que en cierto modo las PP poseen algunas de sus
funciones solapadas o al menos respaldadas entre ellas, lo que les confiere cierta
flexibilidad en caso de verse expuestas a mutaciones.

Como ya hemos visto en varios ejemplos expuestos con anterioridad las PP realizan
importantes funciones en la diferenciacion y el desarrollo de diferentes tipos celulares y
tejidos. Es de especial importancia desde el punto de vista de la homeostasis energética
su papel en la diferenciacion de preadipocitos.

Ya desde finales del pasado siglo sabemos que todas las PP se encuentran implicadas
en la regulacion de este mecanismo. RB fue el primer ejemplo de proteina con funciones
opuestas en la adipogénesis blanca y marron, siendo su expresion indispensable para la
diferenciacion en un adipocito blanco?’>?7’. RB se encuentra en el nucleo de precursores
adipocitarios blancos, pero no en marrones. Ademas, se fosforila rapidamente y en
consecuencia se inactiva en TAM de ratones expuestos a frio ya que este proceso
promueve una significante neodiferenciacion del TAM. También se reduce la expresion
de RB tras la transdiferenciacion de adipocitos blancos retroperitoneales a adipocitos con
caracteristicas de tipo marrén inducida por la estimulacion mediante agonistas 3278,

Posee efectos tanto inhibitorios como estimulantes en la adipogénesis del adipocito
blanco. Por un lado, hay evidencias de que la forma activa de RB actia como correpresor
transcripcional de PPARY, un receptor nuclear de gran importancia en la adipogénesis®”
y por otro lado, se ha demostrado que las células precursoras de adipocitos blancos que
carecen de RB muestran una diferenciacion defectiva en respuesta a estimulos
hormonales!'® 2% algo que puede ser evitado por la activacion inducida por ligando
(rosiglitazona) de PPARY?™.

La actividad de RB podria facilitar la adipogénesis al desencadenar la salida
permanente del ciclo celular requerida para la diferenciacion terminal®®!, al potenciar, a
través de su interaccion directa, la activacion transcripcional de C/EBP?2, y a través de
efectos en la ruta de kinasas activadas por mitogenos®®3.

Ademas, RB parece tener un efecto inhibitorio especifico en la adipogénesis marron
y ha sido propuesto como interruptor molecular entre la diferenciacion a adipocito blanco
o marr6n?’8, RB interacciona con E2F para unirse al promotor de PGCla y reprimir su
transcripcion, inhibiendo asi la expresion de UCP-1 y haciendo que el preadipocito se
diferencie a un adipocito blanco!%.

Unos afios mas tarde también se demostré como p107 y p130 ejercen un importante
papel en la diferenciacion adipocitaria. Su expresion se encuentra regulada
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diferencialmente durante el desarrollo de la linea de preadipocitos 3T3-L1 encontrando
altos niveles de p130 y bajos de p107 en el dia 0 de preadipocito quiescente y lo opuesto
en el dia 1 (24 horas tras la induccion hormonal de la diferenciacién) con un incremento
importante en la expresion de pl107 y la reduccion de p130. Durante los dias 2 y 4 este
cambio en la expresion comienza a revertirse y ya en el dia 4 donde el adipocito se
encuentra en un estado quiescente estas proteinas vuelven a los niveles encontrados en el
dia 1284,

En un principio se pensod que el incremento en la expresion de p107 en el dia 1 era
indispensable para llevarse a cabo la fase de expansion clonal mitotica, proceso que
ocurre en las primeras 24 horas después de haberse inducido la diferenciacion?®®, sin
embargo estudios adicionales en los cuales la expresion de estas proteinas fue analizada
después de desacoplar la expansion clonal de la diferenciacion, revelaron que p107 esta
asociado con la diferenciacion terminal del adipocito y no con la fase de expansion clonal,
mientras que p130 esta mas asociado con la expansion clonal y no con la diferenciacion
terminal®®. Esto fue confirmado también en células madre derivadas de tejido adiposo
humano donde vieron que los niveles de p107 mostraron el mismo incremento transitorio
que el visto en las células 3T3-L1, sugiriendo que p107 también posee una funcion en la
diferenciacion de adipocitos humanos?®’.

Diversos estudios ponen de manifiesto también a p107 como un importante regulador
del linaje final de preadipocitos y en los tltimos afios ha sido postulada como correpresor
del programa termogénico derivado de Prdm16. Las células madre deficientes en p107
dan lugar a adipocitos de tipo marron, ademas la programacion a fenotipo marrén
inducida por Prdm16 en MSC mostré niveles muy bajos de p107. De hecho, Prdm16
suprimio la expresion de p107 al unirse directamente a su promotor. Ademas, la expresion
sostenida de p107 bloqued la capacidad de Prdm16 para inducir la expresion de los genes
del adipocito marron®®. Demostrando que la expresion de pl107 en células madre
compromete a las células a desarrollar un linaje de adipocito blanco.

6.2.3 p107 y regulacion metabdlica

Ademas de todas las funciones mencionadas anteriormente, durante los ultimos afos
se ha visto cierta implicacion por parte de estas proteinas en la regulacion del
metabolismo, siendo en consecuencia de gran importancia en el control del balance
energético.

Ya son numerosas las evidencias de la implicacion de la PP RB en este aspecto. En
humanos, el tejido adiposo de sujetos obesos independientemente de que tuviesen
diabetes tipo 2 0 no mostrd bajos niveles de expresion de RB. La expresion de RB se
encuentra positivamente asociada con la expresion de marcadores adipogénicos (Pparc,
IRS1) y lipogénicos (FAS, ACC) en TAB, pero esta asociada negativamente con el IMC,
la glucosa en suero o los niveles de insulina®®. Algo similar se encontré en un modelo de
raton con obesidad inducida por la dieta, donde la inactivacion o deleccion de RB en
tejido adiposo conduce a un fenotipo antiobesogénico?**->!,

Los ratones Rb+/- expuestos a HFD presentan un fenotipo mas delgado que los
controles WT, ya que la haploinsuficiencia de Rb mejora la sensibilidad a la insulina, la
tolerancia a la glucosa y aumenta el gasto energético y el programa termogénico en TAB
epididimal (TABep)?®2°°. Sin embargo, el efecto antiobesogénico y la reduccion del
TAB inducida por la haploinsuficiencia de Rb aparece solo en ratones maduros no en
jovenes?®.

La inhibicion especifica de Rb en adipocitos produce un fuerte efecto protector frente
a la obesidad, mostrando estos ratones tras ser expuestos a HFD menor peso corporal,
menos TAB y menores niveles de leptina en suero que sus correspondientes controles.
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Este efecto protector frente a obesidad inducida por la dieta fue consecuencia de un
aumento en el gasto energético debido a un incremento de la biogénesis mitocondrial y
de la actividad de genes termogénicos como Ucpl, Pgcla'y Ppary en TAB y TAM*!,

Como hemos mencionado anteriormente, la expresion y la actividad de Rb en el
tejido adiposo se encuentra incrementada en obesidad, y su inactivacion protege contra el
desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, la expresion de Rb en el hipotdlamo se
encuentra inhibida en un modelo de obesidad inducida por la dieta, por lo que Rb podria
actuar en el hipotalamo como un supresor de la obesidad?®2.

Ademas, en células musculares, el silenciamiento de Rb mediante ARNsi potencia el
metabolismo oxidativo mitocondrial, asi como la eliminacion de AG y glucosa y
disminuye la acumulacion de lipidos intracelulares. En este modelo han visto que el
silenciamiento de Rb provocé un incremento de un 200% en la expresion de p107, por lo
que se concluy6 que algunos de estos efectos se encuentran mediados por el consecuente
aumento en la expresion de p107. Por ello, estudiaron la inhibicién de p107 en una linea
celular de miotubos y demostraron que, tanto por si sola como junto con el
cosilenciamento de Rb, se provoco una disminucion significativa de Cd36 y Pdk4?%3.

Por ahora no conocemos demasiado el papel de pl107 en la regulacion metabdlica,
uno de los primeros campos en donde se le atribuy6 un rol en el control del metabolismo
es en la diferenciacion adipocitaria. Se demostré que p107 juega un papel importante en
el control bioenergético y en el estado metabolico de los progenitores adipocitarios. En
estas células, el silenciamiento de p107 conduce a la glucosa a la formacion de lactato a
través de un mecanismo que implica un incremento en la expresion de LDHa y PDK2,
una disminucion de la capacidad de particion de NADH de la glucolisis a las mitocondrias
y un aumento de la capacidad oxidativa mitocondrial de sustratos distintos de la glucosa
mientras la proliferacion celular se encuentra detenida?®*. El lactato, puede actuar como
inductor del linaje marron en progenitores adipocitarios?®>, por lo que esta es otra via por
la que la ausencia de p107 podria promover la formacion de adipocitos marrones o beige
en lugar de adipocitos blancos. Ademas, p107 podria también regular estos procesos de
forma epigenética. Se sabe que la utilizacion de diferentes nutrientes dentro de las vias
metabolicas puede controlar en cierto modo los programas epigenéticos, por ejemplo, el
Acetil-CoA que proviene del piruvato como producto final de la glucoélisis o por medio
de la B-oxidacion de AG, es un componente esencial para la enzima modificadora de
histonas, histona acetiltransferasa (HAT)?%%. De hecho, p107 se asociada con Suv39hl,
una metiltransferasa que metila la histona 3 (H3K9) y provoca la represion de diversos
genes?”’. Curiosamente, recientemente se ha demostrado que la desmetilacion de la lisina
27 de la histona 3 es necesaria para el desarrollo del TAM??8, Aunque esto ultimo deberia
ser mas profundamente estudiado.

La relevancia de p107 en modelos in vivo en relacion a su funcion en la homeostasis
metabolica todavia no esta clara. Los datos obtenidos hasta ahora, se limitan a un tnico
estudio en un modelo de raton KO global para p107 con fondo genético Balb/c. En este
modelo se vio como la disminucion global de p107 conduce a una disminucion en el
tamano de los diferentes depositos de TAB. Estos ratones también tienen un fenotipo mas
delgado, incluso cuando fueron expuestos a HFD durante 8 semanas, pero sus higados no
mostraron ninguna alteracion. Estos cambios se cree que fueron debidos a un aumento de
la oxidacion de lipidos en el musculo esquelético. En este estudio de nuevo se ve como
p107 actlia como correpresor de PGCla uniéndose a su promotor, pero en este caso en
células musculares. Es por ello, que el silenciamiento de p107 promueve la formacion de
fibras musculares de tipo prooxidativo a través de un incremento en la expresion de
PGCla?”.
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Recientemente, un estudio en humanos evalu6 la asociacion de RB y p107, con la
adaptacion mitocondrial inducida por el ejercicio de resistencia en el musculo esquelético
humano. Se demostr6 que los niveles de p107, pero no de RB, disminuyen a las 3 semanas
de entrenamiento en intervalos de alta intensidad. Ademas, encontraron una correlacion
inversa entre la expresion de p107 y la fosforilacion oxidativa mitocondrial, asi como con
los complejos de la cadena de transporte electronico mitocondrial después de 9 sesiones
de entrenamiento. Esto le da a p107 una importante funcion en el proceso de adaptacion
al ejercicio en el musculo esquelético humano3®,
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Nosotros hipotetizamos que pl07 podria estar implicado en la regulacion del
metabolismo energético global y que su inhibiciéon podria prevenir del desarrollo de
obesidad y MAFLD.
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OBJETIVOS

Los objetivos propuestos en la presente tesis doctoral son los siguientes:

1.

2.

AVERIGUAR LA IMPLICACION DE P107 EN EL METABOLISMO ENERGETICO Y SU
RELACION CON LA TERMOGENESIS

ESTUDIAR LAS ACCIONES DE P107 EN EL METABOLISMO LIPIDICO EN EL HIGADO DE
RATONES ALIMENTADOS CON DIETA NORMAL

ESTUDIAR LAS ACCIONES DE P107 Y LOS POSIBLES MECANISMOS SOBRE EL
METABOLISMO LIPIDICO EN EL HIGADO DE RATONES EN UN MODELO DE OBESIDAD
INDUCIDA POR DIETA Y EN HEPATOCITOS DE RATON

ANALIZAR LAS VARIACIONES DE P107 EN MODELOS DE NASH Y FIBROSIS
ESTUDIAR LAS IMPLICACIONES DE P107 EN METABOLISMO LIPIDICO EN CELULAS
HUMANAS

ESTUDIAR LA IMPLICACION DE P107 EN HIGADO DE HUMANOS CON NAFLD Y
NASH
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1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Todos los experimentos con animales han sido revisados y aprobados por el comité ético
de la universidad de Santiago de Compostela (procedimiento de la Dra. Sulay Tovar
Carro; 15010/17/002) de acuerdo con la normativa europea y espaiola para el uso de
animales de experimentacion animal; realizado, por tanto, en cumplimiento de la 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 de Espafia
1201/2005, del 10 de octubre, sobre la proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos.

En vista de las condiciones éticas asociadas con el uso de animales, los disefos
experimentales se realizaron teniendo en cuenta el principio de las tres R (reemplazo,
reduccion y refinamiento). En base a estos principios, a lo largo de la realizacion de esta
tesis doctoral, se asegurd que los procedimientos realizados fueran aquellos que:
implicaran el uso minimo de animales, afectara lo minimo a la capacidad de sentir dolor,
sufrimiento, angustia o dano duradero y, por tanto, tuvieran mayores probabilidades de
producir resultados satisfactorios.

Debido a la naturaleza y perspectiva fisiologica del estudio se limitd seriamente la
posibilidad del reemplazo del uso de animales. La homeostasis energética implica la
comunicacion de los tejidos periféricos con el SNC a través de sefiales que transcurren
por el torrente sanguineo; por ello, la sustitucion de los modelos animales no se consider6
factible. Sin embargo, si se redujo al minimo el nimero de roedores utilizados en cada
experimento.

1.1 MODELOS ANIMALES
Para el desarrollo de este trabajo se han utilizado los siguientes animales de
experimentacion:

1) Ratéon macho adulto de entre 5 y 6 semanas de edad y un peso aproximado de 25g
de la cepa C57BL6 procedentes del animalario central de la Universidade de Santiago de
Compostela.

2) Ratones hembras y macho KO para el gen Rb// (Suministrados por el Doctor Anxo
Vidal, del CIMUS-Universidade de Santiago de Compostela) y sus controles de tipo
salvaje (wild type, WT) de la cepa C57BL6/129 (fondo mixto) hermanos de camada de 4
semanas de edad al inicio del experimento.

1.2 GENOTIPADO DE LOS RATONES TRANSGENICOS

1.2.1 Extraccion de ADN a partir de un fragmento de cola

Para el genotipado de los ratones se cortd una pequena muestra de la punta de la cola
(<5mm) antes de los 21 dias de edad. Posteriormente, se procedi6 a la extraccion del ADN
lo que afiadimos 500uL de tampén de cola (Tabla 1) y 10uL de proteinasa K (20mg/mL)
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(Invitrogen). Para una digestion eficiente dejamos las colas toda la noche en un
termobloque a 55°C.

Tabla 1. Composicion del tampon de cola para extraccion de ADN.

Tris 100mM pH 8
EDTA 0,5mM pH 8
SDS 0,2%
NaCl 200mM

Completar con agua destilada un volumen de 500mL

Una vez digerida la cola, seguimos el siguiente protocolo:

- Centrifugar las muestras a 13200 revoluciones por minuto (rpm) 10 minutos y
transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.

- Afadir 500pL de isopropanol puro y mezclar mediante inversion.

- Centrifugar a 13200 rpm durante 10 minutos. Al finalizar deberiamos observar un
precipitado en el fondo del tubo. Descartar el sobrenadante con cuidado para no perder el
precipitado.

- Afadir 500uL de etanol al 70% e invertir varias veces para lavar el precipitado.

- Centrifugar a 13200 rpm durante 10 minutos.

- Eliminar el sobrenadante y dejar secar el precipitado a temperatura ambiente
durante unos 20 minutos dejando los tubos abiertos.

- Afadir 50pL de agua Milli-Q y guardar a 4°C hasta el momento de realizar la
reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR).

1.2.2 Amplificacion mediante PCR convencional

Una vez realizada la extraccion del ADN gendmico procederemos a su amplificacion
mediante PCR convencional utilizando los cebadores especificos. La sintesis de los
cebadores la realiz6 EUROFINSDNA (Thermofisher) con una purificacion tipo HPSF y
una concentracioén de 0,01 umol.

Tabla 2. Oligonucleétidos para el genotipado de los ratones p107 KO.

p107WT TGTGCTGAGCATGAACAGAC 60
p107KO ACGAGACTAGTGAGACGTGC 62
p107 Comun TCGCTGGCAGTCTGAGTCAG 64

En las siguientes tablas se detallan las condiciones para el genotipado de los ratones
p107 KO global:

Tabla 3. Condiciones de la PCR para el genotipado de los ratones p107 KO.

Desnaturalizacion

. 94 3 1
inicial
Desnaturalizacion 94 1
Alineamiento 55 1
Extension 72 1 34
Elongacion final 72 4 1
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Tabla 4. Cantidades de los reactivos necesarios para la mezcla de PCR de los ratones p107 KO.

H20 miliQ - - 19,85
Tampon Taq Thermo Fisher 25
Polimerasa 10x Scientific (EP0712) ’
Thermo Fisher
dNTPs Scientific, 100mM 4 mM 0,2

dNTP set (10297018)
Thermo Fisher

Oligo p107 WT Scientific (Eurofinsdna) > HM 0,2
. Thermo Fisher
Oligo p107 KO Scientific (Eurofinsdna) > M g2
. , Thermo Fisher
Oligo p107 Comtin Scientific (Eurofinsdna) > HM 0,2
Sigma-Aldrich
DMSO (D9170) 0.3
Dream Taq Green
Taq polimerasa DNA Polymerase, 0,2

Thermo Fisher
Scientific (EP0712)
Anadir 24 pL de mezcla de PCRy 2 pL de ADN gendmico

La incubacion de la PCR se ha realizado en el termociclador T100™ Thermal Cycler
de BIO-RAD.

1.2.3 Electroforesis de agarosa

La separacion de los fragmentos de ADN correspondientes con cada uno de los alelos
se realizd mediante electroforesis en gel de agarosa. El gel se preparo6 a una concentracion
del 2% en tampon de electroforesis TAE (TRIS 40mM pH 7,6; acido acético 20mM vy
EDTA ImM). Una vez cargado el marcador de peso molecular de 100 pares de bases
(Invitrogen) y las muestras, se aplico un voltaje de 90V durante una hora sumergido en
el tampon de electroforesis. Finalmente, el ADN se visualiz6 mediante la incorporacion
de Red Safe (iNtRON biotechnology) al gel, usando un transiluminador de luz ultravioleta
Gel Doc 1000 de BIO-RAD.

2 PROCEDIMIENTOS EN ANIMALES

2.1 ESTABULACION Y SEGUIMIENTO DE PESO E INGESTA

Todos los animales fueron estabulados tras su destete a las 4 semanas de edad o en el
momento de su llegada cuando provenian del animalario central y tuvieron un periodo de
aclimatacion de 7 dias antes de comenzar los experimentos. Se mantuvieron en
condiciones controladas de humedad, temperatura (214+2°C) y ciclos alternos de luz (12
horas luz/12 horas oscuridad). Durante este tiempo tuvieron libre acceso a agua y comida
estdndar, con excepcion de aquellos procedimientos experimentales en los que se
especifique. Se llevd a cabo el seguimiento controlado de todos los animales mediante la
monitorizacion periddica de masa corporal e ingesta, ademds de valorar su correcto
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aspecto fisico y la adaptacion al manejo por el personal del laboratorio, tratando asi de
minimizar el posible estrés generado durante el desarrollo de los procedimientos
experimentales. La asignacion de los animales en los diferentes grupos experimentales se
realiz6 de forma aleatoria.

La determinacion de la masa corporal y de la ingesta se realizé mediante una balanza
de precision; los animales fueron pesados semanalmente y para controlar el consumo de
comida se hicieron mediciones cada 24 horas durante 48 horas, siempre a la misma hora
del dia en cada experimento.

Para el mantenimiento general y cria, los ratones se alimentaron con un pienso solido
comercial que constituia la dieta estandar (Standard Diet, STD) (Teklad Global 18%
Protein Rodent Diet, Envigo). En ciertos experimentos en los que serd indicado, se
utilizaron dietas diferentes para inducir obesidad y/o esteatosis hepatica: dieta alta en
grasa (High Fat Diet, HFD) con un 60% de contenido de grasa (Research Diets, D12492),
MCD (A02082002BR, =% colina, suplementada o no con 0,1% en metionina, Research
Diets) o CD-HFD (D05010402, Research Diets). La de las diferentes dietas utilizadas en
los diferentes modelos experimentales se detalla en la tabla 5.

Tabla 5. Composicion de las dietas SD, HFD, MCD y CD-HFD en %kcal.

Proteina (% kcal) 19 20 16 20
Gllcidos (% kcal) 44 20 62 35
Lipidos (% kcal) 6 60 21 45
Total (kcal/g) 3,1 5,21 4,17 4,74
Metionina (% Masa) S S D (0 00,1%) S
Colina (% Masa) S S D (0) D (0)

2.2 DETERMINACION DE LA COMPOSICION CORPORAL

El andlisis de la composicion corporal se ha hecho a través de una técnica de resonancia
magnética de imagen (Whole Body Composition Analyzer EchoMRI 500, EchoMRI); con
ella se obtuvieron datos de la composicion de masa grasa y masa magra de cada animal.

2.3 FENOTIPADO METABOLICO

Para el fenotipado metabdlico se determind el gasto energético, ingesta, actividad
locomotora y el cociente respiratorio (respiratory quotient, RQ) utilizando un sistema de
calorimetria indirecta (PhenoMaster, TSE System) de 12 cajas que realiza mediciones
simultaneas cada 20 minutos, durante 48 horas (con una adaptacion previa de 48 horas en
las cajas metabolicas) de ingesta, consumo de Oz (vOz), produccion de CO; (vCO2) y
actividad locomotora (cortes en los haces) entre otros. Con los valores obtenidos, se
calcul6 el RQ de cada individuo dividiendo el vCO; entre el vO, (vCO»/ vOy»). El valor
de gasto energético (EE) resultante (kcal/48h) fue normalizado por la masa magra de cada
individuo. La actividad locomotora se detect6 utilizando sensores de luz infrarroja que
registran el movimiento en sentido horizontal y vertical.

Tasa de respiracion metabdlica: Nos permite detectar cudl es el principal
combustible oxidado en el organismo. La RQ es la relacion entre el volumen de CO»
producido como residuo oxidativo entre el O, consumido para la respiracion (vCO2/ vO»).
Los valores de la ratio determinan cudl es el macronutriente preferente para realizar la
oxidacion (Tabla 6)*°!.
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Tabla 6. Valores RQ para cada macronutriente.

CARBOHIDRATO 5,047
PROTEINA 4,735
Acipo GRASO 4,735

Determinacion del gasto energético: Se establece por kilocalorias consumidas en
las 24 horas de medicion utilizando la RQ. En los estudios metabolicos es importante
relativizar los parametros de la variacion del gasto energético, con la variacion del peso,
pero sobre todo con la composicion corporal, ya que los diferentes tejidos tienen tasas
metabolicas distintas. Por ello los valores de gasto energético fueron relativizados en
funcion de la cantidad de masa magra de cada raton.

2.4 MEDIDA DE LA TEMPERATURA CORPORAL E INTERESCAPULAR
La temperatura corporal ha sido medida por via rectal con un termémetro rectal (BAT-12
Microprobe-Thermometer, Physitemp).

La temperatura interescapular fue medida mediante el analisis de fotos térmicas
realizadas con una camara termografica (E60bx: Compact-Infrared-Thermal-Imaging-
Camera; FLIR) y analizadas mediante el software especifico (FLIR-Tools-Software;
FLIR). Previamente a la realizacion de las fotografias se ha retirado el pelo de la zona
interescapular y luego se tomaron tres imagenes por animal, tomando la media para la
asignacion de un valor de temperatura interescapular.

2.5 TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA (GTT) Y A LA INSULINA (ITT)

Los test de tolerancia a glucosa (glucose tolerance test, GTT) e insulina (insulin tolerance
test, ITT) permiten conocer la capacidad que tiene el metabolismo de un individuo para
tolerar la glucosa y el grado de resistencia a insulina. Para esto 12 horas antes del test se
ponen a los animales en ayuno, luego se toma medida de los valores de glucosa basales,
tomando una muestra de sangre a través de la cola y la depositamos en una tira reactiva
conectada a un glucémetro. A continuacion, pesamos los animales e inyectamos glucosa
o insulina IP en funcion de su peso y del test a realizar (2 g/kg de D-glucosa y 0,75 U/kg
de insulina respectivamente). Se toman medidas de glucosa sanguinea a través de la cola
alos 15, 30, 60 y 120 minutos después de la inyeccion.

2.6 INDICE DE RESISTENCIA/SENSIBILIDAD A INSULINA (HOMA-IR)

El indice HOMA-IR es un método utilizado para cuantificar la resistencia y sensibilidad
a la insulina y el porcentaje de células B funcionales. Fue descrito por primera vez por el
Dr. Matthews y colaboradores en el afio 1985°% y se obtuvo aplicando la siguiente
ecuacion:

Insulina en ayuno (%) X glucosa en ayuno (mTol)

22,5

HOMA — IR =

2.7 INYECCION INTRAPERITONEAL (IP) Y SUSTANCIAS INYECTADAS

Para la administracion de sustancias por esta via no se precisa anestesia; se realiza en la
parte ventro-caudal del animal por debajo del peritoneo. Se inmoviliza el animal por la
espalda intentando oprimirle las extremidades anteriores. Se inclina la cabeza del animal
ligeramente hacia abajo para minimizar el riesgo de desgarro en visceras y se inserta la
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aguja (BD Microlance, 25G 5/8” 0,5x16mm, BD Medical Surgicals Systems) acoplada a
una jeringa (1 ml BD slip-tip siringe, bulk, non-sterile, BD Medical Surgicals Systems)
practicamente de manera perpendicular a éste. Esta via fue utilizada para la
administracion de glucosa e insulina detallada anteriormente.

2.8 INYECCION EN LA VENA DE LA COLA

La inyeccion en la vena lateral del raton (fail vein injection, TVI) es el método mas comun
para la administracion de vectores virales en el higado. Esta via de administracion
tampoco requiere anestesia, pero si la utilizacion de un cepo para inmovilizar de forma
correcta al raton (BIOSEB, modelo: TV-150-STD). Antes de administrar las sustancias
se dilata la vena del raton con exposiciones cortas a una ldmpara de infrarrojo para
facilitar su inyeccion. Inyectamos con agujas de 27G x 3/8” (0.40mm x 10mm) (BD
Plastipak syringe) un volumen de 100pL. Las sustancias se inyectan en las venas laterales
que se localizan a ambos lados de la linea central de la cola. Estas venas son muy
superficiales de manera que la inyeccion ha de hacerse paralela a la superficie. Para
comprobar si estamos accediendo a la vena de forma correcta basta con comprobar si
aparece sangre al aspirar, o bien, no apreciar ninguna resistencia al presionar el émbolo
de la aguja al inyectar. Una vez inoculada la sustancia, se retira la aguja despacio y se
presiona la zona hasta detener la hemorragia.

Mediante este método se han inyectado los siguientes virus:

Tabla 7. Lista de virus inyectados por la vena de la cola del raton.

EGFP control VectorBuilder

o .
lentivirus (VB160109-10005) 10 Suero salino
pLV-EGFP VectorBuilder 10 Suero salino
T2A:Puro-CMV>mRbl1 (VB190619-1030dhg)
ARNsh control .
(directed against Diana Guallar 10° Suero salino
Luciferase RNA) Stz ALY
pLKO.pig- .
GFP:Puro>ARNsh#1 de Diana Guallar 10° Suero salino
(vector #pF1198)
Rbl1
pLKO.pig- .
GFP:Puro>ARNsh#2 de Diana Guallar 10° Suero salino
RbU (vector #pF1199)

2.9 ANALISIS DE LA INCORPORACION DE LiPIDOS POSTPRANDIALES
La incorporacion de lipidos postprandial fue estudiada siguiendo el método ya
establecido’03-305,

Los ratones fueron expuestos a un ayuno de 12 horas y seguidamente, recibieron un
bolo de 200uL de aceite de oliva que contenia 10uCi de [9,10-*H]-triolein (PerkinElmer)
mediante gavage gastrico. A continuacion, se midieron los niveles séricos de TG y de AG
a diferentes tiempos (0, 60, 120 y 240 min) usando un kit comercial (A. Menarini
Diagnostics 'y Wako Chemicals GmbH, respectivamente)- A los 240 minutos, se
recogieron los higados, TABep y el TAM. Después del lavado de los tejidos con PBS
frio, la radioactividad fue determinada en 100uL de tejido homogeneado (1:10,
peso:volumen en PBS frio) en un contador de centelleo 1214 Wallac Rackbeta
(PerkinElmer).
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2.10 EUTANASIA Y RECOGIDA DE TEJIDOS

Al final de los procedimientos, los animales fueron sacrificados por decapitacion. Las
muestras de tejidos obtenidas, se expusieron a rapida congelacion en anhidrido carbonico
solido y posteriormente almacenadas a -80°C; para analisis histologicos, se introdujeron
en paraformaldehido 10% para su posterior inclusion en parafina.

3 CULTIVOS CELULARES

3.1 DIFERENCIACION DE ADIPOCITOS

Para obtener preadipocitos blancos, la grasa inguinal WT se desagregd mecanica y
enzimaticamente con colagenasa tipo A (2 mg/mL de colagenasa tipo A, Roche) a 37°C.
La suspension celular pasé a través de un colador de células de 70um (Falcon) para
eliminar el estroma y los residuos y se centrifugd a 400 x g durante 8 minutos a
temperatura ambiente. Se recogid el sedimento y se contaron las células en un contador
de células CasyTon. Los pre-adipocitos se diferenciaron en adipocitos durante 9 dias en
un medio FCS al 8% suplementado con 5 mg/mL de insulina, 25 mg/mL de
isobutilmetilxantina (IBMX), 1 mg/mL de dexametasona y 1 mM de troglitazona.

3.2 THLE2 (TRANSFORMED HUMAN LIVER EPITHELIAL-2)
Es una linea celular con morfologia epitelial cuya procedencia es un cultivo primario de
hepatocitos procedente del 16bulo izquierdo de un adulto en el que no se encontraron
evidencias de tumor. Esta linea celular se inmortalizé mediante la infeccion de un virus
que contiene fragmentos del antigeno SV40 T. El medio de cultivo empleado fue BEGM
de la casa comercial Lonza; ademas es necesario suplementar este medio basal con unos
aditivos: extracto pituitario bovino (Bovine pituitary extract, BPE), insulina,
hidrocortisona, acido retinoico, transferrina, triyodotironina, epinefrina y el factor de
crecimiento epitelial humano (Human epitelial growth factor, hEGF), 70ng/mL de
fosfoetanolamina (Sigma-Aldrich P0503), un 10% de suero bovino fetal (Fetal bovine
serum, FBS; Sigma-Aldrich) y un 1% de GPS (200Mm L-Glutamina, 200 U/mL de
penicilinay 10mg/mL de estreptomicina; Sigma-Aldrich) Estas células fueron mantenidas
en condiciones de 5% de CO, a 37°C. Se pasaban cuando alcanzaban la subconfluencia
(70-80%) y se diluian 1:4, lo que equivale a 510000 células/cm? usando tripsina/EDTA
al 0,25%. Para sembrar estas células fue necesario hacer un tratamiento previo en las
placas para conseguir una mejor adherencia. Se trata de aplicar una mezcla de 0,01
mg/mL de fibronectina (Gibco), 0,03 mg/mL de colageno tipo I (Santa Cruz
Biotechnology) y 0,01 mg/mL FBS disuelto en medio basal.

El mantenimiento, congelacion/descongelacion y el contaje fueron realizados segun
procedimientos estandar de cultivo celular.

3.3 TRATAMIENTOS CELULARES
3.3.1 Transfecciones transitorias

En esta tesis se han utilizado dos mecanismos para la manipulacion genética de la
linea celular THLE2: sobreexpresion con plasmidos e inhibicion con ARNsi.
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Tabla 8. Lista de plasmidos y siRNAs utilizados en las transfecciones transitorias.

Donado por el Prof. Juan

pControl (pcDNA 3.1 (+/-)) Zalvide (USC) 2,5
Plasmido p107 (pCMV- Donado por el Prof. Anxo 25
p107HA) Vidal (USC) ’
siControl, ON-TARGET plus Dharmacon, D-001810-10- 5uM
Non-targeting Pool 05
siRBL1, ON-TARGET plus- Dharmacon, M-003298-02- 5uM
SMART pool 0005
siFASN, ON-TARGET plus- Dharmacon, M-003954-00-
SMART pool 0005 2

Para la sobreexpresion de p107 se ha utilizado Lipofectamina 2000 (LifeTechnologies)
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Se sembraron 1,5x103 células en placas
de 6 pocillos y 0,9x10° en placas de 24 pocillos. A las 24 horas se lipofectaron con los
plasmidos correspondientes. Después de 24 horas se recogieron los extractos de células
para los estudios de pertinentes.

En el caso de la inhibicion, se utilizaron ARNSsi de la casa comercial Dharmacon
cuyas referencias se indican en la tabla 8. En el caso del silenciamiento de RBL1 consistia
en una mezcla de 4 secuencias “sense” diferentes: CAAGAGAAGUUGUGGCAUA;
CAGCAGCACUCCAUUUAUA; GGACAUAAAGUUACAAUUC y
GCGAUUAUGUGCCCAAAUA. En el caso del silenciamiento de FASN las secuencias
fueron: UGACAUCGUCCAUUCGUUU; GAAGCACAUUGGCAAAGUC;
GGUAUGCGACGGGAAAGUA y CUUCCGAGAUUCCAUCCUA. Para la
transfeccion utilizamos DharmaFECT (Dharmacon) siguiendo las instrucciones de la
casa comercial. Se sembraron 1.5x105 células en placas de 6 pocillos y tras 24 horas en
cultivo se transfectaron con los correspondientes ARNsi. Tras 8 horas, cambiamos el
medio de cultivo y a las 48 horas desde el inicio de la transfeccion recogemos los extractos
celulares.

Amplificacion y purificacion de plasmidos:

- Cultivo bacteriano: Para la amplificacion de estos plasmidos se transformaron
bacterias de la cepa Escherichia coli (Subcloning effiency DH5a: F- ¢80lacZA15
A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl
A-, Invitrogen). Para el crecimiento de las bacterias se utilizo el medio LB (Luria-Broth)
(triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, cloruro sédico 1% en gua destilada). Para la
seleccion de bacterias transformantes, el medio se suplementd con antibidtico segun la
resistencia conferida por el plasmido (Ampicilina 100 pg/mL, Sigma-Aldrich). Las
condiciones de crecimiento fueron 18h a 37°C y 250 rpm.

Para la preparacion de placas con medio solido se utilizo el medio LB suplementado
con agar bacteriologico a una concentracion de 1,5%. En estas placas, que se utilizaron
para la seleccion de transformantes, también se afiadid el antibidtico correspondiente,
después de esterilizar el medio y previamente a su solidificacion. Tanto el medio liquido
como las placas se prepararon en condiciones de esterilidad.

- Obtencion del ADN plasmitico: para la purificacion de los plasmidos a partir del
cultivo bacteriano en primer lugar se picaron las colonias aisladas de las placas de LB,
que se crecieron en un mini cultivo y posteriormente se purificaron mediante la técnica
miniprep para comprobar su correcta secuencia. Para esta técnica se utilizo el kit GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) siguiendo las instrucciones del fabricante. A partir del
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mini cultivo se obtuvo un cultivo a mayor escala o midi cultivo que después se purifico
mediante la técnica midiprep. El midi cultivo se realiza en 150mL de LB suplementado
con el antibidtico correspondiente durante 18 h a 37°C y 225 rpm. Para la recuperacion
del ADN plasmitico se utiliz6 el kit NucleoBand Xtra Midi EF (Macherey-Nagel)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

- Cuantificaciéon del ADN plasmidico: Para esto se utilizd un espectofotometro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), midiendo la absorbancia a 260 nm/D.O. 280nm
permite estimar el grado de pureza de las muestras, siendo 1,8 el valor 6ptimo. También
se comprobo la integridad del ADN plasmidico mediante un gel de agarosa.

3.3.2 Tratamiento con acido oleico

Con el objetivo de inducir la acumulacién de triglicéridos hemos tratado las células
con acido oleico (Sigma-Aldrich) 1mM unido a BSA libre de AG (Capricorn) en una
proporcion molar 2:1

Las células fueron mantenidas en el incubador diferentes tiempos con el tratamiento
y para comprobar que la acumulacion de lipidos se habia producido realizamos tinciones
de Oil red O, la cual sera detallada mas adelante.

3.4 ESTUDIO DEL METABOLISMO LIPiDICO EN THLE2

3.4.1 Analisis de la lipogénesis de novo

Tras sembrar las células, se incubaron toda la noche en medio de cultivo Eagle
minimo esencial (Eagle’s minimun essential médium, EMEM) suplementado con
glutamina 1% (v/v), una mezcla de penicilina-estreptomicina 1% (v/v), BSA libre de AG
0,5% (w/v) y glucosa a una concentracion final de 22mM (4g/L). A continuacion, las
células se incubaron durante 4 horas con medio fresco suplementado con insulina 100nM
y acetato 20uM con una cantidad de 10uCi/mL de acetato [H?] (Perkin Ekmer)*®. Tras
la incubacion, se recogio el medio y se realizaron cuatro lavados con solucion salina
tamponada con fosfato (phosphate buffered saline, PBS) frio (pH 7,4) y se recogieron las
células. Se separan los lipidos tanto de las células como del medio y se separan mediante
cromografia de capa fina**®. Los diferentes tipos de lipidos se visualizaron mediante
exposicion al vapor de yodo, se seleccionaron las bandas correspondientes y se
contabilizé la cantidad de marcaje radiactivo incorporado en los lipidos con un contador
de centelleo. Los resultados se expresan en relacion a la cantidad de proteina celular.

3.4.2 Analisis de la oxidacion de acidos grasos

La tasa de oxidacion se determind mediante la medicion de la cantidad de ['*C]-CO2
(oxidacion completa) y la cantidad de metabolitos acido-solubles marcados con ['*C]
(oxidacion incompleta) liberados al medio, como se describid previamente’?”> 308,
Brevemente, las células fueron incubadas durante 6 horas en medio pretratado (EMEM
suplementado con 1% glutamina (v/v), 1% de una mezcla de penicilina-streptomicina
(v/v), BSA libre AG 0,5% (w/v) y glucosa a una concentracion final de 5,5mM (1g/L)).
Luego, las células fueron incubadas durante 4 horas con medio fresco suplementado con
BSA libre de AGs 0,5% (w/v) mezclado con palmitato 0,2mM conteniendo 0,5 pCi/ml
[1-'*C]-palmitate (Perkin Elmer Inc (Waltham)). El medio fue recogido en un tubo con
papel de filtro Whatman empapado con NaOH 0,1M en la tapa. Luego se anaden 500ul
de acido perclorico 3M para liberar el CO; capturado en el papel de filtro. El medio
acidificado se centrifugd a 21000g durante 10 minutos para eliminar posibles particulas.
La radiactividad del CO> capturado por los filtros de papel y la radiactividad de los
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metabolitos 4cido-solubles del medio, se midi6 mediante un contador de centelleo y
expresada en relacion a la proteina celular.

3.5 ESTUDIO DE LA RESPIRACION CELULAR

La respiracion de las células THLE2 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 (oxygen consuption rate, OCR) y de acidificacion del medio (extracellular
acidification rate, ECAR), indicadores clave de la respiracion mitocondrial y la
glucdlisis, respectivamente. Para las mediciones de OCR, expresadas como tasa de
cambio de O2 disuelto en el medio de cultivo, las células transfectadas con el plasmido
de p107 o un plasmido vacio fueron sembradas en una placa de cultivo multipocillo (XFp
cell culture microplate, Seahorse Bioscience, Agilent Technologies), utilizando 2x104
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 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Sigma-Aldrich) pH 7,4 sin
bicarbonato y baja capacidad de tamponamiento de pH (Seahorse Bioscience, Agilent
Technologies) suplementado con 1 mM piruvato sédico, 2 mM glutamina and 10 mM
glucosa, e incubado a 37°C sin inyecciéon de CO,. Tras el equilibrado los cultivos
celulares en medio de ensayo durante 1 hora, se realizaron cinco medidas basales de OCR.
A continuacion, secuencialmente se inyectaron los moduladores de la respiracion
oligomicina (oligo, 1,5uM), carbonil cianide-4 (trifluorometoxi), fenilhidrazona (FCCP,
1uM) 7 rotenona/antimicina (Rot/AA, 0,5uM) (Cell Mito Stress Test Kit, Seahorse
Bioscience, Agilent Technologies). La cantidad de células en cada pocillo fue cuantificada
al finalizar el experimento con cristal violeta para normalizar los datos de OCR. Los
pardmetros de funcién mitocondrial fueron calculados como indica la guia de usuario
(Seahorse Bioscience, Agilent Technologies).

3.6 LX2 (LINEA CELULAR DE CELULAS ESTELARES HUMANAS)
Las LX2 fueron generadas por inmortalizacion de un cultivo primario de HSC mediante
la infeccién de un virus que contiene fragmentos del antigeno SV40 T. El medio de
cultivo utilizado fue DMEM; ademas es con un 10% de FBS y un 1% de GPS (200Mm
L-Glutamina, 200 U/mL de penicilina y 10mg/mL de estreptomicina; Sigma-Aldrich).
Estas células fueron mantenidas en condiciones de 5% de CO; a 37°C. Se pasaban cuando
alcanzaban la subconfluencia (70-80%) y se diluian 1:4, lo que equivale a 5x10000
células/cm? usando tripsina/EDTA al 0,25%.

El mantenimiento, congelacion/descongelacion y el contaje fueron realizados segin
procedimientos estandar de cultivo celular.

Tratamiento con TGFp

TGFpBI es un potente activador de HSC y un inductor de fibrosis*®. Las HSC humanas
LX-2 fueron incubadas con medio suplementado con TGFB1 recombinante de humanos
(PreproTech) a una concentraciéon 8 ng/ml o vehiculo (PBS) durante 24 horas, como
previamente indicado’!®. Después de eso, las células LX-2 fueron recogidas para
extraccion de ARNm.
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4 MUESTRAS HUMANAS

La poblacion de estudios incluye a un grupo de pacientes adultos y obesos (n=75), IMC
> 35Kg/m?. Los pacientes fueron sometidos a cirugia bariatrica en el Hospital
Universitario de Salamanca. Como controles, incluimos a individuos (n=13) con un IMC
<35Kg/m? que se sometieron a colecistectomia laparoscopica para el tratamiento de
calculos biliares. Se excluyeron del estudio los pacientes que presentaban un historial con
consumo excesivo de alcohol (>30g por dia en hombres y >20g por dia en mujeres),
hepatitis C o B crénicas o si en el laboratorio los datos histopatolégicos revelan otras
causas de enfermedad hepatica distinta a MAFLD.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario de
Salamanca y todos los sujetos presentaron un informe de consentimiento escrito para
someterse a una biopsia hepatica bajo supervision durante la cirugia (autorizaciones en la
seccion “anexos”).

Los datos recopilados incluyen informacién 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, aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), colesterol total, lipoproteinas
de alta densidad (high density lipoprotein, HDL), LDL, TG, creatinina, glucosa y
albumina.

5 TECNICAS ANALITICAS

5.1 ANALISIS HISTOLOGICOS DE TEJIDOS

Para la elaboracion de esta tesis doctoral se han realizado diferentes tinciones histologicas
que nos han permitido visualizar la morfologia celular, la acumulacion de lipidos en las
células y ver la expresion y localizacion de determinadas proteinas en diferentes tejidos.
Una vez obtenidas las tinciones, se observaron y fotografiaron los cortes con un
microscopio (Zeiss) utilizando los objetivos de 20 y 40 aumentos.

5.1.1 Hematoxilina y eosina

Para esta tincion el tejido fijado con formalina tamponada al 10% se incluy6 en
parafina para ser seccionado en un micrétomo. Los cortes de parafina se trataron con xilol
para eliminar los excesos de la misma. A continuacion, se pasaron los cortes por un
proceso de rehidratacion a través de alcoholes de concentracion decreciente (100, 95 y
70°C). Después de un lavado con H>O destilada, fueron sumergidos en hematoxilina (Bio
Optica) 10 minutos, se lavaron e inmediatamente se pasaron por un alcohol &cido. Tras
el lavado, fueron sumergidas durante 30 segundos en eosina (Bio Optica). Para
deshidratar la muestra, se pasaron los cortes por los mismos alcoholes en graduacioén
creciente y se dejaron sumergidos durante 10 minutos en xilol antes de montarlos. Los
portaobjetos se montaron en medio de montaje acuoso.

Esta técnica tifie las estructuras celulares mostrando, de forma general, la estructura
del tejido. La hematoxilina es de naturaleza catidnica (basica), por lo que tifie de azul
estructuras basofilas (acidas) como los nucleos celulares. Por otro lado, la eosina es de

&9



JUAN CUNARRO GOMEZ

estructura acida, por lo que tifie de rosa estructuras de naturaleza basica, como el
citoplasma.

5.1.2 OilRed O

La tincion de Oil-Red O se realiz6 en fragmentos de higados congelados justo
después de la extraccion del tejido del raton. Se realizaron cortes en un criostato de un
grosor de 10um. Posteriormente, se fijaron las muestras durante toda la noche en
formalina neutra tamponada al 10%. Luego fueron tefiidas con Solucion Oil Red durante
20 minutos (Oil Red color solution, Merck) y posteriormente fueron lavadas con agua
destilada. A continuacién, se sometieron a otro colorante y se contratifien con
Hematoxilina de Harris (Bio Optica) durante 10 minutos. Se vuelven a lavar y se montan
en un medio de montaje acuoso.

Una vez hemos tomado las fotos con el microscopio previamente mencionado, fueron
cuantificadas mediante el programa Image J (ImageJ-1.33, Wayne Rasband).

5.1.3 Inmunohistoquimica

Las secciones de tejido adiposo extraido en el momento del sacrificio se fijaron en
formaldehido tamponado al 10% y posteriormente se deshidrataron (en concentraciones
crecientes de alcohol) para su estudio histolégico, montaje en xileno e inmersion en
parafina.

Para la inmunohistoquimica de UCPI1, los bloques de parafina se cortaron en
secciones de 3um que se procesaron, desparafinando en xileno, rehidratando y
enjuagando en agua destilada. A continuacion, las secciones se incubaron durante toda la
noche con e anticuerpo primario (UP1, dilucién 1:500, Abcam) y luego lavaron e
incubaron con el anticuerpo secundario ENVISION (una mezcla de anti-raton y anti-
conejo de Dako). Las imagenes se obtuvieron con el microscopio previamente
mencionado y posteriormente se cuantifico la tincién con el software Imagel.

5.2 DETECCION DE METABOLITOS EN TEJIDO

5.2.1 Extraccion de grasa hepatica

Para la extraccion de grasa hepatica se pesaron 0,5g de higado y se llevaron a un tubo
de polipropileno de 2ml con una bola de acero y 500ul. de una mezcla
cloroformo/metanol (2:1 v/v). El tejido se homogenizo6 por accidon mecanica en el Tissue
Lyser (Quiagen) durante 3 minutos a 25 rpm. Tras homogenizar se mantuvieron en
rotacion orbital durante tres horas para facilitar la disolucion de la grasa en el disolvente
organico. Al finalizar la rotacion, se anadieron 300uL de agua destilada y se centrifugaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez separadas las fases, descartamos la
fase inorganica superior y se paso la fase organica a un nuevo tubo de polipropileno de
1,5mL para dejar que se evapore durante toda la noche en una campana de extraccion de
gases. El precipitado que se obtuvo tras la evaporacion corresponde a la grasa extraida
del tejido.

5.2.2 Determinacion de triglicéridos en muestras de grasa hepatica

La cuantificacion de TG se realizé con un kit comercial (Spinreact). Se determina la
concentracion tras la evaporacion de una parte de la fase organica, afiadiendo el reactivo
al precipitado e incubando 5 minutos a 37°C; durante ese tiempo se produce una reaccion
enzimatica que produce una coloracion roja. La intensidad del color formado es
proporcional a la concentracion de TG en la muestra. La lectura de las muestras y de la
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recta patron se realiza con un espectrofotometro a 505nm y se calcula la concentracion
de TG teniendo en cuenta el peso del tejido.

5.3 DETERMINACION DE METABOLITOS EN PLASMA

Para la deteccion plasmatica de diferentes metabolitos circulantes se usaron kits ELISA
comerciales especificos siguiendo las instrucciones determinadas por la casa comercial:
T4 (DRG), IGF1 (R&D Systems), FGF21 (Biovendor), insulina (Millipore). Para TG y
colesterol ensayos enzimaticos colorimétrico homogéneos de la casa comercial Spinreact.

5.4 ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

5.4.1 Extraccion de proteinas

De las muestras de tejido conservadas a -80°C se separ6 una porcion del tejido para
ser procesado. Durante todo el proceso de extraccion las muestras estuvieron en hielo
para evitar la degradacion de las proteinas. El tejido se introduce en un tubo de
polipropileno de 2mL con cierre de seguridad (Safe-Lock Tubes 2.0 ml, Eppendorf) y se
le anade una bola de acero y un volumen determinado de tampoén de lisis (Tabla 9) con
un coctel de inhibidores de proteinas y un coctel de fosfatasas, ambos a una diluciéon 1/100
(Sigma-Aldrich). Las muestras se homogeneizaron por un proceso de disgregacion y
rotura celular mecanica mediante un homogeneizador (7issueLyser 11, Qiagen) a 25rpm
durante 4 minutos. Posteriormente se centrifugaron durante 30 minutos a 13.200 rpm y a
4°C. Se retir6 el sobrenadante (extracto proteico) en varias alicuotas descartando el
precipitado (nucleos y artefactos de tejido) y la posible capa superior de lipidos. En el
caso de las muestras de tejido adiposo e higado graso fue necesario realizar varias
centrifugaciones para descartar la grasa.

Para la extraccion de proteina a partir de un cultivo celular se realizé el siguiente
protocolo:

1. Retirar el medio de cultivo de las células y lavar con PBS frio (4°C).

2. Situar las placas de cultivo en hielo y anadir tampodn de lisis. Despegar las células
mediante el uso de un rascador (BD Falcon)y recoger en un tubo de polipropileno
de 1,5mL.

Mantener en hielo 10 minutos, agitando cada 5 minutos.
4. Centrifugar durante 10 minutos a 13000rpm a 4°C y llevar el sobrenadante a un
nuevo tubo. Almacenar extractos a -80°C o cuantificar.

(98]

Tabla 9. Composicion del tampén de lisis.

Tris-HCL pH 7,5 50 mM
EGTA 1TmM
EDTA 1TmM

Triton X-100 1% vol/vol
Ortovanadato soédico 1 mM
Fluoruro Sédico 50 mM
Pirofosfato Sodico 5 mM
Sacarosa 0,27 M
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM

1

Coctel Inhibidores proteasas (ROCHE) pastilla/50mL
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5.4.2 Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar la cantidad de proteina contenida en el extracto, se realizé un método
colorimétrico con la solucion Bradford (Bio-Rad Protein Assay Kit). Este método se basa
en el cambio de color del colorante Coomassie brilliant blue en respuesta a diferentes
concentraciones de proteinas. Este compuesto interacciona con aminoacidos basicos y
aromaticos por lo que la union de este colorante con las proteinas provoca un cambio en
el maximo de absorcion del colorante a 465 a 595nm. La forma roja de este compuesto
se convierte en azul cuando se une con la proteina. Experimentalmente, realizamos una
recta patron de sero-alblimina bovina (BSA) con diluciones seriadas a partir de la maxima
concentracion de Img/mL. En el caso de las muestras, realizamos una dilucion para poder
realizar la cuantificacion, 1:50 en el caso del higado, 1:25 para la grasa y 1:5 para la
proteina extraida de las THLE2. Todas las muestras fueron medidas por duplicado junto
con la recta patron en un espectrofotdmetro a 550nm. Previamente la mezcla de las
muestras con el Bradford se incuba a 37°C durante 5 minutos.

5.4.3 Preparacion de la muestra

La cantidad total de proteina de la muestra usada varid entre 12 y 40ug dependiendo
del tipo de anticuerpo utilizado y el tejido analizado. Tras la cuantificacion preparamos
las muestras junto con el tampon de carga o tampoén de Laemmli (Tabla 10). A cada
muestra se le afiadid la misma proporcion de solucion de carga. Este tampon permite dotar
a todas las proteinas de carga negativa en proporcidon a su tamafio gracias al dodecil-
sulfato sodico (Sodium DodecylSulfate, SDS; Sigma-Aldrich), permite la
desnaturalizacion de las proteinas con el f-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) eliminado los
puentes disulfuro. Todo esto facilita su carga en el gel y ademas se afiade un colorante
para identificar el frente de migracion (azul de bromofenol, Merck). Todas las muestras
deben tener la misma concentracion final para que en el volumen de carga en la
electroforesis (16ul) haya 20ug de proteina de TAM e higado y 5ug de proteina en los
extractos proteicos obtenidos a partir de cultivo celular. Tras afiadir el tampon de carga y
previamente a realizar la electroforesis las muestras deben calentarse a 95°C durante 5
minutos para su completa desnaturalizacion. Una vez utilizadas se almacenan a -20°C. En
los casos en lo que quisimos detectar la expresion de los complejos de la cadena de
transporte electronico mitocondrial (OXPHOS) las muestras se incubaron a 60°C durante
5 minutos para evitar su degradacion.

Tabla 10. Componentes del tampén de Laemmli disuelto en agua destilada.

Tris-HCl pH 6.7 250 mM
Glicerol 50% vol/vol
SDS 10% peso/vol
B-Mercaptoetanol 5% vol/vol
Azul de bromofenol 0,0005 % peso/vol

5.4.4 Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico SDS-PAGE
consiste en la separacion de las proteinas por su peso molecular. Se realiz6 en un gel que
consiste en una estructura tridimensional, en forma de red, formada por la polimerizacion
de poliacrilamida (N, N-metilenobisacrilamida). El proceso de polimerizacion se cataliza
con persulfato amoénico (Ammonium persulfate, APS; Sigma-Aldrich) y TEMED
(N,N,N, N-tetramethyletilenediamina, Sigma-Aldrich). La concentracion de acrilamida y
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bis-acrilamida (30% Acrylamide/Bis Solution 29:1, Bio-Rad) en el gel determina el
tamano de los poros de la red tridimensional y el grado de migracién de las proteinas
segun su tamafio. Al aplicarle una corriente eléctrica, las proteinas migran a través del gel
hacia el polo positivo de la corriente, separandose por su peso molecular en gradiente de
mayor a menor.El gel estd formado por dos fracciones: una fraccion concentradora y una
fraccion separadora. En la faccion concentradora el porcentaje de acrilamida es siempre
5% de acrilamida/bis-acrilamida y se localiza en la parte superior sobre el que se incluye
un peine para formar los pocillos y poder introducir la muestra (Tabla 11). Se prepararon
a partir de soluciones stock de acrilamida/bisacrilamida 29:1 30% (0,83 ml); tris 1.5M
pH 6,8 (0,63 ml); SDS 10% (50ul); APS 10% (50ul); y TEMED (5ul). En la fraccién
separadora los porcentajes de acrilamida variaron entre 8%, 10% y 12% en funcion del
tamafio de la proteina de interés (Tabla 12).

Tabla 11. Composicion del gel concentrador.

H20 destilada 4,1 mL
Acrilamida/Bis (30%) 1 mL
Tris-HCL 1,5M pH 6,8 0,75 mL

10% SDS 0,06 mL
10% APS 0,06 mL
TEMED 0,006 mL

Tabla 12. Composicion del gel separador a porcentajes 8, 10y 12.

H20 destilada 11,5 mL 9,9 mL 8,2 mL
Acrilamida/Bis (30%) 6,7 mL 8,3 mL 10 mL
Tris-HCL 1,5M pH 8,8 6,3 mL 6,3 mL 6,3 mL

10% SDS 0,25 mL 0,25 mL 0,25 mL
10% APS 0,25 mL 0,25 mL 0,25 mL
TEMED 0,015 mL 0,01 mL 0,01 mL

Los geles se montaron en la cubeta de electroforesis (Mini-PROTEAN Tetra Cell,
Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) y se sumergieron en tampon de electroforesis (Tabla 13)
que permite la transmision del voltaje.

Tabla 13. Composicion del tampon de electroforesis disuelto en agua destilada.

Tris-HCl 200 mM
Glicina 20 mM
SDS 1% peso/vol

En cada pocillo del gel se cargaron 16 pl de muestra. Se utiliz6 una calle para cargar
un marcador de pesos moleculares (Precision Plus Protein Standars-Dual Color, Bio-
Rad). En cada gel se cargaron siempre muestras de todos los grupos experimentales.

Una vez cargadas las muestras en el gel se sometieron a un campo eléctrico (voltaje
constante de 80V-100V y amperaje de 180 mA) conectando la cubeta de electroforesis a
una fuente de alimentacion (PowerPac HC High Current Power Suppy, Bio-Rad), en el
que se indujo la migracion de las proteinas hacia el catodo. Se detuvo la electroforesis
cuando el frente de migracion llegé a una distancia aproximada de unos 0,5cm del final
del gel.
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5.4.5 Transferencia semi-seca

Una vez finalizada la electroforesis las proteinas deben ser transferidas a una
membrana para poder realizar el andlisis de expresion de cada proteina; para ello se
someten a un campo eléctrico capaz de movilizar las proteinas hasta la membrana donde
se realizardn las incubaciones con los diferentes anticuerpos. Se realizé una transferencia
de tipo semi-seca, donde la membrana y el gel se situan una debajo del otro y separadas
por papeles absorbentes y las placas que crearan el voltaje (Trans-Blot Semy-Dry Transfer
Cell, Bio-Rad). Se utilizaron membranas de nitrocelulosa de 0,45um (Nitrocellulose
Membrane 0.45um, Bio-Rad) o de PVDF (Polivinylidene Fluoride Immobilion-P
membrane, Millipore) cortadas con unas dimensiones de 8,6 x 7,1 cm. En el caso de las
membranas de PVDF fueron activadas previamente durante 5 min en metanol, 5 min en
H>O destilada y 5 min en tampdn de transferencia (Tabla 14) El papel de transferencia
(Extra Thick Blot Paper, Bio-Rad) se empapd en tampdn de transferencia para que a
través de ¢l pudiera crearse el campo eléctrico necesario para la transferencia; el gel y la
membrana se colocaron entre dos piezas de papel de transferencia de manera que asi se
cred el campo eléctrico necesario para la correcta transferencia; con ayuda de un rodillo
se eliminaron las posibles burbujas que podian quedar entre ésta, el papel y el gel. El
proceso se realiza a amperaje constante 0,8mA por c¢cm? durante una lh y 40 min
conectado a una fuente de energia (PowerPac HC High Current Power Suppy, Bio-Rad).

Tabla 14. Composicion del tampon de transferencia diluido en agua destilada.

Tris-HCl 40 mM

Glicina 40 mM
SDS 0,36% peso/vol

Metanol 20% vol/vol

5.4.6 Tincion con rojo Ponceau

La eficacia de la transferencia se comprob6é mediante la tincion Ponceau (rojo
Ponceau S 0.1%(p/v), acido acético 1%) (Ponceau S Red, Sigma-Aldrich). Se lavo el
exceso con solucion de lavado de Ponceau (acido acético 1%) y a continuacion se lavaron
las membranas con solucion de lavado para acabar de eliminar la tincion. En los casos en
los que estudiamos la expresion de OXPHOS en ratones se utilizé como control de carga
ya que los controles tipicamente usados se podrian ver enmascarados por las proteinas a
estudio.

5.4.7 Inmunodeteccion

- Bloqueo de la membrana: tras la transferencia la membrana se incub6 a temperatura
ambiente durante 1 hora en agitacion con una solucién de BSA (sero-albumina bovina)
al 5% disuelto en tampon de lavado (TBS-T, Tabla 15). El BSA en disolucién se une a
todos aquellos lugares de la membrana que no estén ocupados por las transferidas desde
el gel. De esta forma, los anticuerpos solo podran unirse a su antigeno especifico,
reduciendo asi las uniones inespecificas. Dependiendo de las especificaciones del
anticuerpo usado para la inmunodeteccion, se utiliz6 como solucion de bloqueo leche en
polvo desnatada comercial (Dietisol, leche desnatada polvo 350 gramos; Dietisa;
Nutrition & Sant¢) también al 5% disuelta en tampoén de lavado.
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Tabla 15. Composicion del tampon de lavado diluido en agua destilada.

Tris-HCL 20 mM

NaCl 146 mM
Tween- 0,1%
20 vol/vol

- Anticuerpo primario: tras el bloqueo, la membrana se incubd con el anticuerpo
especifico contra la proteina a detectar diluido en solucion de bloqueo durante toda la
noche en agitacion a 4°C (Tabla 16).

Tras la incubacion se retira el anticuerpo y se realizan tres lavados de 10 minutos
cada uno con la soluciéon de lavado (TBS-T).

- Anticuerpo secundario: se incuba la membrana durante una hora con un anticuerpo
secundario (Dako) asociado a peroxidasa (Horseradish Peroxidase) que reconoce la parte
constante del anticuerpo primario para detectar la presencia de la proteina y amplificar la
sefal del anticuerpo primario. Se diluye en solucion de incubacion a una concentracion
de 1:5000. El tipo de secundario utilizado vendra determinado por el tipo de huésped en
el que se gener¢ el anticuerpo primario. Tras la hora de incubacion se retira el anticuerpo
y se realizan tres lavados de 10 minutos con la solucién de lavado (TBS-T).

-Revelado y fijacién de la sefial: para detectar el anticuerpo secundario, se incuba la
membrana con el sustrato de la peroxidasa y un potenciador de quimioluminiscencia
(Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific) a volumenes iguales (1:1)
incubandose durante 3 minutos en oscuridad con este sustrato. Inmediatamente después,
para detectar la luz emitida resultante de la reaccion del sustrato con la peroxidasa, se
coloca la membrana en un casete de autorradiografia (Hypercassette, Amersham
Biosciences). El revelado tiene lugar en una sala oscura en donde para la visualizacion se
utilizaron placas radiograficas Fujifilm (FujiMedical X-Ray Film Super RX, Fujifilm
Corporation). Estas hojas de revelado se introducen en el casete de autoradiografia sobre
las membranas y se deja exponer la sefial quimioluminiscente durante unos minutos, en
funcion de la proteina que estemos revelando. Posteriormente se retira la pelicula y se
sumerge en una solucion reveladora (dilucion 1:10) (Developer/Replenisher, Agfa-
Gevaert Group) hasta que se visualiza la sefial buscada y en ese momento se sumerge la
pelicula en liquido fijador (dilucion 1:5) (Manual Fixing Bath, Agfa-Gevaert Group)
durante un par de minutos con el fin de fijar la sefal. Por tltimo, se lava la pelicula con
agua corriente y se deja secar.

- Andlisis de los resultados: una vez reveladas las placas se digitalizan las imagenes
mediante un escaner de alta resolucion (CanonScan 9900F, Canon). Para determinar la
cantidad relativa de proteina en cada muestra, se utiliza el programa Imagel (ImageJ
1.40g, Wayne Rasband) que detecta la cantidad de pixeles de la imagen de la proteina en
todas las muestras de una misma placa radiografica. El 4area de medicion debe ser igual
para todas las muestras. El valor final es normalizado y porcentuado respecto al grupo
control de cada experimento.
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Tabla 16. Lista de anticuerpos utilizados para la inmunodeteccion por western blot.

ACC

fosfo-ACC (Ser 79)
AMPKa1
fosfo-AMPKa (Thr 172)
ChREBP1a
CIDE-A (N-19)-R

Citocromo C oxidasa

Complejos mitocondriales

(Humano)

Complejos mitocondriales

(Raton)
CPT1A

CPT2
elF2a
fosfo-elF2a (Ser 52)
FAS
FGF21
GPR78 (BiP)
GAPDH
PRDM16
HSL
fosfo-HSL (ser 680)
IRE
fosfo-IRE1 (Ser 724)

JNK 1/3

fosfo-SAPK/JNK (Thr
183/Tyr 185)

p107
PGC-1a
PGC1B
PPAR a
PPAR y
PRDM16
Receptor adrenérgico B3
a-tubulina
SCD1
SREBP-1c
UCP-1
UCP-2

96

1:1000

1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000

1:1000

1:1000

1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:5000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000

1:1000

1:500
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:5000
1:1000
1:1000
1:5000
1:1000

Abcam

Cell Signaling
Millipore
Cell Signaling
NOVUSBIO
Santa Cruz Biotechnology

Abcam

Abcam

Abcam

Abcam
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Abcam
Abcam
Cell Signaling
Merck
Abcam
Abcam
Cell Signaling
Abcam
Novus Biologicals

Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling

Abcam
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology

Abcam

Abcam

Sigma

Cell Signaling
Abcam
Abcam

Abcam

ab54174
3661

07-350-25UG
2535
NB400-135
sc-8730-R
ab13575
ab110411

ab110413

ab128568
sc-377294
sc-11386
sc-101670
ab128870
ab171941
3183
T5168
ab106410
ab45422
4126
ab37073
NB100-2323
sc-514539

4668

ab2451
sc-13067
sc-373771
sc-398394
sc-7273
ab106410
ab694506
T 9026
2794
ab3259
ab10983
ab67241
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Tabla 16. (Continuacion).

Vinculina 1:5000 Sigma-Aldrich V9131
Anti-Raton
Inmunoglobulina/HRP 1:5000 DAKO P0260
(anticuerpo secundario)
Anti-conejo
Inmunoglobulina/HRP 1:5000 DAKO P0448

(anticuerpo secundario)

5.5 INMUNOPRECIPITACION

La cantidad de proteina utilizada fue de 500ug de extracto total. Los extractos se
recogieron en tampon de lisis (Tabla 9). Se sigui6 el protocolo:

- Llevar la cantidad de extracto proteico a inmnoprecipitar a un volumen final de 500uL
de tampodn de lisis.

- Preaclarar los extractos con un anticuerpo similar al de la proteina que se desea
inmunoprecipitar pero que se sepa que no lo reconoce. Anadir 30uL de una matriz de G-
Agarosa (Roche diagnostics)/tampon de lisis (1:1) y mantener en agitacion rotacional a
4°C durante 1 hora. A continuacion, centrifugar los extractos a 13200rpm durante 1
minuto y recoger el sobrenadante. De esta forma se elimina gran parte de las posibles
uniones inespecificas tanto a anticuerpo como a proteina G obteniendo mejores
resultados.

- Anadir al sobrenadante anteriormente obtenido el anticuerpo contra la proteina a
inmnoprecipitar. De esta forma general la relacion proteina/anticuerpo fue 1mg/1ug. En
el caso de encontrarse el anticuerpo utilizado en un sobrenadante de hibridoma obtenido
seglin el protcolo descrito por Harlow y Lane en 19893!! se estima que son necesarios
100puL de sobrenadante para tener 1ug de anticuerpo. Mantener en rotacion a 4°C durante
1 hora.

- Afadir 30uL de una suspension 1:1 de matriz de proteina G-Agarosa/tampoén de lisis y
mantener en agitacion rotacional a 4°C durante 2 horas. Es importante el equilibrado de
la proteina G con el propio tampon de lisis, lo que se realiza lavando tres veces el polimero
en dicho tampdn. También es de especial importancia que el tampdn contenga inhibidores
de fosfatasas y proteasas.

- Centrifugar a 13200rpm durante 1 minuto a 4°C.

- Descartar el sobrenadante y lavar el precipitado con tampdn de lisis con inhibidores.
Centrifugar con las mismas condiciones que en el paso previo. Repetir este proceso 3
veces.

- Descartar el sobrenadante y aspirar bien toda la fase liquida con la ayuda de una jeringa
muy fina.

- Afadir tampon de carga Laemmli 2X.

- Hervir las muestras inmunoprecipitadas a 95°C durante 10 minutos.

Las muestras desnaturalizadas se cargan en un gel de electroforesis SDS-PAGE y se
procede como se ha explicado en el apartado anterior a la realizacion del western blot.

5.6 ANALISIS DE ARN MENSAJERO POR PCR EN TIEMPO REAL

5.6.1 Extraccion de ARN

De las muestras de tejido conservadas a -80°C se separd una porcion de tejido.
Durante todo el proceso de extraccion las muestras estuvieron en hielo. El tejido se
introduce en un tubo de 2 ml con cierre de seguridad (Safe-Lock Tubes 2,0 ml, Eppendorf)
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y se le aflade una bola de acero y 800l del reactivo Trizol (TRIZOL Reagent; Invitrogen).
Este compuesto contiene tiocinato de guanidinio para la degradacion proteica y fenol-
cloroformo para el aislamiento de acidos nucleicos. Las muestras se homogeneizaron por
un proceso de disgregacion y rotura celular mecdnica mediante un homogeneizador
(TissueLyser II, Qiagen) durante 4 minutos a 25rpm. Tras la homogenizacion, la muestra
se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se recogi6 el sobrenadante.

Se afiadieron 160ul de cloroformo, se agit6 el tubo de polipropileno por inversion y
se incub6 aproximadamente durante 3 minutos hasta verse bien diferenciadas las dos
capas. Posteriormente se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se recogio el
sobrenadante con cuidado de no tocar la interfase blanquecina. Se afiadieron 400ul de
isopropanol, se agité por inversion y se incubd durante 10 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se
elimind el sobrenadante por decantacion. A partir de esta centrifugacion la muestra debe
permanecer siempre en hielo. Posteriormente se afiadieron 800ul de etanol 75% diluido
en H>O bidestilada con dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1%. Se centrifugdé a 7500 rpm
durante 5 minutos a 4°C y se eliminé el sobrenadante decantando cuidadosamente. Una
vez seco, se resuspendio el precipitado en 25ul de H,O DEPC.

5.6.2 Cuantificacion del ARN

Para determinar la concentracion y la pureza del ARN se utilizé un NanoDrop 2000c
Spectophotometer (Thermo Scientific) ajustado a 2 longitudes de onda: 260 y 280nm. La
absorbancia a 260nm proporcioné la cantidad de &cidos nucleicos y a 280nm la cantidad
de proteina. El grado de pureza de la muestra se determin6 estudiando la ratio 260/280,
considerandose aceptable la oscilacion entre 1,8 y 2. Una vez determinada la pureza, se
toma el valor de absorbancia de 260nm para determinar la cantidad de ARN extraido.
Una vez determinada la concentracion, se normalizan todas las muestras a una misma
concentracion: 0,01pg/uL en el caso del higado y 0,05ug/uL en el caso de la grasa.

5.6.3 Retrotranscripcion

La retrotranscripcion consiste en una amplificacion del ARN extraido en forma de
ADN complementario (ADNc). De esta forma se amplifica la cantidad de ARN contenido
en la muestra y al convertir la secuencia de ARN a ADN se asegura la estabilidad de la
molécula durante la PCR en tiempo real. La reaccion se realiza en un volumen final de
30ug con las siguientes proporciones:

Tabla 17. Cantidades de los reactivos para la reaccion de retrotranscripcion.

H20 DEPC > 3,58
Tampon de
reversotranscripcion (5X Invitrogen 6

first strand buffer)
Mezcla de dNTPs 100mM
(dTTp, dCTp, dGTp, dATp)
MgCl2 50mM Invitrogen 1,5
Cebadores aleatorios

Invitrogen 6

(Random primers 3ug/pL) L CHE 0,17
Inhibidor de ARNasas Invitrogen 0.25
(RNAsa OUT™ 40U/pL) g ’

Reverso transcriptasa (M- Invitrogen 1

MLV 200U/pL)
Muestra de ARN 10pL
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La mezcla se incuba en el termociclador con las siguientes condiciones: 25°C (10
minutos), 37°C (50 minutos) y 70°C (15 minutos).

5.6.4 PCR en tiempo real

Una vez obtenido el ADNc, se determinaron los niveles de ARNm de los genes de
interés mediante PCR a tiempo real (RT-PCR) (también conocida como PCR cuantitativa,
qPCR) con el equipo 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems). Los resultados
fueron expresados en términos relativos comparando nuestro gen de interés con un gen
control.

Esta técnica se basa en la capacidad de detectar el producto de PCR (amplicon) en
cada ciclo, utilizando fluorescencia. En esta tesis se utilizaron dos formas diferentes para
detectar los productos de PCR:

- Sondas Tagman: Esta técnica se basa en el empleo de sondas especificas unidas a
dos fluorocromos: uno, denominado reporter, se encuentra unido de forma covalente en
el extremo 5" de un oligonucle6tido y el otro, un desactivador de fluorescencia (quencher)
se encuentra en el extremo 3’. El quencher inhibe la fluorescencia del reporter cuando es
excitado por la fuente de luz del termociclador. Cada sonda especifica hibrida en la zona
intermedia entre el cebador directo y el inverso. A medida que la Taq polimerasa sintetiza
en sentido 5°-3", la actividad exonucleasa 5°-3"de esta misma enzima degrada la sonda
quedando separado el fluoréforo del quencher y permitiendo asi la emision de la
fluorescencia. La fluorescencia detectada es directamente proporcional a la cantidad de
fluréforo liberado y, por lo tanto, a la cantidad de ADNc de interés presente en el producto
de PCR. La mezcla de PCR para este método se muestra en la tabla 18 y se calcula para
un volumen final de 12puL por cada pocillo.

Tabla 18. Cantidad de los reactivos para la RT-PCR utilizando sondas Tagman.

H20 ° 2,82
Master mix . T 6
Biosystems
Sonda Tagman® EurofinsDNA 0,36
Cebador directo 10uM EurofinsDNA 0,36
Cebador inverso 10uM EurofinsDNA 0,36
Muestra ADNc 2

0,01/0,05pg/pL

El protocolo utilizado para la amplificacién consistio en 40 ciclos de 2 minutos a
50°C, 10 minutos a 95°C, 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C en un sistema de PCR a
tiempo real (7300 Real Time PCR System, Applied Biosystems).

-SYBR Green: Esta técnica se basa en el empleo de un fluorocromo inespecifico
capaz de unirse a la molécula de ADN de cadena doble. El complejo fluorocromo-ADN
se excita con luz azul y emite luz verde. En cada ciclo de la PCR se generan moléculas
de ADN de doble cadena, generando mas fluorescencia por lo que ésta aumenta de forma
proporcional al producto de PCR. La mezcla de PCR para SYBR Green se muestra en la
tabla 19 y se calcula para un volumen final de 12uL por pocillo.
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Tabla 19. Cantidad de los reactivos para la RT-PCR utilizando el método SYBR Green.

H20 - 3,1

Master mix Agilent 6
Dye (1:500) Agilent 0,18
Cebador directo 10uM EurofinsDNA 0,36
Cebador inverso 10uM EurofinsDNA 0,36

Muestra ADNc 2

0,01/0,05pg/pL

El protocolo utilizado para la amplificacion consintioé en un paso inicial de 3 minutos
a 95°C y 32 segundos a 60°C, a continuacion, se produce la fase de disociacion que
consiste en 15 segundos a 95°C y 15 segundos a 95°C. Este proceso se realizd con el
mismo sistema de PCR a tiempo real mencionado anteriormente.

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado incluyendo un control negativo
(sin muestra). En la tabla 20 se muestran las secuencias de las sondas y cebadores
utilizados en esta tesis.

Para determinar la concentracion de ADNc en cada muestra se analiza el valor CT
(numero de ciclos requeridos para que la sefial fluorescente supere el umbral definido por
los niveles de fondo o background). El valor CT es inversamente proporcional a la
cantidad de ADNc.

Tabla 20. Lista de cebadores y sondas utilizados para el analisis de expresion mediante PCR a tiempo
real.

Directo AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA

hprt I TUEEERS SYBRGreen  peverso TTGCGCTCATCTTAGGCTTT
. Directo ACCCCACGAAGTGTTGGATA
HPRT Homo sapiens SYBRGreen  poverso AAGCAGATGGCCACAGAACT
Col1a1 Mus musculus SYBR Green DGR (EILEE TE(HE CTGC
Reverso ATGTCCCAGCAGGATTTGAG
Col1a Homo sapiens SYBR Green Directo GCTCGTGGAAATGATGGTGC
p Reverso ACCCTGGGGACCTTCAGAG
Directo CCGTGCTTCTCAGAACATCA
Col1a2 Mus musculus SYBR Green Reverso CTTGCCCCATTCATTTGTCT
Col1a2 Homo sapiens SYBR Green Directo GCAGGAGGTTTCGGCTAAGT
P Reverso CAGACTCCTTGTGTCGCAGA
Directo GCACAGCAGTCCAACGTAGA
el I TUEEERS SYBRGreen  poverso TCTCCAAATGGGATCTCTGG
Col3a Homo sapiens SYBR Green Directo TCAAAGGTGAACGTGGCAGT
p Reverso GTCCTGGGTTACCATTAC
Directo AAAGGGAGAAAGAGGCTTGC
Col4a1 Mus musculus SYBR Green Reverso CACCTTTGTCTCCAGGTAAG
Col4a1 Homo sapiens SYBR Green Directo AAGGATCIGTTGGTGGAATG
P Reverso CACCTTTGTCTCCAGGTAAG
Directo AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA
tafb I TUEEERS SYBRGreen  peverso TTGCGCTCATCTTAGGCTTT
tafb Homo sapiens SYBR Green Directo GGACCAGTGGGGAACACTAC

Reverso AGAGTCCCTGCATCTCAGAGT
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Tabla 20. (Continuacion).

Comercial (Applied biosystems. Ref.

hprt Mus musculus Tagman Mm03024075_m1)
. Comercial (Applied biosystems. Ref.

HPRT Homo sapiens Tagman Hs02800695_m1)
Comercial (Applied biosystems. Ref.

Fasn (FAS) Mus musculus Tagman Mm00662319_m1)
. Comercial (Applied biosystems. Ref.

Fasn (FAS) Homo sapiens Tagman Hs01005622_m1)
. Comercial (Applied biosystems. Ref.

ACACA (ACC) Homo sapiens Tagman Hs01046047_m1)
. Comercial (Applied biosystems. Ref.

MUxipl (ChREBP) Mus musculus Tagman Mm2342723_m1)
. Comercial (Applied biosystems. Ref.

chrebp Homo sapiens Tagman Hs00975714_m1)
Comercial (Applied biosystems. Ref.

Srebp1 Mus musculus Tagman Hs01088679_g1)
Nr1h2 (LxR) Mus musculus Tagman Comercial (Applied biosystems. Ref.

MmO00437265_g1)
Fgf21 (Fgf21) Mus musculus Tagman Comercial (Applied biosystems. Ref.

MmO00840165_g1)
Rbl1 (p107) Mus musculus Tagman Comercial (Applied biosystems. Ref.

MmO01250721_m1)
RBL1 (p107) Homo sapiens Tagman Comercial (Applied biosystems. Ref.

Hs00765700_m1)

6 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos tras los procedimientos experimentales in vivo € in vitro, se presentan
como la media de los grupos + el error estandar de la media (standard error of the mean,
SEM). El tamafio muestral de las poblaciones de cada experimento se detalla en los pies
de figura de los resultados y se representa con la letra “n”.

Los datos obtenidos en todos los experimentos se analizaron mediante el software
estadistico GraphPad Instad (GraphPad Instad Software, v5).

Para el analisis, se excluyeron las muestras y/o animales cuyo valor se desviaba + 2
veces la desviacion estandar’!2, o cuando se observara un comportamiento inadecuado
durante el procedimiento experimental.

Antes de realizar el analisis estadistico, se realiza un test de normalidad. Se utilizo el
test Shapiro-Wilk para un conjunto de muestras de n <2 0 y > 7, y el test Kolgomorov-
Smirnov cuando el n < 63!3, Cuando las poblaciones analizadas muestran una distribucion
normal, se realizan test estadisticos paramétricos y cuando no pasan el test de normalidad,
se realizan test estadisticos no paramétricos®!4 315 |

Los resultados del analisis estadistico tras la aplicacion del test correspondiente se
consideran significativos con una probabilidad de error menor o igual de 0.05, 0.01 o
0.001.

6.1 TEST PARAMETRICOS

Se realizan sobre aquellos experimentos cuyos grupos experimentales sigan una
distribucion Gaussiana (normal).
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6.1.1 ANOVA de una via

El andlisis de la varianza (ANOVA) determina si hay diferencia entre las medias de
tres 0 mas poblaciones que siguen una distribucién normal y son independientes entre si.
Una vez realizado el test, en caso de aceptar la hipdtesis alternativa que indica que si hay
diferencias entre las medias, es necesario realizar un test a posteriori para comprobar qué
medias son las que causan significacion. Para ello se utilizé el Tukey test con correccion
de Kramer que permite que los diferentes grupos tengan diferente tamafio muestral 316, A
diferencia del test a posteriori Bonferroni, con el test Tukey-Kramer, se comparan dos a
dos los grupos experimentales de forma simultanea®!”.

6.1.2 T-Test

Compara las medias de dos poblaciones desapareadas asumiendo que siguen una
distribucion normal. Es un test robusto, puesto que es capaz de comparar poblaciones con
un n < 5318319 'En un contraste de hipotesis bilateral (2 colas), se estudia la desigualdad
entre las medias, siendo la region critica del estadistico ambas regiones correspondientes
a la cola inferior y superior de la distribucion. En un contraste unilateral (una cola) la
desigualdad en la hipotesis sefiala en una sola direccion. En el desarrollo de esta tesis, se
utilizo t-test de dos colas.>2°.

6.2 TEST NO PARAMETRICOS
Se realizan sobre aquellos experimentos cuyos grupos experimentales no siguen una
distribucion Gaussiana (normal).

6.2.1 Test Kruskal-Wallis

Al igual que con el ANOVA, para hacer comparaciones entre multiples poblaciones
que no siguen una distribucion normal, se realiza el andlisis de la varianza mediante el
test de Kruskal-Wallis seguido de un post hoc test de Dunn para determinar entre qué
poblaciones existe la significancia®?!-322,

6.2.2 Test Mann-Whitney

Para comparar dos poblaciones con una distribucion no paramétrica se utiliza el test
de Mann-Whitney>%.

6.3 CORRELACIONES ENTRE VARIABLES

Durante esta tesis se realizaron correlaciones entre los niveles de p107 y diferentes
variables mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (si los datos siguen una
distribucion normal) o el coeficiente de correlacion de Spearman (si los datos no siguen
una distribucion normal) (7)>%4.

6.4 MODELO DE REGRESION LINEAL MULTIVARIANTE

Ademas, se estudid la relacion entre la expresion de pl07 y diferentes factores
fibrogénicos mediante el modelo de regresion lineal multivariante’?. El criterio usado
para seleccionar el mejor modelo se bas6é en el Akaike Information Criterion (AIC)
asumiendo que la multicolinealidad fue rechazada. El modelo 6ptimo se obtuvo
automaticamente mediante seleccion jerarquica de manera bidireccional, de manera que
las variables independientes entran o salen dependiendo de su significacion.
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7 DISENOS EXPERIMENTALES EN RATONES

7.1 ESTUDIO FENOTIPICO DE LOS RATONES P107KO

Extraccion

Genotipado de sangre en Resonado
Nacimiento y destete GTT ITT ayuno y TSE  Sacrificio
| ! STO 0D R
4 Seguimiento de peso 14 15 18 19 20

Semanas de vida

Para este experimento se utilizaron ratones macho o hembras KO o haploinsuficientes
para el gen Rbl/I (Suministrados por el Doctor Anxo Vidal, del CIMUS-Universidad de
Santiago de Compostela) y sus controles de tipo salvaje (wild type, WT) hermanos de
camada de 4 semanas de edad al inicio del experimento. Fueron expuestos a una dieta
estdindar (STD) o con un 60% de grasa (HFD) después de ser destetados. Hasta su
sacrificio a las 20 semanas de edad se hizo un seguimiento del peso corporal y se realizé
un fenotipado metabolico de dichos ratones.

7.2 ESTUDIO DE LA INHIBICION ESPECIFICA DE HIGADO DE P107 DURANTE 11 SEMANAS
EN RATONES C57BL6 EXPUESTOS A DIETA ESTANDAR O A HFD

Llegada al Inyeccion

animalario lentivirus Sacrificio
l l STD o HFD l
6 7 Seguimiento de peso 18

Semanas de vida

Para este experimento se usaron ratones macho adulto de entre 5 y 6 semanas de edad y
un peso aproximado de 25g de la cepa C57BL6 procedentes del animalario central de la
Universidade de Santiago de Compostela. Después de una semana de adaptacion
estabulados en cajas con 5 ratones cada una, se realiz6 la inyeccion de los lentivirus
(shLuciferasa para el grupo control y shpl107 para el grupo a estudio) a través de la vena
de la cola para producir una disminucion de la expresion de p107 mayoritariamente en el
higado. Inmediatamente los ratones fueron devueltos a la misma caja afiadiendo una dieta
con un 60% de las calorias procedentes de la grasa (HFD). Se realiz6 un seguimiento del
peso corporal durantes 11 semanas y luego fueron sacrificados recogiendo muestras de
plasma y tejidos de interés.

7.3 ESTUDIO DE LA INHIBICION ESPECIFICA DE HiGADO DE P107 DURANTE 7 SEMANAS
EN RATONES C57BL6 EXPUESTOS A HFD

Llegada al Inyeccion

animalario lentivirus Sacrificio
l l HFD
6 7 Seguimiento de peso 14

Semanas de vida

El experimento fue exactamente idéntico al explicado en el punto anterior (7.2) pero en
este caso los ratones fueron sacrificados a las 7 semanas tras la inyeccion lentiviral.
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7.4 RECUPERACION DE LA EXPRESION DE P107 EN HiGADO DE RATONES P107KO

Genotipado Inye‘cc‘ién
Nacimiento y destete lentivirus Sacrificio
l l HFD l HFD
Seguimiento de peso Semanas de vida

Para este experimento se utilizaron ratones macho KO para el gen Rb/I. Una vez
destetados a las 4 semanas de edad fueron expuestos a una dieta con un 60% de grasa
(HFD) y comenzamos un seguimiento de peso. 4 semanas después se realiz6 la inyeccion
del vector lentiviral a través de la vena de la cola para producir la sobreexpresion de p107
mayoritariamente en el higado (y lentivirus con expresion de GFP para los controles). Se
continud con la dieta HFD y el seguimiento de peso hasta las 20 semanas de edad, cuando
se procedio al sacrificio y toma de muestras.
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RESULTADOS

1 ESTUDIO FENOTIPICO Y MOLECULAR DE
RATONES KNOCK OUT (KO) PARA p107

1.1 LA DEFICIENCIA DE P107 PRODUCE UN FENOTIPO DELGADO TANTO EN
CONDICIONES DE DIETA ESTANDAR COMO CON DIETA ALTA EN GRASA
A partir de las 3 semanas de edad (destete), monitorizamos el peso corporal de los ratones
pl07KO y de sus controles WT compaieros de camada alimentados con una dieta
estandar (STD) o con una exposicion prolongada a una dieta alta en grasa (HFD) (15
semanas). Este andlisis nos revel6 un peso corporal ligeramente inferior en los ratones
p107KO en comparacion con los controles después de la exposicion a STD (Fig. 1a). Esta
diferencia fue mas evidente en los ratones alimentados con HFD; mostrando hasta un
30% menos de aumento de peso en comparacion con los controles (peso corporal [g] WT:
45.83£1.3 vs pl07 KO 33.540.17) (Fig. 1b). Esta diferencia también se encontré en
ratones heterocigotos para pl07 que mostraron una disminuciéon intermedia del peso
corporal. El estudio de la composicidon corporal indicé que los ratones p107KO tenian
una menor cantidad de masa grasa al exponerse a una dieta STD o una HFD (Fig. lcy
1d). Es importante tener en cuenta que esta diferencia no es una consecuencia de las
alteraciones en la ingesta de alimentos ni en los grupos de STD (Fig. 1e) ni de HFD (Fig.
1f), ya que no hubo cambios significativos en la ingesta de alimentos entre los ratones
p107KO en comparacion con los controles. Ademads, tampoco es una consecuencia de las
diferencias de tamano porque los ratones pl07KO no eran mds pequefios que sus
controles compafieros de camada y no se encontraron diferencias en los niveles de IGF-1

(Fig. 1gy 1h).
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Figura 1. Los ratones p107KO son mas delgados y resistentes a los efectos de la HFD. (a) Promedio
del peso corporal de los ratones control (n = 15) y p107KO (n = 10) con una dieta estandar (STD). (b)
Incremento de peso corporal acumulado durante 11 semanas con una HFD en ratones control (n = 15)
y ratones homocigotos p107KO (n = 9) y ratones heterocigotos p107KO (n = 12). (c) Composicion
corporal (masa grasa y masa no grasa) en ratones control y ratones p107KO0 alimentados con STD o (d)
con HFD. (e) Ingesta diaria promedio de ratones control y p107KO con STD y (f) con HFD. Longitud
corporal en centimetros (g) y niveles plasmaticos de IGF-1 (h) en ratones p107KO de 21 semanas de
edad con STD. Los datos se expresan como media £SEM. Después de aplicar el T-test (menos en la
grafica 1a que se realizé un ANOVA de una via para la comparacion de los 3 grupos): * p < 0.05, ** p
< 0.01, *** p < 0.001 entre los ratones control y p107KO. ## p < 0.01 y ### p < 0.001 comparaciéon
de heterocigotos p107 con control.

1.2 LOS RATONES CON DEFICIENCIA DE P107 MOSTRARON UN GASTO ENERGETICO
INCREMENTADO

Para determinar el mecanismo subyacente a la resistencia a la obesidad inducida por la

dieta en ratones p107KO, evaluamos el gasto energético mediante calorimetria indirecta

en ratones control y p107KO en condiciones de STD y HFD. Este analisis revel6 que el

gasto de energia era significativamente mayor en los ratones pl07KO en comparacion
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Actividad locomotora
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con los controles, tanto en condiciones de STD (Fig. 2a) como en HFD (Fig. 2b), y

ademas este aumento no fue asociado con cambios en la actividad locomotora (Fig. 2c y
2d).
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Figura 2. Los ratones p107KO mostraron un incremento en el gasto energético. Gasto energético
corregido por la masa magra en ratones p107KO de 18 semanas de edad en STD (a) y HFD (b). Actividad
locomotora en ratones control y ratones p107KO alimentados con STD (c) y con HFD (d). Los datos se
expresan como media £SEM.Después de aplicar el T-test: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre
los ratones control y p107KO.

1.3 Los RATONES P107KO MANIFESTARON UN INCREMENTO DE LA CAPTACION
POSTPANDRIAL DE LiPIDOS EN TABE Y TAM

Para descartar que el fenotipo de los ratones p107 KO se debiera a la disminucion de la
absorcion de grasa, evaluamos la captacion de grasa procedente de la dieta en el higado,
TABe y TAM in vivo. Especificamente, la administracion de un bolo de aceite de oliva
no mostré diferencias significativas entre los dos grupos de ratones en cuanto a los niveles
de TG y AGs circulantes (Fig. 3 a, b). Por el contrario, la biodistribucion tisular mostrd
algunos cambios interesantes, principalmente un aumento significativo en los recuentos
de radioactividad en TABe y una tendencia similar en TAM, lo que indicaba una mayor
captacion, mientras que el higado no se vio afectado (Fig. 3c).
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Figura 3. Los ratones p107KO presentan una mayor captacion de grasa postprandial en TABep (tejido
adiposo blanco epididimal) y TAM (tejido adiposo marrén). (a) Niveles de TG en suero después de un
bolo de 200 pl de aceite de oliva (control, n = 10 y p107KO, n = 7). (b) Niveles de acidos grasos (AG)
libres en suero después de un bolo de 200 pnl de aceite de oliva (ratones control, n = 10 y p107KO, n
= 7). (c) Captacion de lipidos de la dieta por el higado, TABep y TAM después de un bolo de 200 pl de
aceite de oliva que contiene 10uCi [9,10-3H] -trioleina. Los datos se expresan como media £SEM.
Después de aplicar el T-test: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre los ratones control y p107KO.

1.4 LOS RATONES CON DEFICIENCIA DE P107 MOSTRARON UNA INCREMENTADA
ACTIVIDAD TERMOGENICA Y AMARRONAMIENTO DEL TAB EN CONDICIONES DE
STD Y HFD

El TAM es el principal tejido donde se lleva a cabo el proceso de la termogénesis ya que

tiene una capacidad Unica para disipar el exceso de energia en forma de calor. La

regulacion de la termogénesis del TAM en respuesta a las sefiales metabdlicas puede
contribuir al balance energético, a la regulacion de las reservas corporales de tejido
adiposo y al control de los niveles de glucosa.

Debido a que el aumento del gasto energético en los ratones pl07KO es
independiente de la ingesta de alimentos y de la actividad locomotora, quisimos investigar
los mecanismos subyacentes detrds del aumento del gasto de energia. Por lo tanto,
medimos la temperatura del TAM y encontramos que estaba significativamente
aumentada con respecto a los ratones controles en condiciones de STD (Fig. 4a, b), sin
cambios en la temperatura corporal (Fig. 4c). El analisis histomorfologico reveld gotas
de lipidos mas pequefias en el TAM de los ratones pl07KO (Fig. 4d). Este resultado
estaba en consonancia con el estudio de la expresion de proteinas, donde encontramos
elevados niveles de expresion de varios biomarcadores termogénicos como UCPI,
PPARy y PRMDI16, indicativos de una mayor actividad termogénica (Fig. 4f). También
hubo una tendencia al aumento en la ratio pHSL/HSL, lo que podria indicar un aumento
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RESULTADOS

de la lipolisis (Fig. 4f). Ademas, observamos la esperada disminucién de la expresion de
pl07 en el TAM de ratones p107KO en comparacion con los controles (Fig 4e).
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Figura 4. Los ratones p107KO presentan un programa termogénico mas activo. (a) Imagenes
representativas de la temperatura interescapular del TAM y (b) la cuantificacion de la temperatura
interescapular del TAM y (c) la temperatura corporal en los ratones control y p107KO a temperatura
ambiente y bajo STD. (d) Tincién representativa de hematoxilina y eosina de TAM a las 21 semanas
de edad. Los detalles se muestran a mayor aumento. (e) Imagen de western blot de la expresion de
p107 en TAM y bazo (usado como control de expresiéon) de ratones p107WT y p107KO. (f)
Cuantificacion de las imagenes obtenidas mediante western blot de proteinas relacionadas con la
termogénesis y la lipolisis como UCP1, Prmd16, PPARy, CIDE-A, FGF-21, receptor adrenérgico B3, FAS,
HSL y pHSL en TAM de ratones control (n = 7) y ratones p107KO (n = 7) y las imagenes representativas.
Los datos se expresan como media £SEM. Después de aplicar el T-test: * p < 0.05, *** p < 0.001 entre
los ratones control y p107KO.

De acuerdo con la conocida funcion de p107 como regulador de la proliferacion
celular y la diferenciacion de adipocitos?*®2%4, evaluamos el nivel de expresion de p107
entre la fraccion de adipocitos blancos maduros y la fraccion vascular estromal, la cual
contiene preadipocitos. Nuevamente, como se esperaba, encontramos que pl07 estd
disminuida en TAB subcutaneo (TABsc) asi como en la fraccion estromal (tiempo 0) y
muestra un aumento de la expresion durante la diferenciacion de los adipocitos (Fig. 5a).
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Con respecto al TAB, su analisis morfologico revel6 una hipoplasia significativa de
adipocitos en los ratones pl07KO en comparacion con los controles (Fig. 5b, panel
superior). La tincion de UCP-1 en TAB mostr6é mas células positivas para UCP en ratones
pl07KO (Fig. 5b panel inferior) y esta diferencia fue estadisticamente significativa (Fig.
5¢).

Es ampliamente reconocido el papel que juegan las hormonas tiroideas en la
regulacion central de la termogénesis y el amarronamiento del TAB*?% 327 por ello
medimos la cantidad de T4 en plasma de los ratones p107KO sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas (Fig. 5d).
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Figura 5. (a) Analisis por western blot de la proteina p107 en la fraccién adipocitica blanca madura y
fraccion vascular estromal que contiene preadipocitos en el dia 0,3,5,7 y 9 de diferenciacion. (b)
Tincion representativa de hematoxilina y eosina (panel superior) e inmunohistoquimica de UCP-1
(panel inferior) de TABep en ratones control (n = 7) y p107KO (n = 7). (c) Semicuantificacion de la
inmunohistoquimica de UCP-1 en TABep de ratones control y p107K0. (d) Concentracion de T4 en
ratones control (n = 7) y p107KO (n = 7) de 21 semanas de edad con una STD determinada por un
ELISA. Los datos se expresan como media £SEM. Después de aplicar el T-test: *** p < 0.001 entre los
ratones control y p107 KO.

A la luz de los hallazgos descritos anteriormente sobre el aumento de la actividad de
BAT y el amarronamiento del TAB, quisimos ver lo que ocurria con los grupos expuestos
a HFD. En consecuencia, cuando se expusieron a HFD, los ratones p107KO mostraron
una temperatura interescapular mas elevada (Fig. 6a, b) sin variacion en la temperatura
corporal total (Fig. 6¢). El analisis histomorfoldgico revelo gotas de lipidos mas pequefias
en TAM de ratones KO (Fig. 6d, panel superior) con respecto a los controles, y la
inmunohistoquimica para UCP-1 (Fig. 6d, panel inferior) produjo una sefial
significativamente mayor en el TAM de los ratones p107KO, indicandonos un aumento
de la actividad termogénica (fig. 6e). Ademas, los niveles de expresion de varios
marcadores termogénicos como UCP-1, PRMD16, PPARy y CIDE-A fueron mayores en
los ratones KO (Fig. 6f).
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Figura 6. Los ratones p107KO tienen un programa termogénico mas activo cuando se alimentaron con
una HFD (a) Imagenes representativas de la temperatura interescapular del TAMy (b) la cuantificacion
de la temperatura interescapular del TAM y (c) la temperatura corporal en ratones control y p107KO
a temperatura ambiente y con HFD. (d) Tincion representativa de hematoxilina y eosina (panel
superior) y analisis inmunohistoquimico de UCP-1 (panel inferior) del TAM a las 21 semanas de edad
con HFD. Los detalles se muestran a mayor aumento. (e) Semicuantificacion de datos
inmunohistoquimicos de UCP-1 en TAM de ratones control y p107KO con HFD. (f) Cuantificacion de
imagenes obtenidas por western blot de proteinas relacionadas con la termogénesis y la lipolisis, tales
como UCP1, PRMD16, PPARy, PGC1a, CIDE-A, FGF-21, receptor adrenérgico B3, FAS, HSL y pHSL en
TAM de ratones control (n = 7) y p107KO (n = 7) en HFD y las imagenes representativas. Los datos se
expresan como media £SEM. Después de aplicar el T-test: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre
los ratones control y p107KO.

Se sabe que FGF21 promueve la activacion de la actividad termogénica del TAM y
el amarronamiento del TAB en asociaciéon con una mayor captacion y oxidacion de
glucosa®?® 3% Por lo tanto, medimos la expresion del ARNm de FGF21 por qPCR en la
grasa subcutanea y detectamos un aumento claro en los ratones pl07KO en comparacion
con sus controles (Fig. 7f). Al igual que con STD, en el caso de los ratones p107KO
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expuestos a HFD tampoco encontramos diferencias en los niveles plasmaticos de la
hormona Ty (Fig. 7g).
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Figura 7. Los ratones p107KO presentan un mayor amarronamiento del TABep (epididimal) y TABsc
(subcutaneo) tras la exposicion a HFD. (a) Tincién representativa de hematoxilina y eosina (panel
superior) y analisis inmunohistoquimico de UCP-1 (panel inferior) de TABep en ratones control (n =
9) y p107KO (n = 9) con HFD. (b) Semicantificacion de datos inmunohistoquimicos de UCP-1 en TABep
de ratones control y p107KO. (c) Tincion representativa de hematoxilina y eosina (panel superior) y
analisis inmunohistoquimico de UCP-1 (panel inferior) en TABsc de ratones control (n = 9) y p107KO
(n = 9) en HFD. (d) Semicuantificacion de datos inmunohistoquimicos de UCP-1 en TABsc de ratones
control y p107KO0. (e) Analisis mediante western blot de UCP1 en TABsc en ratones control (n =7) y
p107KO (n = 7) con HFD. (f) Expresion de ARNm de FGF21 en TABsc de ratones control (n = 9) y
p107KO (n = 9) con HFD. (g) Concentracion de T4 en ratones control (n = 7) y p107KO (n = 7) de 21
semanas de edad con una STD determinada por un ELISA. Los datos se expresan como media £SEM.
Después de aplicar el T-test: ** p < 0.01 entre los ratones control y p107 KO.

1.5 LOS RATONES P107KO SON CAPACES DE MANTENER ESTABLE LA TEMPERATURA
CORPORAL EN CONDICIONES DE EXPOSICION A FRIO
Para obtener més informacion sobre la relevancia fisiologica de p107 en la termogénesis,
realizamos una prueba de tolerancia al frio. El resultado de este experimento fue dificil
de predecir porque el hecho de que experimenten un mayor gasto de energia podria
indicar que son hipermetabdlicos y por tanto que no pueden aumentar alin mas la
produccidn de calor para evitar la pérdida de calor. Por el contrario, encontramos que los
ratones deficientes en p107 pudieron aumentar alin mas sus tasas metabolicas cuando se
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enfrentan al estrés por frio. De hecho, después de 2 horas de exposicion, parecian poder
mantener su temperatura corporal mejor que los ratones WT (Fig. 8). Tomados en
conjunto, nuestros hallazgos indicaron que la disminucion de expresion de p107 tiene un
papel beneficioso en términos de prevenir el aumento de peso inducido por HFD y ademas
son capaces de ayudar a mantener la temperatura corporal bajo el estrés por frio agudo.
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Figura 8. Temperatura rectal de los ratones control (n = 6) y p107KO (n = 6) de 15 semanas de edad
tras exposicion a frio (+ 4°C) durante 6 horas. Los datos se expresan como media +SEM. Después de
aplicar el T-test: * p < 0.05 entre los ratones control y p107 KO.

1.6 RATONES DEFICIENTES EN P107 MOSTRARON UNA MEJORA EN EL METABOLISMO DE
LA GLUCOSA Y EN LA SENSIBILIDAD A LA INSULINA

Una vez que establecimos que los ratones deficientes en p107 son resistentes a HFD,
decidimos estudiar en detalle su impacto en la homeostasis de la glucosa. En primer lugar,
medimos los niveles de glucosa en sangre en ratones alimentados ad libitum (Fig. 9a 'y
9b) y sometidos a un ayuno de 18 horas (Fig. 9c y 9d). No encontramos diferencias
significativas en los niveles de glucosa entre los ratones alimentados ad libitum. Por el
contrario, cuando se exponen a HFD y en estado de ayuno, los ratones KO mostraron
unos niveles de glucosa mas bajos comparados con los ratones WT. Ademas, aunque los
ratones deficientes en p107 expuestos a STD tenian ligeras diferencias con respecto a los
controles (mejoria en la tolerancia a la glucosa; Fig. 9¢) después de la exposicion a HFD,
esas diferencias se incrementaron de manera mas acusada (Fig. 9f).
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Figura 9. Los ratones p107KO muestran una mejor tolerancia a la glucosa. (a) Concentracion de
glucosa en sangre de ratones control y p107KO de 21 semanas de edad en STD (control, n =7 y
p107KO, n =7) y (b) en HFD (control, n = 8; p107KO, n = 15). (c) Concentracién de glucosa en sangre
después de un ayuno de 18 h en ratones control y p107KO de 8 semanas de edad en STD (control, n
=7y p107KO, n = 20) y (d) en HFD (control, n = 9; p107KO, n = 9). (e) Prueba de tolerancia a la
glucosa y su area bajo la curva de ratones control (n =7) y p107KO (n = 7) en STD y (f) en HFD (control
n =9y p107K0O n = 9) a las 9 semanas de edad. Los datos se expresan como media £SEM. Después de
aplicar el T-test: * p < 0.05, *** p < 0.001 entre los ratones control y p107 KO.

En linea con los datos de glucosa (Fig. 9), los resultados de la evaluacion de los niveles
de insulina (Fig. 10a, b) y el indice HOMA (Fig. 10c, d) sugirieron que la mejor tolerancia
a la glucosa en ratones deficientes en pl07 era probablemente debida a la mejor
sensibilidad a la insulina. Esta hipdtesis fue confirmada a continuacion por el test de
tolerancia a insulina (Fig. 10e, g, f, h).
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Figura 10. Los ratones p107KO presentan una resistencia a la insulina mejorada. (a) Concentraciones
séricas de insulina en ratones control y p107KO de 21 semanas de edad en STD (control, n =7 y
p107KO0, n = 7) y (b) en HFD (control, n = 9; p107KO, n = 9). (c) indice HOMA en ratones control y
p107KO de 21 semanas de edad con STD (control, n =7 p107KO, n = 7) y (d) en HFD (control, n = 9;
p107KO, n =9). (e) Prueba de tolerancia a la insulina y su area bajo la curva en ratones control (n =
7) y p107KO (n = 7) en STD y (f) en HFD (control n = 9 p107 ratones KO n = 9) a las 10 semanas de
edad. Los datos se expresan como media £SEM. Después de aplicar el T-test: * p < 0.05, ** p < 0.01,
*** p < 0.001 entre los ratones control y p107 KO.

1.7 LA DEFICIENCIA DE P107 PREVIENE LA ESTEATOSIS HEPATICA INDUCIDA POR HFD
Dado el claro efecto de p107 en la disminucion de la adiposidad que se manifestaba en
los ratones deficientes en p107, decidimos analizar la influencia de p107 en la esteatosis
hepatica.

Comparamos ambos genotipos (ratones control y ratones p107KO) en relacion a los
niveles circulantes de TG, cantidad de TG hepaticos y deposicion de lipidos en el higado
medido mediante la tincion Oil Red O en STD (Fig. 11a, 11d y 11g) sin encontrar
diferencias muy significativas. Sin embargo, al someterlos a HFD, los ratones pl07KO
manifestaron una marcada disminuciéon tanto de los triglicéridos circulantes como
hepaticos, ademas de niveles mas bajos de colesterol en plasma (Fig. 11b, 11cy 11e). De
forma interesante, observamos una clara prevencion frente a la esteatosis hepatica en los
ratones p107KO segln lo evaluado por la tincién con Oil Red O (Fig. 11h). Ademas, al
medir FGF21 circulante, indicador de obesidad y esteatosis hepatica, observamos un claro
descenso en los niveles del mismo en los ratones pl07KO comparados con los WT (Fig.

119).
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Figura 11. Los ratones p107KO son resistentes a la esteatosis inducida por HFD. (a) Niveles de TG en
plasma de ratones machos de control y p107KO de 21 semanas de edad en STD (control, n =7y p107
ratones KO, n = 7) o (b) en HFD (control, n = 9; p107 ratones KO, n = 9). (c) Niveles de colesterol en
plasma de ratones control y p107KO0 en HFD. (d) Contenido total de TG en el higado de ratones control
y p107KO de 21 semanas de edad en STD (control, n = 7y p107KO, n = 7) y (e) en HFD (control, n =
9; p107 ratones KO, n =9). (f) Concentracion de FGF-21 en plasma en ratones control (n = 9) y p107KO
(n = 9) de 21 semanas de edad con una HFD. (g) Tincion representativa de hematoxilina y eosina
(panel superior) y tincion de Oil Red O (panel inferior) de secciones de higado de ratones control (n
= 7) y ratones p107KO (n = 7) en STD y (h) en HFD (control, n = 9; p107KO, n = 9). Los detalles se
muestran a mayor aumento. Los datos se expresan como media £SEM. Después de aplicar el T-test: *
p <0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre los ratones control y p107 KO.
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2 ESTUDIO DEL PAPEL DE p107 EN LA REGULACION
DEL METABOLISMO HEPATICO EN RATONES

2.1 LOS RATONES P107KO MOSTRARON UNA INHIBICION DE LA LIPOGENES DE NOVO ASi
COMO UN AUMENTO EN LA OXIDACION MITOCONDRIAL DE AGS EN EL HIGADO
La clara resistencia al desarrollo de esteatosis hepatica en los ratones pl07KO que hemos
visto en la parte final del anterior punto, nos ha llevado a pensar que quizas p107 tenga
alguna accién directa en el metabolismo hepatico que fuese clave para el desarrollo de
este fenotipo. Por ello, se ha analizado la expresion de diferentes proteinas implicadas en
la LDN, encontrando un claro descenso en la expresion de FAS y ACC (Fig. 12a). El
descenso de FAS fue confirmado mediante el estudio de sus niveles de ARNm (Fig. 12c).
Ademas, el analisis de la expresion de proteinas implicadas en la B-oxidacion
mitocondrial como son los transportadores de AGs CPTla y CPT2 mostraron un
incremento, al igual que el FT implicado en la activacion de este proceso PPARa., asi
como diferentes proteinas utilizadas frecuentemente como marcadores de actividad

mitocondrial como son el complejo IV de la mitocondria (citocromo ¢ oxidasa) y UCP2
(Fig. 12c¢).
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Figura 12. Los ratones p107KO alimentados con HFD presentan alteraciones en el metabolismo
lipidico hepatico. (a) Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de proteinas
relacionadas con la lipogénesis de novo, tales como FAS, ACC, pACC, AMPKa, pAMPKa, SCD1, SREBP1p
(precursor), SREBP1m (forma madura) y ChREBP1a en higado de ratones control (n =7) y p107KO (n
=7) en HFD y las imagenes representativas. (b) Analisis de los niveles de ARNm de proteinas y factores
de transcripcion relacionados con la lipogénesis como FAS, SREBP1, ChREBP y LxR en higado de
ratones control (n =7)y p107KO0 (n = 7) en HFD. (c) Cuantificacion de imagenes obtenidas por western

121



JUAN CUNARRO GOMEZ

blot de proteinas relacionadas con la lipolisis y actividad mitocondrial, tales como FGF21, PPARa,
CPT1a, CPT2, complejo mitocondrial IV (citocromo c oxidasa) y UCP-2 en higado de ratones control
(n=7) y p107KO (n = 7) en HFD y las imagenes representativas. Los datos se expresan como media
+SEM. Después de aplicar el T-test: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre los ratones control y
p107KO.

2.2 LAS HEMBRAS P107KO MOSTRARON LOS MISMOS EFECTOS FENOTIPICOS Y
MOLECULARES A NIVEL HEPATICO QUE LOS RATONES MACHO

Como sabemos existe un marcado dimorfismo sexual en patologias como la obesidad y
en concreto en la acumulacion de grasa, debido principalmente a factores hormonales®°.
Es por ello, que en investigaciones metabolicas se suelen utilizar ratones del mismo sexo,
principalmente machos para asi obtener unos datos mas homogéneos. Sin embargo,
obviamente es realmente importante contrastar que los resultados que se obtienen son
aplicables en ambos sexos. Por ello, hemos expuesto a un grupo de hembras de raton
pl07KO vy sus controles WT a una dieta HFD para observar si se producian las mismas
alteraciones moleculares y el mismo fenotipo a nivel hepatico.

Satisfactoriamente, vimos que las hembras pl07KO también mostraron una
resistencia a la ganancia de peso bajo una HFD siendo esta diferencia significativa desde
la semana 11 de dieta (Fig. 13a). A nivel hepatico observamos, de nuevo, una resistencia
a la acumulacion de grasa en los hepatocitos como vemos en las histologias (Fig. 13b) y
en la cuantificacion del Oil Red O (Fig. 13c). Ademas, a nivel molecular también
presentaron una inhibicioén de las enzimas de la LDN (Fig. 13d) y un incremento en los

FT lipoliticos PGCI1p y PPARa (Fig. 13e).
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Figura 13. Las hembras p107KO alimentadas con HFD presentan mayoritariamente las mismas
alteraciones fenotipicas y moleculares que los machos. (a) Incremento de peso corporal acumulado
durante 17 semanas con una HFD en ratones hembra control (n = 8) y ratones hembra p107KO (n =
7). (b) Tincion representativa de hematoxilina y eosina (panel superior) y tinciéon de Oil Red O (panel
inferior) de secciones de higado de ratones hembra. (c) Cuantificacion de la tincion Oil Red O. (d)
Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de proteinas relacionadas con la lipogénesis
de novo, tales como FAS, ACC y ChREBP1a y de la (e) lipdlisis como PGC1B y PPARa en higado de
ratones hembra p107WT (n = 7) y p107KO (n = 7) en HFD y las imagenes representativas. Los datos
se expresan como media £SEM. Después de aplicar el T-test: ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre los
ratones hembra p107WT y p107KO.
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2.3 LA INHIBICION ESPECIFICA DE P107 EN EL HiGADO PROTEGE FRENTE AL

DESARROLLO DE ESTEATOSIS INDUCIDA POR HFD
Debido a la menor acumulacion de grasa y a las alteraciones en el metabolismo lipidico
encontradas en el higado de los ratones p107KO, quisimos averiguar si era un efecto
directo de p107 sobre el higado o era una consecuencia del efecto que tenia sobre el tejido
adiposo y la termogénesis. Por ello, nos propusimos hacer un modelo de raton mutante
especifico en higado (mediante técnicas virogenéticas) para evitar los posibles efectos
producidos por otros 6rganos.

La inyeccion a través de la vena de la cola de un vector lentoviral que contiene un
ARNsh para el gen de p107 se redujo significativamente la expresion de p107 en el higado
(Fig. 14a). Una vez inyectados los ratones fueron alimentados con HFD durante 11
semanas. Controlando su peso corporal semanalmente pudimos ver que los ratones con
la inhibicion de p107 hepética presentaron una ligera resistencia a la ganancia de peso,
llegando a ser estadisticamente significativa en las semanas 9 y 10 (Fig. 14b).

Los andlisis histolégicos nos permitieron determinar que los ratones con la
disminucién de p107 mostraron una resistencia al desarrollo de esteatosis inducida por la
dieta, como se ve de manera destacada en el Oil Red O (Fig. 14c y 14d).

Estos resultados indicaban que la inhibicién especifica de p107 en el higado de
ratones producia una disminucion de la acumulacion de grasa hepatica de manera similar
al encontrado en el higado de los ratones p107KO globales, estableciendo asi un modelo
de estudio clave para determinar la funcién hepatica de p107.
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Figura 14. La inhibicién especifica de higado de p107 protege contra la esteatosis inducida por la
dieta. (a) Cuantificacion de la imagen obtenida por western blot de la expresion de p107 en higados
de ratones shLuciferasa (n = 12) y shp107 (n = 13) 11 semanas después de la inyeccion de los lentivirus
y la exposicion a HFD. (b) Incremento de peso corporal acumulado durante 7 semanas con una HFD
en ratones shLuciferasa (n = 15) y shp107 (n = 13). (c) Tincion representativa de hematoxilina y
eosina (panel superior) y tincion de Oil Red O (panel inferior) de secciones de higado de ratones
shLuciferasa (n = 15) y shp107 (n = 13). (d) Cuantificaciéon de la tincion Oil Red O. Los datos se
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expresan como media £SEM. Después de aplicar el T-test: * p < 0.05 entre los ratones shLuciferasa y
shp107.

A la vista de esos resultados, quisimos ahondar en mas detalle en las rutas moleculares
que podrian estar implicadas en ese proceso y si eran coincidentes con los encontrado en
el modelo KO global.

Para ello, en primer lugar, estudiamos los niveles proteicos de diferentes enzimas
clave en la LDN, asi como los FT que intervienen en su regulacién. De manera destacada,
y como ya habiamos visto en el raton KO total, la inhibicion de p107 en el higado produjo
una disminucion de las principales enzimas de la LDN como son FAS y ACC y ademas
en este caso SCD1 también se encontraba disminuida (Fig. 15a). A pesar de esto, el FT
SREBPI no presentd cambios y ChREBP1 si que mostr6 un elevado incremento (Fig.
15a). Ademas, la disminucion de FAS fue confirmada mediante el analisis de los niveles
de ARNm (Fig. 15b).
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Figura 15. (a) Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de proteinas relacionadas con
la lipogénesis de novo, tales como FAS, ACC, pACC, SCD1, SREBP1p (precursor), SREBP1m (forma
madura) y ChREBP1a en higado de ratones shLuciferasa (n = 7) y shp107 (n = 7) y las imagenes
representativas. (b) Expresion de ARNm de diferentes marcadores lipogénicos en higado de ratones
shLuciferasa (n = 7) y shp107 (n = 7). Los datos se expresan como media +£SEM. Después de aplicar el
T-test: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre los ratones shLuciferasa y shp107.

Centrandonos en la oxidacion de AGs se midieron los niveles de expresion de proteinas
implicadas en estos mecanismos y en este caso, no se vio el incremento de los
transportadores mitocondriales de AGs, CPTla y CPT2 (Fig. 16a). Al analizar los
marcadores de actividad mitocondrial como son los cinco complejos mitocondriales
solamente se ha encontrado un incremento en los ratones con la inhibicion de p107 en
higado, aunque sin llegar a valores estadisticamente significativos (Fig. 16b). Sin
embargo, si se han encontrado incrementados FT implicados en la activacion de la
oxidacion lipidica como son FGF21, PGC1f3 y PPARa en los ratones con la inhibicion
de p107 (Fig. 16a).
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Figura 16. Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de proteinas relacionadas con la
(a) lipalisis, como FGF21, PGC1B, PPARa, CPT1a y CPT2; y (b) marcadores de actividad mitocondrial
como son los 5 complejos mitocondriales en higado de ratones shLuciferasa (n = 7) y shp107 (n = 7)
y las imagenes representativas. Los datos se expresan como media +SEM. Después de aplicar el T-test:
*p < 0.05, *** p < 0.001 entre los ratones shLuciferasa y shp107.

Como ya ha sido descrito, el higado de ratones alimentados con HFD esta sometido a
diferentes danos por la acumulacion de grasa, esto produce que se activen las respuestas
celulares de la UPR para aliviar el estrés del RE. Por ello, medimos diferentes marcadores
de estrés del RE en el higado del modelo de ratdon con inhibicion especifica hepatica de
pl07. Es importante destacar que, estos ratones mostraron una menor activacion de
algunos marcadores de estrés del RE como se refleja en las ratios pIRE/IRE, pJNK/JNK
y pEIF20/EIF2a. Ademas, encontramos unos niveles de GPR78 mas elevados, algo que
se correlaciona con los resultados previos ya que como hemos mencionado en la
introduccion se trata de una chaperona del RE que facilita el correcto plegamiento de las
proteinas y reduce el estrés del RE (Fig. 17).
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Figura 17. Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de marcadores proteicos de estrés
del RE, como GPR78, IRE, pIRE, JNK, pJNK, elF2a y pelF2a en higado de ratones shLuciferasa (n = 7)
y shp107 (n = 7) y las imagenes representativas. Los datos se expresan como media £SEM. Después
de aplicar el T-test: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre los ratones shLuciferasa y shp107.

2.4 LA INHIBICION HEPATICA DE P107 ACTUA EN PRIMER LUGAR DESCENDIENDO LA
ACUMULACION DE GRASA, DISMINUYENDO LA EXPRESION DE FAS E
INCREMENTANDO LA DE PGC1 EN EL HIGADO

Los claros resultados obtenidos con el modelo de dieta HFD durante 11 semanas en los

ratones p107KO en higado nos llevé a preguntarnos que eventos comenzarian primero en

el metabolismo lipidico del higado. Para averiguarlo, decidimos realizar un experimento

a menor tiempo de dieta (7 semanas) para ver que cambios se producian primero. A ese

tiempo observamos como la eficiencia de la infeccion es suficiente para producir una

disminucién de p107 en higado (Fig. 18a), y analizamos el higado de esos ratones a ese
tiempo.
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En estas primeras semanas como hemos visto en el anterior apartado no se han producido
diferencias destacadas en el peso corporal entre ambos grupos de ratones (Fig. 18b). Sin
embargo, si hay una menor acumulacion de grasa en higado en los ratones con inhibicion
de p107 hepatica y alimentados con HFD, como se puede ver de forma clara en los analisis
histologicos (Fig. 18c) y en la cuantificacion de la tincion Oil Red O (Fig. 18d).
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Figura 18. La inhibicion higado especifica de p107 ya produce resistencia a la acumulacion de grasa
hepatica desde las 7 semanas. (a) Cuantificacion de la imagen obtenida por western blot de la
expresion de p107 en higados de ratones shLuciferasa (n = 11) y shp107 (n = 11). (b) Incremento de
peso corporal acumulado durante 7 semanas con una HFD en ratones shLuciferasa (n = 11) y shp107
(n = 11). (c) Tincion representativa de hematoxilina y eosina (panel superior) y tinciéon de Oil Red O
(panel inferior) de secciones de higado de ratones shLuciferasa (n = 10) y shp107 (n = 13). (d)
Cuantificacion de la tincion Oil Red O. Los datos se expresan como media £SEM. Después de aplicar
el T-test: ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre los ratones shLuciferasa y shp107.

Por otro lado, quisimos comprobar si 7 semanas tras la inyeccion eran suficientes para
presentar todos los cambios moleculares que encontramos en los ratones sacrificados a
las once semanas post-inyeccion. Para ello analizamos la mayoria de las proteinas en las
que habiamos encontrado cambios significativos en el apartado anterior. Observamos
que, en este caso, de las proteinas relacionadas con la LDN solamente se mantenia el
acusado descenso de FAS (Fig. 19a) y el aumento de PGCI1 (Fig. 19b). Ademaés, no
encontramos alteraciones en el estrés del RE (Fig. 19c). Sugiriendo que estos cambios
son los que promueven, al menos en primera instancia, la menor acumulacion de grasa y
la posterior resistencia al desarrollo de estrés del RE.
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Figura 19. Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de (a) marcadores lipogénicos,
como FAS, ACC, pACC, SCD1 y ChREBP1; (b) lipoliticos como FGF21, PGC1B, PPARa, CPT1a y CPT2; y
(c) marcadores de estrés del RE como GPR78, JNK 'y pJNK en higado de ratones shLuciferasa (n =7) y
shp107 (n = 7) y las imagenes representativas. Los datos se expresan como media +SEM. Después de
aplicar el T-test: *p < 0.05 entre los ratones shLuciferasa y shp107.

2.5 EN CONDICIONES DE STD LA INHIBICION HIGADO ESPECIFICA DE P107 SOLAMENTE
PRODUCE UN INCREMENTO DE PGC18 Y CPT1a
Quisimos ver si los efectos vistos en la inhibicion de p107 y la exposicion a HFD durante
11 semanas también se producian en un modelo de STD o eran necesarias unas
condiciones de elevado aporte calorico para forzar el sistema y ver los claros efectos en
el metabolismo lipidico.
Para ello, realizamos el mismo experimento de 11 semanas, pero con una dieta STD.
Como podemos observar en la Figura 19 no se encontraron diferencias claras en el peso
corporal (Fig. 20b) de los ratones ni en la acumulacion hepatica de grasa (Fig. 20c y 20d).
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Figura 20. Inhibicién higado especifica de p107 en ratones alimentados con STD. (a) Cuantificacion
de la imagen obtenida por western blot de la expresion de p107 en higados de ratones shLuciferasa
(n =7) yshp107 (n = 7). (b) Incremento de peso corporal acumulado durante 10 semanas con una STD
en ratones shLuciferasa (n = 10) y shp107 (n = 10). (c) Tincion representativa de hematoxilina y
eosina (panel superior) y tincion de Oil Red O (panel inferior) de secciones de higado de ratones
shLuciferasa (n = 10) y shp107 (n = 13). (d) Cuantificaciéon de la tincion Oil Red O. Los datos se
expresan como media £SEM. Después de aplicar el T-test: *p < 0.05 entre los ratones shLuciferasa y
shp107.
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Por otro lado, el estudio de los diferentes marcadores moleculares que habiamos visto
alterados en el modelo de HFD nos indic6 que la inhibicion en las enzimas de la LDN no
se produce tras la inhibicion de p107 en el higado en un modelo de STD (Fig. 21a). En
cuanto a los FT implicados en la lipolisis solamente vimos un claro incremento
estadisticamente significativo de PGCIP (Fig. 21b). En cuanto a los complejos
mitocondriales solamente el complejo V se incrementd de forma estadisticamente
significativa en el higado de los ratones sin p107 hepatico expuestos a STD (Fig. 21c).
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Figura 21. Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de (a) marcadores lipogénicos,
como FAS, ACC, y ChREBP1; (b) lipoliticos como PGC1B y PPARa; y (c) marcadores actividad
mitocondrial como son los complejos de la cadena de transporte electronico en higado de ratones
shLuciferasa (n = 7) y shp107 (n = 7) y las imagenes representativas. Los datos se expresan como
media £SEM. Después de aplicar el T-test: *p < 0.05 y *** p < 0.001 entre los ratones shLuciferasa y
shp107.

2.6 LA RECUPERACION DE LA EXPRESION DE P107 EN EL HiGADO DE LOS RATONES
P107KO REVIERTE LOS EFECTOS EN LA ACUMULACION DE GRASA HEPATICA Y LA
INHIBICION DE FAS

Dado el claro papel de p107 en la regulacion del metabolismo hepético tanto en el modelo

KO global de p107 como en el especifico de higado, quisimos ver si este efecto podria

revertirse al normalizar los valores de pl107. Para lograrlo hicimos un experimento de

ganancia de funcién, por lo que inyectamos por la vena de la cola de ratones pl07KO
global alimentados con HFD un vector lentiviral que produce la expresion sostenida de
p107 (Fig 22a). Como control, se us6 un vector lentoviral que expresaba GFP.

Como podemos observar en la figura 21 la recuperacion de la expresion de p107
especificamente en el higado no tuvo ninguna influencia en el peso corporal (Fig. 22b),
sin embargo, si incremento la acumulacion de grasa hepéatica (Fig. 22¢ y 22d) y normaliz6
los niveles de FAS al aumentar su expresion en comparacion con los pl07KO y la
expresion de FAS (Fig. 22e).
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Figura 22. La recuperacion de la expresion de p107 en el higado de ratones p107KO revierte en gran
medida los efectos vistos. (a) Cuantificacion de la imagen obtenida por western blot de la expresion
de p107 en higado de ratones shLuciferasa (n = 3) y shp107 (n = 3) y su imagen representativa. (b)
Incremento de peso corporal acumulado durante 16 semanas con una HFD en ratones p107KO+GFP
(n=10) y p107KO+p107 (n = 11). (c) Tincion representativa de hematoxilina y eosina (panel superior)
y tincion de Oil Red O (panel inferior) de secciones de higado de ratones p107KO+GFP (n = 10) y
p107KO+p107 (n = 11). (d) Cuantificacion de la tincion Oil Red O. (e) Cuantificacion de la imagen
obtenida por western blot de la expresion de FAS en higados de ratones p107KO+GFP (n = 5) y
p107KO+p107 (n = 6). Los datos se expresan como media £SEM. Después de aplicar el T-test: *p <
0.05y ** p < 0.01 entre los ratones p107KO+GFP y p107KO+p107.

3 EFECTOS DE LA MANIPULACION GENETICA DE
pl107 EN HEPATOCITOS HUMANOS

3.1 LA INHIBICION DE P107 DISMINUYE LA CANTIDAD DE LiPIDOS DEBIDO A LA
INHIBICION DE LA LIPOGENESIS DE NOVO Y AL INCREMENTO EN LA OXIDACION DE
LiPIDOS.

Para confirmar los datos obtenidos en el modelo preclinico de raton, quisimos averiguar
si esto también podria ocurrir en el humano. Se utiliz6 una linea celular inmortalizada de
hepatocitos procedentes de un higado humano normal, conocida como THLE2. Primero
quisimos comprobar si en hepatocitos humanos la inhibicién de p107 producia las mismas
alteraciones metabolicas que las vistas en el higado de raton (descritas en apartados
anteriores). Se utilizaron ARNsi y los andlisis fueron realizados 48 horas después de la
transfeccion.

Los resultados mostraron que tras una eficiente inhibicion de p107 (Fig. 23a), las
células THLE2 presentaron una reduccion de la acumulacion de lipidos observada
mediante la tincién Oil Red O (Fig. 23b). A nivel proteico se observé un claro descenso
en la expresion del marcador lipogénico FAS (Fig. 23c), este descenso también fue
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confirmado mediante el analisis de los niveles d¢ ARNm (Fig. 23d). Ademaés, también se
ha visto disminuida la expresion de otro marcador lipogénico encargado de la
desaturacion de AGs como es SCD1. Para confirmar de una manera mas precisa si la
disminucion de estas dos enzimas lipogénicas venia determinada por un descenso general
en el proceso de la LDN, utilizamos acetato marcado radiactivamente. Esta técnica
determind que las células con la inhibicién de p107 presentaban un descenso en la sintesis
de novo de TGs (Fig. 23f) y una menor sintesis de novo de AGs libres, alcanzando estos
ultimos valores diferencias estadisticamente significativa (Fig. 23e).
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Figura 23. Efectos de la inhibicion de p107 en la lipogénesis. (a) Cuantificacion de la imagen obtenida
por western blot de la expresion de p107 en THLE2 (n = 3 por grupo). (b) Imagenes representativas
de la tincion de Oil Red O en THLE2. (c) Cuantificacion de los niveles de proteinas implicadas en la
lipogénesis FAS, ACC, pACC y SCD1 (n = 3 por grupo) y sus imagenes representativas. (d) Niveles de
ARNm de FAS y ChREBP1 en THLE2 (n = 3 por grupo). (e) Sintesis de novo de (a) AG libres (FFA) y (f)
triglicéridos (TG) en THLE2 (n = 6 por grupo). Los datos se expresan como media £SEM. Después de
aplicar el T-test: *p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 entre los dos grupos.

Por otro lado, quisimos comprobar si este modelo celular humano también
encontrabamos alteraciones en la oxidacion lipidica derivadas de la inhibicion de p107.
En este caso, el andlisis de las principales proteinas que habiamos visto alteradas en los
modelos de roedores no presentaron los mismos cambios, de hecho, se vio un descenso
significativo en la expresion de PPARc y una bajada en CPT1a (Fig. 24a). Sin embargo,
el analisis de oxidacion total de palmitato mediante marcaje radioactivo si indic6 un claro
aumento del mismo en las células con el siARN de p107 (Fig. 24b).
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Figura 24. Efectos de la inhibicion de p107 en la lipdlisis. (a) Cuantificacion de los niveles de proteinas
implicadas en la lipdlisis PGC18, PPARa y CPT1a (n = 6 por grupo) y sus imagenes representativas. (b)

130



RESULTADOS

Oxidacion del acido palmitico (n = 6 por grupo). Los datos se expresan como media £SEM. Después de
aplicar el T-test: *p < 0.05 entre los dos grupos.

3.2 LA INHIBICION DE P107 PRODUCE RESISTENCIA A LA ACUMULACION DE LiPIDOS
INDUCIDA POR EXPOSICION A ACIDO OLEICO DEBIDO A UN INCREMENTO EN LA
OXIDACION LIPIDICA

Como hemos visto que la inhibicion de pl07 en hepatocitos humanos presenta

importantes alteraciones en el metabolismo lipidico, reproduciéndose algunos de los

resultados encontrados en los modelos de roedores, quisimos ver como se comportarian
dichas células cuando se las exponia durante un largo periodo a un excedente lipidico

(acido oleico durante 36 horas) para intentar simular en cierto modo el modelo de HFD

en ratones, donde hemos vistos las alteraciones mas marcadas.

Tras 36 horas de exposicion a acido oleico 1mM las células con la inhibicion de p107
mostraron resistencia a la acumulacion de lipidos como muestra la histologia oil red O
(Fig. 25a) y su cuantificacion (Fig. 25b). El andlisis proteico reveld que en estas
circunstancias la inhibicién de p107 provoca, al contrario de los esperado, un incremento
en la expresion de los marcadores lipogénicos FAS y ACC (Fig. 25¢). Por otro lado, el
estudio de marcadores lipoliticos mostrd un incremento de proteinas implicadas en la
oxidacion lipidica como son PGC13, FGF21 y CPT2 ademas de varios de los complejos
de la cadena de transporte electrénico mitocondrial como los complejos mitocondriales
I, Il y IV que se encuentran estadisticamente incrementados (Fig. 25d).
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Figura 25. Respuesta de la inhibicion de p107 en THLE2 a la exposicion a acido oleico durante 36
horas. (a) Imagenes representativas de la tinciéon de Oil Red O en THLE2 y su cuantificacion (b). (c)
Cuantificacion de los niveles de proteinas implicadas en la lipogénesis y la lipolisis como FAS, ACC,
PGC1B, PPARa, FGF21, CPT1a y CPT2; y (d) los complejos de la cadena de transporte electronico
mitocondrial (n = 3 por grupo) y sus imagenes representativas. Los datos se expresan como media
+SEM. Después de aplicar el T-test: *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre los dos grupos.
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Para comprobar que alteraciones metabolicas se producian en primera instancia tras la
exposicion a acido oleico, realizamos el mismo experimento de exposicion al AG pero en
este caso durante 3 horas. Como observamos en la figura 25, la inhibicion de p107 en
hepatocitos humanos expuestos durante 3 horas a 4cido oleico produjo un incremento en
el FT activador de la oxidacion de lipidos PPARa (Fig. 26a), asi como un aumento en la
expresion de varios de los complejos mitocondriales, el 11, IIl y V y sin cambios en FAS
o ACC (Fig. 26b).
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Figura 26. Respuesta de la inhibicion de p107 en THLE2 a la exposicién a acido oleico durante 3 horas.
(a) Cuantificacion de los niveles de proteinas implicadas en la lipogénesis y la lip6lisis como FAS,
PGC1B, PPARa, FGF21, CPT1a y CPT2; y (b) los complejos de la cadena de transporte electronico
mitocondrial (n = 3 por grupo) y sus imagenes representativas. Los datos se expresan como media
+SEM. Después de aplicar el T-test: *p < 0.05 y ** p < 0.01 entre los dos grupos.
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3.3 LA SOBREEXPRESION DE P107 PRODUCE UN INCREMENTO EN LA ACUMULACION DE
LIiPIDOS DERIVADO DE UN INCREMENTO DE FAS Y UNA MENOR ACTIVIDAD
MITOCONDRIAL

Quisimos ver si la sobreexpresion de p107 en las células THLE2 revertia el efecto de la

inhibicion. Para ello transfectamos las células con un plasmido que expresa p107 con una

clara eficiencia como se observa por el gran incremento de los niveles proteicos de p107
en la figura 27a.

El analisis con Oil Red O nos mostré que la sobreexpresion de p107 incrementaba la
acumulacion de lipidos en las células (Fig. 27b y 27¢). A nivel proteico se produjo un
claro incremento en la expresion de FAS y una inhibicion en la expresion de PPARa (Fig.
27d). Para realizar un analisis mas detallado de actividad mitocondrial, utilizamos el
Seahorse, que permite calcular la funcion mitocondrial y observamos que la
sobreexpresion de p107 provoca una menor respiracion mitocondrial basal, asi como una
menor capacidad respiratoria maxima (Fig. 27¢).
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Figura 27. Efectos de la sobreexpresion de p107. (a) Cuantificacion de la imagen obtenida por western
blot de la expresion de p107 en THLE2 (n = 3 por grupo). (b) Imagenes representativas de la tincion
de Oil Red O en THLE2 y su cuantificacion (c). (d)Cuantificacion de los niveles de proteinas implicadas
en la lipogénesis y la lipdlisis como FAS, ACC, pACC, PGC18, PPARa, FGF21, y CPT1a (n = 3 por grupo)
y sus imagenes representativas. (e) Perfil de los niveles de OCR obtenidos con el test Mito strees
Seahorse. Los datos se expresan como media £SEM. Después de aplicar el T-test: *p < 0.05, ** p <0.01,
*** p < 0.001 entre los dos grupos.

3.4 EL INCREMENTO EN LA ACUMULACION DE GRASA EN LOS HEPATOCITOS CON LA

INHIBICION DE P107 ES DEPENDIENTE DEL INCREMENTO DE FAS
Como se ha visto en el punto anterior, el aumento de la expresion de p107 en hepatocitos
humanos produjo un incremento en la acumulacion lipidica y un claro aumento en la
expresion de FAS. Por ello, quisimos comprobar si el efecto sobre la acumulacion lipidica
de la sobreexpresion de p107 podria ser dependiente, al menos en parte, del incremento
de la enzima de la LDN. Asi, realizamos una transfeccion con un siARN de FAS el cual
inhibi6 su expresion (Fig. 28a). 24 horas después, transfectamos esas mismas células con
el mismo plasmido ya utilizado en el apartado anterior que incrementd la expresion de
pl07, pero se mantuvo la inhibicion de FAS (Fig. 28a). Como observamos en las
imagenes de Oil Red O (Fig. 28c) y en su cuantificacion (Fig. 28b), como era de esperar
el plasmido de p107 incrementd la acumulacion lipidica y el siARN de FAS la inhibi6.
Sin embargo, cuando se realizo la cotransfeccion, el siARN de FAS revertio el efecto del
plasmido de p107 reduciendo la acumulacion de lipidos en las células, pero sin llegar a
ser esta diferencia estadisticamente significativa. Por ello, podemos decir que el efecto
sobre la acumulacion lipidica en las THLE2 es dependiente, al menos en parte, del
consecuente incremento en la expresion de FAS.
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Figura 28. La mayor acumulacion de lipidos en las THLE2 con sobreexpresion de p107 es, al menos
en parte, debido al incremento en la expresion de FAS. (a) Imagenes de western blot de la expresion
de p107 y FAS en THLE2 (n = 2 por grupo). (b) Cuantificacion de las imagenes de Oil Red O y (c) las
imagenes representativas de Oil Red O. Los datos se expresan como media £SEM. Después de aplicar
el T-test: *p < 0.05 entre los dos grupos.

4 ESTUDIO DEL PAPEL DE p107 EN LA PROGRESION
DE NAFLD

4.1 P107 SE ENCUENTRA INCREMENTADO EN MODELOS DE ROEDORES DE NAFLD
INDUCIDA POR LA DIETA
Visto el claro papel de p107 en la regulacién del metabolismo lipidico en el higado nos
preguntamos si p107 podria estar implicado en la progresion de enfermedad hepatica
desde esteatosis, NAFLD y NASH, por ello analizamos su expresion en los diferentes
estadios de la enfermedad hepatica. Para ello utilizamos modelos de ratén con NAFLD y
NASH inducidos por la dieta y analizamos la expresion de ARNm de p107 en el higado
de esos ratones. Tanto en los ratones con esteatosis (dieta HFD) o con avanzada esteatosis
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(dieta CDHFD) los niveles de p107 eran mayores que los comparados con los controles
(Fig. 29a). Ademas, en los estadios mas avanzados con fibrosis como es el NASH (dieta
MCD) también se observaba ese incremento (Fig. 29b).
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*kk o = HFD 52 semanas . = MCD 4 semanas
31 - o ¢ CDHFD 52 semanas 31

Niveles de ARNm de p107 en
higado (normalizado al control)
Niveles de ARNm de p107 en
higado (normalizado al control)

Figura 29. La expresion de p107 se encuentra incrementada en ratones expuestos a diferentes dietas.
(a) Niveles de ARNm de p107 en higado de ratones expuestos durante 52 semanas a STD (n = 7), HFD
(n = 5), CDHFD (n = 8) o (b) 4 semanas a STD (n = 10) y MCD (n = 10). Los datos se expresan como
media £SEM. Después de aplicar el T-test: ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre los dos grupos.

4.2 LA EXPRESION DE P107 SE CORRELACIONA POSITIVAMENTE CON VARIOS
MARCADORES DE FIBROSIS
Como hemos visto en el apartado anterior, la expresion de pl07 se encuentra
incrementada en diferentes modelos de NAFLD inducida por la dieta y en NASH. Dado
que la evolucion de la enfermedad hepatica puede alcanzar un dafio fibrético, por ello
quisimos ver si en estos modelos la expresion de pl107 se correlacionaba con diferentes
marcadores de fibrosis hepatica. Los resultados muestran que existe una correlacion
positiva estadisticamente significativa entre p107 y los marcadores fibréticos estudiados
unicamente en los modelos de HFD y CDHFD de 52 semanas (Fig. 30a, 30c, 30e y 30g),
sin embargo, en el modelo de MCD solamente se encuentra en alguno de ellos una ligera

tendencia a la correlacion positiva con la expresion génica de p107 (Fig. 30b, 30d, 30f'y
30h).
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Figura 30. Correlacion entre (a) niveles de p107 y niveles de TGFB en HFD y CDHFD y (b) en MCD; (c)
niveles de p107 y niveles de Colagenasa 1o en HFD y CDHFD y (d) en MCD; (e) niveles de p107 y
niveles de colagenasa 3 en HFD y CDHFD y (f) en MCD; (g) niveles de p107 y niveles de colagenasa 4
en HFD y CDHFD y (h) en MCD. Las correlaciones entre los niveles de p107 y los diferentes factores
fibrogénicos se analizaron mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (si los datos siguen una
distribucion normal) o el coeficiente de correlacion de Spearman (si los datos no siguen una
distribucion normal) (r).
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4.3 LOS RATONES CON EL SILENCIAMIENTO HEPATICO DE P107 MOSTRARON UNA
DISMINUCION EN LA EXPRESION DE TGFB
Vista la clara relacion de la expresion de p107 con la de diferentes marcadores y dietas
asociadas al desarrollo de fibrosis hepatica, quisimos medir la expresion de algunos de
ellos en el higado de los ratones con el silenciamiento de p107 especifico de higado y una
exposicion a HFD de 11 semanas. Como vemos en la figura 31 los ratones con el
silenciamiento de p107 mostraron menores niveles d¢ ARNm de TGFf, un factor clave
en la activacion del proceso fibrético, principalmente a través de la activacion de las
células estelares. Ademas, se observaron ligeras tendencias a la disminucion en la
expresion de diferentes colagenasas (Fig. 31).
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Figura 31. Niveles de ARNm de marcadores fibréticos como TGFB, Col1a, Col3 y Col4 en higado de
ratones con shRbl1 o shLuciferasa durante 11 semanas (n = 12 y 9 por grupo). Los datos se expresan
como media £SEM. Después de aplicar el T-test: *** p < 0.001 entre los dos grupos.

4.4 LA ACTIVACION CON TGFB DE UNA LINEA CELULAR DE CELULAS ESTELARES
HUMANAS (LX2) PROVOCO UN INCREMENTO DE P107

Como hemos visto hasta ahora, la expresion de pl107 se correlaciona positivamente con
la del factor fibrotico TGF y con la de varias colagenasas en higado de ratén. Ya hemos
comentado que las principales células hepaticas implicadas en el desarrollo de fibrosis
son las células estelares, las cuales son principalmente activadas gracias a la expresion de
TGFB3!°. Por ello, quisimos comprobar si p107 también podria ver alterada su expresion
al activar una linea celular inmortalizada de células estelares humanas (LX2) con TGFp.
Observamos como tras 24 horas después de afiadir el tratamiento con TGFf se produjo
un incremento estadisticamente significativo del mismo, asi como de 4 tipos diferentes
de colagenasas (Fig. 32a). Para comprobar si pl07 también podria ver alterada su
expresion tras la activacion con TGF3 medimos sus niveles de ARNm y observamos que
se incrementaron debido a la estimulacion de las células LX2 con TGFf (Fig. 32b).
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Figura 32. (a) Niveles de ARNm en LX2 de diferentes marcadores fibrogénicos como TGFp, Colagenasa
1a1, 1a2, 301 y 4a1; y (b) de p107 (n = 5 por grupo). Los datos se expresan como media £SEM.
Después de aplicar el T-test: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre los dos grupos.

S ESTUDIO DE LOS NIVELES DE p107 EN MUESTRAS
HUMANAS

Para estudiar la relevancia clinica de estos tltimos resultados medimos los niveles de
ARNm de p107 en muestras de pacientes obesos con diferentes grados de NAFLD y
NASH, y correlacionamos su expresion con diferentes factores fibrogénicos. Como
observamos en la figura 33 la expresion de p107 se correlaciona positivamente de forma
estadisticamente significativa con TGFp, la colagenasa 3oy con ACTA2.
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Figura 33. Correlacion de muestras de pacientes humanos entre (a) niveles de ARNm hepético de
p107 y de TGFB, (b) niveles de p107 y niveles de Colagenasa 1a, (c) niveles de p107 y niveles de
colagenasa 3a, (d) niveles de p107 y niveles de colagenasa 4a y (e) niveles de p107 y niveles de
ACTAZ2. Las correlaciones entre los niveles de p107 y los diferentes factores fibrogénicos se analizaron
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (si los datos siguen una distribucion normal) o el
coeficiente de correlacion de Spearman (si los datos no siguen una distribucion normal) (r).
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DISCUSION

p107, un miembro de la familia de las PP, ha sido estudiado exhaustivamente en relacion
con el control del ciclo celular y la tumorogénesis®3!, sin embargo, ahora ya se encuentra
ampliamente aceptada su relacion con el metabolismo energético. En relacion a esto, se
ha despertado un gran interés por los trabajos que sugieren que p107 es un regulador de
la diferenciacion de los adipocitos®® 284 285 ya que desempefia una funcion clave en los
destinos del linaje de los adipocitos y la formacion de adipocitos pro-termogénicos?*,
Ademas, los datos obtenidos en humanos indican que p107 podria estar asociado con la
biogénesis mitocondrial en el musculo esquelético®®, lo que abriria la posibilidad de su
influencia en la homeostasis de la glucosa. Finalmente, en algunos estudios, ratones de la
cepa BALB/c deficientes en p107 han mostrado resistencia a la obesidad inducida por la
dieta y un aumento del estado oxidativo en el masculo?®®. No obstante, los mecanismos
por los cuales pl107 puede influir en la homeostasis energética son casi completamente
desconocidos.

Por lo tanto, inicialmente, este estudio se disefio para evaluar el impacto de la
ausencia sistémica de p107 en el desarrollo de resistencia a la obesidad e intolerancia a la
glucosa en un modelo de ratén obeso, de fondo mixto de la cepa C57BL6/129, la que es
usada mas ampliamente en el campo de la homeostasis metabdlica y energética y con
mayor predisposicion a desarrollar obesidad inducida por la dieta; mientras que otras
como BALB/C son menos adecuadas para estos estudios debido a que dicha cepa es
resistente a la HFD33* 333, De hecho, hay que destacar que algunos experimentos en
células embrionarias de la misma cepa de ratones que usamos aqui (C57BL6/129) han
dado resultados diferentes en la diferenciacion de TAB en comparacién con la cepa
BALB/¢?80:334,

Dada la relevancia de la comunicacion y flujos de sustratos metabdlicos entre los
principales organos implicados en la homeostasis energética y metabdlica, el presente
estudio se llevd a cabo mediante una combinacion de andlisis fenotipicos en términos de
ingesta de alimentos y gasto energético combinados con analisis moleculares e
histolégicos de diferentes tejidos involucrados en el fenotipo.

A nivel de homeostasis energética el primer hallazgo relevante fue que la deficiencia
de p107 no modifica la ingesta cuando los animales son expuestos a una dieta tanto baja
(STD) como alta en grasa (HFD), estando el peso corporal disminuido tras exposicion a
ambos tipos. En su conjunto estos datos sugieren que, al contrario que p53, otro “gen
supresor de tumores”, p107 no parece desempefiar un papel importante en la regulacion
de la ingesta a nivel hipotalamico. De hecho, datos de nuestro grupo no publicados,
sugieren lo mismo, dado que estos animales mostraron una respuesta orexigénica normal
tras administracion de grelina exogena. Por tanto, el hecho de que coexistiese una
disminucién del peso corporal y una ingesta normal indicaba que el mecanismo podria
estar relacionado con la absorciéon de nutrientes a nivel intestinal, con una mayor
excrecion de sustratos metabdlicos a nivel renal o bien por un incremento en el gasto
energético. La primera posibilidad fue estudiada, y descartada, mediante el estudio de
absorcion postprandial de lipidos en animales normales y deficientes en p107. La segunda
tampoco parece razonable a la vista de los cambios encontrados en homeostasis de la
glucosa. Por tanto, nos centramos en el estudio del gasto energético. Tal como habiamos
hipotetizado encontramos que, tanto en animales con dieta normal como alta en grasa, la
deficiencia de p107 previene la ganancia de peso.

Se ha demostrado que el aumento de la termogénesis y la actividad del TAM protegen
a los roedores de la obesidad inducida por la dieta al proporcionar un mecanismo para
quemar los sustratos metabdlicos y prevenir la acumulacion excesiva de grasa’?3%° y para
disipar el exceso de energia que llega de los alimentos*3®,
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Mas recientemente, el hallazgo de grasa marrén activa en adultos humanos ha
despertado un gran interés en la investigacion sobre el amarronamiento del tejido
adiposo’®”-337340_ Los adipocitos beige comparten algunas caracteristicas comunes con los
adipocitos marrones, como el alto contenido de mitocondrias y la expresion de la proteina
UCPI1, que pueden inducirse en el TAB’: 80, Este amarronamiento del TAB se ha
relacionado con una disminucion de la adiposidad en roedores y humanos#!-342. Ademas,
se ha demostrado en roedores que la estimulacion termogénica promueve la eliminacion
del colesterol HDL en ratones®®.

Nuestros resultados muestran la implicacion de ambos procesos, habiendo
encontrado que el fenotipo delgado de los ratones p107KO esta asociado a un aumento
en la termogénesis, como lo demuestra la mayor temperatura interescapular y el
amarronamiento del TAB. Estos datos también pueden explicar el aumento del consumo
de TG y FA libres en TAM. En este contexto, la mayor captacion en TAB podria ser
causada por un aumento de la lipdlisis y de la oxidacion de lipidos. En este sentido, se ha
demostrado que la actividad del TAM controla los niveles plasmaticos de TG por la
captacion selectiva de acidos grasos derivados de lipoproteinas ricas en triglicéridos y la
actividad metabdlica de la termogénesis en adipocitos estd vinculada al metabolismo de
las HDL*#, que puede también explicar en cierto modo el fenotipo lipidico.

La mayor actividad termogénica en TAM y TAB estd en relacion con los niveles
elevados de marcadores proteicos del programa termogénico en TAM, como UCP-1,
PRDM16 y PCGla; y el aumento de expresion de UCP-1 en TAB. Por lo tanto, nuestros
resultados respaldan que tanto la actividad incrementada del TAM como el
amarronamiento del TAB son responsables de la proteccion de los ratones p107KO contra
la HFD.

Debido a que nuestros datos se basan en la evaluacion de una eliminacién genética
global, es posible que el efecto sobre la actividad del TAM pueda ser secundario a otros
efectos fisiologicos en diferentes tejidos. Este es un problema que solo se puede abordar
mediante la eliminacion especifica de tejido de p107 en tejidos como TAB, TAM, higado
o musculo esquelético. La hipdtesis mas plausible, habiendo descartado algun candidato
obvio como las hormonas tiroideas, es que pl107 ejerza un efecto local en TAM y TAB.
En este sentido, la relacion entre p107 y PRDM16 parece ser especialmente relevante.
PRDM16 es un corregulador transcripcional que controla el desarrollo de adipocitos
marrones en los depdsitos de TAM clasicos y también en la inducciéon adaptativa del
amarronamiento dentro del TAB’® 3%, Hay datos que indican que la expresion sostenida
de p107 bloquea la capacidad de PRDM16 para inducir genes tipicos de grasa parda, y
que la expresion de p107 en células madre compromete a las células al linaje adiposo
blanco versus marron’. De acuerdo con estos datos de células madre, los niveles de
proteina de PRMDI16 estan claramente aumentados en el TAM de los ratones pl07KO
durante la exposicion a ambas dietas en nuestro estudio, lo que apunta a una relacion
directa entre los dos eventos de sefializacion transcripcional.

Cabe destacar que nuestros hallazgos sobre los ratones deficientes en p107, uno de
los miembros de la familia pRb, se parecen al fenotipo metabolico encontrado en ratones
con mutacion especifica de Rb en el tejido adiposo?®!. Esos ratones estan protegidos
contra la obesidad inducida por la dieta debido al aumento del gasto energético, de la
misma manera que nuestro modelo. Estos resultados contradicen de alguna manera el
papel descrito para estas PP en el ciclo celular en el que usualmente tienen funciones
redundantes®*. Nuestros resultados muestran que, en relacion con el metabolismo, cada
una tiene una funcion definida. Esto significa que la falta de uno de los miembros de la
familia, en este caso, no puede ser compensada por los demds, y en ultima instancia
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conduce a una clara alteracion en el metabolismo energético como se ve en nuestro
modelo de ratéon p107KO.

Después de realizar el andlisis fenotipico de los ratones pl107KO, encontrando un
fenotipo tan claro de resistencia a la obesidad inducida por la dieta, asi como la mejora
en la sensibilidad a la glucosa y resistencia a la insulina debido principalmente a la
estimulacion del gasto energético, provocado por un incremento en la termogénesis tanto
del TAM como del amarronamiento del TAB, nos llamoé especialmente la atencion la
clara resistencia a la acumulacion de grasa en el higado en el modelo de HFD. Ademas,
hasta ahora no se conoce la relevancia de pl07 en el control metabdlico de tejidos
especificos, solamente se asocid con la oxidacion mitocondrial en determinadas fibras
musculares®®®. Por ello nos propusimos continuar el estudio abordando un posible papel
de p107 especificamente en el metabolismo hepatico, para averiguar si podria ser también
responsable de esa resistencia a la esteatosis.

En primer lugar, realizamos un estudio molecular del higado de los ratones p107KO
en HFD encontrando la inhibicion de las principales enzimas implicadas en la LDN y el
incremento de diferentes marcadores relacionados con la oxidacion de AG y una alta
actividad mitocondrial. Dadas estas claras alteraciones en el metabolismo hepatico de los
ratones pl07KO parece evidente su papel en el control metabolico de los hepatocitos
cuando son expuestos a un excedente caldrico.

En este estudio establecimos un modelo de roedores con la inhibicion de p107
especifica de higado. Esto nos permiti6 confirmar que la ausencia de pl07
especificamente en el higado de ratones alimentados con una dieta alta en grasa protege
del desarrollo de esteatosis inducida por la dieta. Los mecanismos moleculares que
conducen a esta situacion pueden ser diversos. En el higado con la inhibicion especifica
de p107 encontramos una menor expresion de proteinas clave en la respuesta celular de
la UPR, implicadas en el control del estrés del RE e incrementada la expresion de la
chaperona GPR78, clave para el buen plegamiento de las proteinas. Ademas, estos
higados mostraron alteraciones de gran relevancia en el metabolismo lipidico, ya que
presentaron una inhibicién de la LDN y un incremento en la oxidaciéon mitocondrial de
lipidos.

Es muy conocida la asociacion entre en metabolismo lipidico y el estrés del RE,
sabiéndose que ambos pueden ser tanto causa como consecuencia del otro*#% 347, Parece
claro que un incremento de la acumulaciéon de grasa hepatica debida al aumento de
actividad de la LDN provocara un incremento del estrés del RE, pero ademas sabemos
que un incremento del estrés del RE conduce a un aumento de la LDN. Lo que esta claro
es que el orden de esos factores no alterard el producto, que siempre sera una mayor
acumulacion de grasa hepatica induciendo dafio en los hepatocitos®?’.

Un experimento a menor tiempo (7 semanas de dieta en lugar de 11) nos permitid
concluir que la inhibicion de la LDN precedia a la resistencia al desarrollo de estrés del
RE. Por lo que, la inhibicion de p107 en higado y la exposicion a HFD produce en primera
instancia una inhibicion de la enzima clave en la LDN FAS, provocando una resistencia
a la acumulacion de grasa hepatica y en consecuencia posteriormente se produce una
resistencia al desarrollo de estrés del RE. Este estudid nos permitid determinar que son
necesarias mas semanas de exposicion a la dieta y a la inhibicion de pl107 para ver
incremento en la oxidacion lipidica.

En consonancia con lo anterior, la recuperacion genética de p107 en el higado de los
ratones p107KO alimentados con HFD revertio la resistencia a la acumulacion de grasa
hepatica y la inhibiciéon de FAS, fortaleciendo la teoria de que la inhibicién de p107
especificamente en el higado produce resistencia al desarrollo de esteatosis inducida por
la dieta debido a la disminucion de la LDN.
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Sin embargo, ratones con la inhibicion de p107 especifica de higado alimentados con
una dieta estandar no presentaron diferentes niveles de lipidos hepaticos ni alteraciones
en la expresion de las enzimas implicadas en la LDN, por lo que los efectos de p107 sobre
la LDN hepatica en roedores se produce cuando estan expuestos a un excedente caldrico,
lo que podria sugerir que la ausencia de p107 podria exacerbar el efecto inhibitorio de los
AG de la dieta sobre la LDN*#¥, pudiendo tener un importante papel en la adaptacion de
la LDN a una dieta muy alta en grasa en roedores. Por otro lado, la ausencia hepatica de
pl07 en ratones alimentados con STD si produce un incremento en la expresion de
diferentes FT y proteinas claves en la oxidacion mitocondrial de lipidos, por lo que podria
ejercer un efecto mecanisticamente distinto sobre la oxidacion lipidica.

Parece que hay cierta controversia entre los resultados encontrados en roedores y en
hepatocitos humanos en cuanto a la exposicion a elevadas cantidades de grasa. Esto
podria ser debido a que la linea celular solamente ha sido expuesta a elevadas
concentraciones de un Unico tipo de AG monoinsaturado como es el 4cido oleico, sin
embargo, la dieta utilizada en los ratones posee aceites complejos compuestos por gran
cantidad de diferentes AG tanto mono como poliinsaturados. Algo clave, ya que sabemos
que la inhibicion de la LDN provocada por una dieta alta en grasa viene dada por los AG
poliinsaturados#8.

A pesar de esta discrepancia, nuestros resultados obtenidos en una linea celular de
hepatocitos humanos sanos se relacionan en gran parte con los datos obtenidos en
roedores, proponiendo que, en condiciones de medio estandar, bajos niveles de p107 se
asocian con una menor cantidad de grasa en los hepatocitos debido a la inhibicion de la
LDN y a un incremento en la oxidacion de AG. Por otro lado, los elevados niveles de
pl07 provocan lo opuesto, una mayor acumulacion de grasa derivada de un incremento
en la LDN vy la inhibicion de la actividad mitocondrial asociada a la oxidacion lipidica.
Sin embargo, en nuestros modelos celulares de inhibicion de pl107, la exposicion
prolongada a 4cido oleico potencia el incremento en la oxidacion mitocondrial de lipidos
y conduce a un incremento en la LDN, aunque el efecto fenotipico sigue siendo una
resistencia a la acumulacion de lipidos, debido probablemente al incremento en la
oxidacion de los mismos. Por lo tanto, en hepatocitos humanos con unas condiciones
nutricionales estandar parece que el principal efecto protector viene dado por la inhibicion
de FAS, sin embargo, cuando los exponemos a un excedente de acido oleico el incremento
en la oxidacion revierte la inhibicion de FAS promoviendo su expresion, posiblemente
como compensacion a la incrementada oxidacion lipidica.

Nuestros estudios demuestran por primera vez la implicacion de p107 en el control
de la LDN hepatica, con una alta implicacion en la regulacion de la expresion de la enzima
FAS. En la busqueda del posible mecanismo se observd que ambas proteinas no
interaccionaban directamente, sin embargo, dada la funciéon de p107 como correpresor
transcripcional ejerciendo una regulacion a nivel génico®® 2°7-2% se deberia hacer un
estudio de su union a diferentes regiones génicas de FAS o proteinas reguladoras de la
LDN con las que pueda interaccionar a dicho nivel.

Ademas, como ya se ha demostrado en musculo esquelético?®®, proponemos una
relacion directa entre pl107 y la oxidacion mitocondrial de AG, pero en este caso en el
higado. Parece que esta regulacion sobre la oxidacion de lipidos podria llevarse a cabo a
través de la liberacion y consecuente aumento en la expresion de los FT PPARa y PGC1.
El primero ha sido ampliamente relacionado como inductor de la expresion de genes
implicados en la oxidacion mitocondrial y extramitocondrial de AG!'32, PGC1[ sabemos
que en hepatocitos puede estimular la sintesis y liberacion de TG a través de la activacion
de FT lipogénicos como SREBP1 y ChREBPI, lo que puede explicar los inesperados
incrementos de estos FT en algunos de nuestros modelos. Sin embargo, actuando junto
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con PPARa es capaz de activar la expresion de genes implicados en la oxidacion de AG
y en la fosforilacion oxidativa'*>. De hecho, como ya se ha dicho la sobreexpresion de
PGC1p protege frente al desarrollo de esteatosis y fibrosis hepatica en roedores!*’, por lo
que parece que su efecto oxidativo es mas fuerte que su posible implicacion lipogénica.
Ademas, estudios previos ya han demostrado la unién de p107 a otros miembros de la
familia de PGC1B como es PGClo actuando como un corepresor?®?, por lo que parece
posible que en el higado, p107 pueda actuar de alguna manera sobre el gen de PGC1B y
reprimir su expresion. Por ello, en los modelos de silenciamiento de p107 observamos
elevadas expresiones de PGC1 y en consecuencia un incremento de la oxidacion de AG
y de marcadores de la fosforilacion oxidativa. Aunque, evidentemente, esta teoria debera
ser comprobada con un ensayo de interaccion génica.

Curiosamente, nuestros modelos celulares de alteracion genética de p107, aunque
con experimentos preliminares, no muestran ninguna alteracién en la proliferacion
celular. Por lo que p107 parece que no tiene ninglin papel relevante en la proliferacion de
hepatocitos, aunque esto debera ser confirmado mas minuciosamente.

Nuestros resultados también muestran la clara implicacion de p107 en la progresion
de NAFLD a NASH. Como se ha mencionado con anterioridad, la progresion de NAFLD
puede ser irreversible y letal en muchos casos, uno de los principales sintomas de
progresion a NASH es la fibrosis'#> 143, Se sabe que las principales células implicadas en
este evento son las HSC y en ellas el principal factor activador de este proceso el TGFf,
que produce la activacion de determinados factores fibroticos como las colagenasas!'®?.
La expresion de pl07 se correlaciona positivamente con la de TGFf y con la de
numerosas colagenasas tanto en el higado de ratéon con esteatosis inducida por la dieta
como en pacientes humanos obesos. Ademas, la activacion de una linea celular de células
estelares humanas con TGFf} produce un incremento en la expresion de p107. Mostrando
con todo esto que pl07 podria tener cierta implicaciéon en el desarrollo de fibrosis
hepatica.

Con todo, nuestros resultados dan por primera vez un importante papel a p107 en la
regulacion de la homeostasis energética y del metabolismo hepéatico. Por un lado, la
ausencia global en roedores de p107 provoca un incremento en el gasto energético debido
a un aumento de la termogénesis del TAM y del amarronamiento del TAB, produciendo
una resistencia a la ganancia de peso y una mejora en la sensibilidad a la insulina y una
mejor tolerancia a la glucosa. Por otro lado, hemos estudiado por primera vez el papel de
p107 en el higado, descubriendo como su ausencia en higado de roedores y en hepatocitos
humanos provoca la inhibicién de la LDN y un incremento de la oxidacion lipidica
mitocondrial protegiendo contra la acumulacion de grasa hepatica. Ademas, los
experimentos mas recientes proponen un posible papel para pl07 en el desarrollo de
fibrosis en higado de ratones y de pacientes humanos. En conjunto, estos resultados
demuestran que pl07 estd implicada en la regulacion fisioldégica de la homeostasis
energética y metabolica y puede ser una diana terapéutica en patologia hepatica.
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Los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten alcanzar las siguientes conclusiones:

- La deficiencia en pl07 se asocia a una menor ganancia de peso incluso tras
exposicion a dieta alta en grasa.

- El fenotipo delgado de animales deficientes en p107 es debido a un incremento en
la actividad termogénica del tejido adiposo marrén y a un amarronamiento del tejido
adiposo blanco.

- En consonancia con su fenotipo delgado, los animales deficientes en p107 muestran
una mejor sensibilidad a la insulina.

- Mediante experimentos especificos de ganancia/pérdida de funcién de pl107
especificos a nivel hepatico hemos demostrado que la deficiencia de p107 previene la
acumulacion lipidica a nivel hepatico.

- Estudios en lineas celulares de higado humanas y analisis de muestras de pacientes

con MAFLD/MASH nos han permitido demostrar un papel similar en humanos; abriendo
la posibilidad de ser usada p107 como diana terapéutica.
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@ XUNTH DE GHL[CIH Departamento Territorial
: : : Edificio Administrativo de Servizos Multiples
‘r # CONSELLERIA DO MEDIO RURAL Vicente Ferrer, 2

15071 - A Corufia

REXISTRO XERAL DA XUNTA DE GALICIA

REXISTRO DO EDIFIC|
prodten CIO ADMINISTRATIVO DE A CORUNA

SAIDA 18161 / RX 264122 Data 21/02/2018 10:09:53 José Manuel Cifuentes

T Facutad de Vetriat

Campus Universitario
27002 Lugo

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL

Expediente num.: 15010/17/002 Data de inicio: 19.02.2018
Persoa interesada: Sulay Tovar Carro Forma de inicio: solicitude da interesada
Procedemento: resolucién de autorizacién

ANTECEDENTES

A persoa interesada, como representante do centro CIMUS (Universidade de Santiago
de Compostela), presentou con data 29.06.2017 e rexistro de entrada 72838/RX
1687426, unha solicitude para a realizaciéon do proxecto de experimentacion animal,
cuxos datos se detallan a continuacién:

Denominacién do proxecto: Estudo de cldsicos e novos candidatos na regulacion a
nivel hipotaldmico e periférico da homeostase da glucosa

Nome do centro usuario: CIMUS

Persoa responsable do proxecto: Sulay Tovar Carro

Establecemento onde se realizardn os procedementos do proxecto (ou lugar
xeogréfico no caso de traballos de campo): Facultade de Medicina do CIMUS
Clasificacion do proxecto : Tipo | D Tipo Il D Tipo Il [X

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1. O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE 34, do 8 de febreiro), polo que se
establecen as normas bdsicas aplicables para a proteccion dos animais utilizados en
experimentacion e outros fins cientificos, incluindo a docencia, establece no seu
artigo 33 as condiciéns de autorizaciéns dos proxectos con animais de
experimentacion.

2. O artigo 88 da Lei 39/2015, de 1 de outubro, do procedemento administrativo
comun das administraciéns publicas (BOE 236, do 2 de outubro de 2015) establece
que a resolucién que pofia fin o procedemento decidiré todas as cuestiéns expostas
polos interesados e aquelas outras derivadas deste.

3 CVEZHKSMH 1
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15071 = A Coruiia

3. 0 Servizo de Gandaria da Corufia revisou a documentacién achegada na solicitude
e o resultado favorable da avaliacién do proxecto, realizada polo drgano habilitado
da Seccién 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 delegaciéns
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 orgénica 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 0 mencionado proxecto precisa someterse a unha avaliacién retrospectiva aos
tres anos.

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

A citada autorizacién 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 confirmacién da autorizacién ao Servizo
Provincial de Gandaria.

Esta autorizacién poderd ser suspendida, no caso de que o proxecto non se leve a cabo
de acordo coas condiciéns de autorizacién e retirala, previo expediente tramitado ao
que se lle dard audiencia.

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

Mediante este escrito notificaselle ao CIMUS da USC esta resolucién segundo o esixido
no artigo 40.1 da antedita Lei 39/2015.

A Corufa, 19 de febreiro de 2018
O xefe territorial

Manuel Rodriguez Vazquez
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****t*t CONSEJERIA DE MEDIO AMBIENTE,
ADMINISTRAGION LOCAL
Y ORDENACION DEL TERRITORIO

- o g . . Ref.: CAP-T-0714-15
Comuridad de Madrid "

. D./D.2 JUAN CUNARRO GOMEZ
EDIF. CIMUS - AVDA. DE

BARCELONA, S/N

15706 SANTIAGO DE

COMPOSTELA (CORUNA)

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 JUAN CUNARRO GOMEZ, con N.I.F. 76580921Y,
para obtener el reconocimiento de la capacitacién 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 Proteccién 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 capacitacién a D./D.2 JUAN CUNARRO
GOMEZ, con N.LF. 76580921Y, 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 la docencia, e incluirle en el correspondiente registro.

El mantenimiento de esta capacitacion se 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 Resolucion no pone fin a la via administrativa y contra la misma podra
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

%gg Ordenacién del Territorio, o ante el Director General de Agricultura y Ganaderia o en

= QaE

go:*a cualquiera de las formas previstas en el articulo 38.4 de la Ley 30/1992, de Régimen Juridico de
'g las Administraciones Pdblicas y del Procedimiento Administrativo Comin de conformidad con
w

g2-

lo previsto en los articulos 107, 114 y 115 de dicha Ley.”

Se adjunta Certificado de Capacitacion.

9/15 Fecha:24/11/2015 13:10

REGISTRO DE SALIDA
RRO GOM

Madrid, 13 de ocfubre de 2015

JUAN CURA

Destino:
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**"**** GONSEJERIA DE MEDIO AMBIENTE,
ADMINISTRACION LOCAL
N ORDENACION DEL (ERRITORIO

Comunidad de Madrid

Certificado de reconocimiento de la capacitacion para manejar animales
utilizados, criados 0 suministrados con fines de experimentacibn y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia. Orden ECC 566/2015, de 20 de marzo

e

- ——

D./D.2 JUAN CUNARRO GOMEZ, con N.I.F. 76580921Y, ha obtenido el reconocimiento de
la capacitacion para realizar, sin limitacion de especie, 1as funciones de:
EUTANASIA DE LOS ANIMALES

REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS

-

N° de certificado: CAP-T-0714-15

do: CAP-THI T o ————

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 capacitacion para la realizacion de las funciones relacionadas en
este certificado surtira efecto en todo el territorio nacional.

e ———— e

Fecha Sello

13 de octubre de 2015.

Nombrey firm

EL DIRECTOR GEN RAL DE AGRICULTURAY GANADERIA
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t*i**** GONSEJERIA DE MEDIO AMBIENTE,
ADMINISTRACION LOCAL
Y ORDENACION DEL TERRITORIO

Comunidad de Madrid
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 fa solicitud formulada por D./D.2 JUAN CUNARRO GOMEZ, con N.I.F. 76580921Y,
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 experimentacidn y otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

Visto el informe favorable del Area de Proteccién 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 experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia.

Esta Direccién General ha resuelto: reconocer la capacitacién a D./D.2 JUAN CUNARRO
GOMEZ, con N.LF. 76580921Y, 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 la docencia, e incluirle en el correspondiente registro.

El mantenimiento de la capacitacion se 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 Resolucién.

La presente Resolucién no pone fin a la via administrativa y contra la misma podra
interponer recurso de Alzada en el plazo de un mes a partir del dia siguiente al de la recepcion
de esta notificacidn, ante el Viceconsejero de Medio Ambiente, Administracién 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 Ia Ley 30/1992, de Régimen Juridico de
las Administraciones Publicas y del Procedimiento Administrativo Comun de conformidad con
lo previsto en los articulos 107, 114 y 115 de dicha Ley.

191



JUAN CUNARRO GOMEZ

Detalle de la Coleccién C.0002959

Fecha de comunicacién

R ble de la col

Direccién profesional

Proyecto de investigacion
inicial

Linea de investigacion

Tipo y Origen de las muestras
conservadas

Otros Registros

® GOBERNO  MINISTERIO
/Q DEESPANA  DECENCA
E INNOVACION

Instituto de Salud Carlos Il

13/11/2013
MARCOS MARTIN, MIGUEL

COMPLEJO ASISTENCIAL UNIVERSITARIO DE SALAMANCA. PASEO DE SAN VICENTE 58-186
37007 SALAMANCA
Salamanca

PAPEL DE LA OBESIDAD EN EL DESARROLLO DEL CANCER HEPATICO. REFERENCIA: SAF2010-19347.
INVESTIGADORA PRINCIPAL: GUADALUPE SABIO BUZO (CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACIONES
CARDIOVASCULARES, MADRID). INVESTIGADOR COLABORADOR E INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL
COMPLEJO ASISTENCIAL UNIVERSITARIO DE SALAMANCA: MIGUEL MARCOS MARTIN

OBESIDAD, INFLAMACION Y COMPLICACIONES ORGANICAS ASOCIADAS

SANGRE SANGRE PERIFERICA
HIGADO BIOPSIA HEPATICA
GRASA BIOPSIA TEJIDO GRASO

Contacto | Politica de Privacidad

® Instituto de Salud Carlos Il

192



ANEXOS




JUAN CUNARRO GOMEZ

SPRINGER NATURE LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Jun 07, 2021

This Agreement between Mr. Juan Cuiiarro ("You") and Springer Nature ("Springer Nature")
consists of your license details and the terms and conditions provided by Springer Nature
and Copyright Clearance Center.

License Number 5042401086246
License date Apr 05, 2021
Licensed Content Publisher Springer Nature

Licensed Content Publication Nature Medicine

Brown and beige fat: development, function and

Licensed Content Title therapeutic potential
Licensed Content Author Matthew Harms et al
Licensed Content Date Sep 29,2013

Type of Use Thesis/Dissertation
Requestor type non-commercial (non-profit)
Format print and electronic

Portion figures/tables/illustrations
Number of 1

figures/tables/illustrations

194



High-res required

Will you be translating?

Circulation/distribution

Author of this Springer Nature
content

Title

Institution name

Expected presentation date

Portions

Requestor Location

Total

195

ANEXOS

no

no

Papel de p107 en la regulacién de la homeostasis
energética

Universidade de Santiago de Compostela

Jul 2021

Figure 2

Mr. Juan Cuiiarro
Ria do Parque 13 3B

Chantada, Lugo 27500
Spain
Attn: Mr. Juan Cuiiarro

0.00 USD



JUAN CUNARRO GOMEZ

OXFORD UNIVERSITY PRESS LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Jun 07, 2021

This Agreement between Mr. Juan Cuiiarro ("You") and Oxford University Press ("Oxford
University Press") consists of your license details and the terms and conditions provided by
Oxford University Press and Copyright Clearance Center.

License Number 5042391320955

License date Apr 05, 2021

Licensed content publisher =~ Oxford University Press

Licensed content publication Endocrine Reviews

Licensed content title Emerging Therapeutic Strategies for Obesity
Licensed content author Foster-Schubert, Karen E.; Cummings, David E.
Licensed content date Dec 1, 2006

Type of Use Thesis/Dissertation

Institution name

Title of your work Papel de p107 en la regulacién de la homeostasis energética

Publisher of your work Universidade de Santiago de Compostela

Expected publication date Jul 2021

196



ANEXOS

Permissions cost 0.00 EUR

Value added tax 0.00 EUR

Total 0.00 EUR

Title Papel de p107 en la regulacién de la homeostasis energética
Institution name Universidade de Santiago de Compostela

Expected presentation date  Jul 2021
Portions Figure 3
Mr. Juan Cuiiarro

Ria do Parque 13 3B

Requestor Location
Chantada, Lugo 27500
Spain
Attn: Mr. Juan Cuiiarro

Publisher Tax ID GB125506730

Total 0.00 EUR

197






AGRADECIMIENTOS






AGRADECIMIENTOS

Afortunadamente, podo comezar dicindo que esta deberia ser a parte mais longa deste
manuscrito, pola gran cantidade de xente e de cualificativos positivos que se me vefien a
cabeza. Por elo, considérome infinitamente afortunado. Non obstante, a estas alturas o
que mais desexo e terminar este proceso. Asi, tentarei facer un breve resumo de toda a
xente que fixo posible que se remate esta tese doutoral e sobre todo que me enriqueceron
cientifica e persoalmente.

En primeiro lugar, véxome na obriga de agradecer a unhas das primeiras persoas que
me fixeron descubrir a mifia paixon pola ciencia. A Inmaculada e ao Profesor Jose Miguel
Lopez Novoa, cando inda non sabia nin pipetear abrironme a porta da sta casa e do seu
laboratorio, onde me trataron coma un mais, dandome tamén a oportunidade de acudir a
ver a mifia primeira tese. A partires dese dia tiven claro cal era o meu obxectivo.

Grazas a todos eses profesores e compafieiros que me axudaron a manter a miia
paixon pola bioloxia.

Como parte fundamental no desenvolvemento desta tese € moitos outros proxectos
nos que tiven a sorte de participar tefio que agradecer aos meus directores, a Profesora
Sulay Tovar e ao Profesor Carlos Diéguez. Grazas por darme a oportunidade de gozar da
mifia paixon. Grazas pola comprension, os consellos e polo financiamento. Gustariame
agradecer de xeito especial ao Profesor Rubén Nogueiras, por escoitarme sempre que o
necesitei, asesorarme, guiarme e abrirme as portas dos seu laboratorio sentindome como
un mais. Agradecer a calidade cientifica que hai no CiMUS, construindo sinerxias chaves
para o desenvolvemento da ciencia. Especialmente grazas ao Profesor Miguel Lopez, por
todos os consellos transmitidos e por abrirme tamén as portas do seu laboratorio e ao
Profesor Anxo Vidal, pola sua paciencia e por atenderme sempre que o requirin. Grazas
por suposto a todas esas colaboracidons con grandes investigadoras, aportando pezas e
consellos imprescindibles para o desenvolvemento deste traballo, especialmente grazas
as Profesoras Guadalupe Sabio e Patricia Aspichueta e aos Doutores Alfonso Mora e
Xabier Buque.

Para chegar ata aqui, foi imprescindible a incrible labor que fai todo o persoal técnico
do CiMUS, grazas Pili pola tua amabilidade e disposicion, Ana Senra pola tia paciencia,
consideracion e por todas esas conversas nas longas mafias sacando fotos. Grazas a
multiusos Marisol por facernos a vida moito mais sinxela dia a dia, pero sobre todo por
seren unha vecifia de escritorio e de pobo extraordinaria.

Obviamente unha das partes mais importantes neste longa etapa foron todos eses
compafieiros que me axudaron a crecer cientifica e persoalmente e sobre todo que fixeron
esta aventura moito mais levadeira. Podo dicir con orgullo que me levo moitos amigos
para toda a vida.

En primeiro lugar, grazas a todos cos que empecei esta aventura. Grazas Gabriela por
acollerme cando comecei completamente perdido no laboratorio. Grazas a Eva, Amparo,
Mar, Pamela, Marta, Omar por todas esas charlas enriquecedoras e por transmitirme tanta
experiencia. Falando de experiencia non me podo esquecer de Moénica, Noelia, Patri,
Angela e Dani, vinvos convertervos en grandes Doutoras sendo referentes. Grazas
infinitas por toda a vosa sabedoria e risas compartidas.

En xeral debo agradecer a todas as persoas que pasaron pola gran familia cientifica
dos POLES. Dende o POLS, gracias Mari, Angela, Sihara, Alberto, Chenlo, Fer; ata o
POL2 grazas Eva, Laura, Anxela, Valentina, Maria, lara, Veronica, Oscar e pasando polo
POL4; grazas Nati, Eva, Uxi, Sara, Violeta... E sobre todo aos meus compaieiros do
POL3; grazas Sabela, Tadeu, Javi e a todos os TFG/TFM. Todos participaron da miha
formacion cientifica e do meu enriquecemento persoal.

A Chusa e a Marcos, comezamos a carreira na Bioloxia xuntos e o destino tivo a ben
darnos unha nova oportunidade de reencontrarnos para cofiecermos mais. Alégrome

201



JUAN CUNARRO GOMEZ

moito de que iso pasara e puidéramos gozar de tantas charlas cientificas e non tan
cientificas. E sobre todo de levarme a mellor parella de padel posible, chegaremos lonxe...

Unha das cousas de maior valor que me deu esta experiencia foi a posibilidade de
cofiecer a xentes doutros lugares e con outras culturas, algo que me enriqueceu
enormemente ademais de levarme amigos por diversas partes do mundo. Por elo, tefio
que acordarme do meu chapito René e do sorriso mdis grande du Brasil meu irmau
Leonardinho. Cada dia no laboratorio era moito mais sinxelo convosco. Grazas por
suposto a mifia parella favorita Nathalia e Edward, dous grandes amigos para sempre cos
que compartin e seguirei compartindo grandes momentos.

Esta etapa deume moitas cousas, pero sobre todo lévome catro piares que me
sostiveron todo este tempo e que estou seguro de que o seguiran facendo. Grazas David,
contigo comezou todo, grazas por todas as ensinanzas, pero sobre todo por tanto
divertimento compartido. Bego, grazas simplemente por entenderme cunha mirada, por
guiarme sempre que o necesitei e por facerme o camifio mais sinxelo cada dia. A lucense
mais ilustre e mais forte, Sintiiaaaa grazas por todas esas charlas e por ser un referente da
loita neste mundo tan complexo. Cris, cofiecinte tarde pero moi a tempo, meu maior
referente de como hai que facer ciencia e unha das mellores persoas que cofiezo. Todos e
cada un unicos e insustituibles a stia maneira.

Tefio que agradecer a todos eses amigos que dende neno me fixeron chegar a onde
estou e que me fixeron mais sinxela esta etapa a base de divertimento. Grazas ZGP et al.

Non me podo esquecer das grandes persoas que cofiecin neste Ultimo ano mentres
escribia este manuscrito. Especialmente agradecer a Ichi e Lau por acollerme na stia casa
como si fose un mais e aos Survivors por facerme moito mais levadeira a escritura.

Grazas Patri, por chegar xusto a tempo para darme o Gltimo empurrdn para cerrar
esta etapa e asi poder comezar todas as que nos quedan.

Por tultimo, e por suposto moito mais importante (sen desprezar) a meus avos, a meus
pais e a meus tios. Os verdadeiros causantes de todo. Grazas por facerme ser o que son,
pero sobre todo por transmitirme a mais importante educacion. Por suposto, grazas Ali
por ser a alegria da casa.

202









	Papel de p107 en la regulación del metabolismo energético
	RESUMEN/ABSTRACT/RESUMO
	ÍNDICE
	ABREVIATURAS, ACRÓNIMOS Y ANGLICISMOS
	INTRODUCCIÓN
	1 LA OBESIDAD
	1.1 DEFINICIÓN Y PREVALENCIA
	1.2 LA HOMEOSTASIS ENERGÉTICA
	1.3 REGULACIÓN CENTRAL DE LA HOMEOSTASIS ENERGÉTICA
	1.4 REGULACIÓN PERIFÉRICA DE LA HOMEOSTASIS ENERGÉTICA
	1.4.1 Señales a corto plazo
	1.4.2 Señales a largo plazo

	1.5 REGULACIÓN DEL GASTO ENERGÉTICO
	1.5.1 Termogénesis obligatoria o metabolismo basal
	1.5.2 Termogénesis asociada a la actividad física
	1.5.3 Termogénesis facultativa


	2 EL TEJIDO ADIPOSO BLANCO
	3 EL TEJIDO ADIPOSO MARRÓN
	3.1 CARACTERÍSTICAS DEL TEJIDO ADIPOSO MARRÓN
	3.2 EL TEJIDO ADIPOSO BEIGE
	3.3 REGULACIÓN DE LA TERMOGÉNESIS
	3.3.1 Regulación neural de la termogénesis de la grasa marrón y beige
	3.3.2 Regulación humoral de la grasa marrón y beige
	3.3.3 Regulación genética de la termogénesis del TAM y beige


	4 EL HÍGADO
	4.1 METABOLISMO DE LÍPIDOS EN EL HÍGADO
	4.2 METABOLISMO LIPÍDICO EXTRAHEPÁTICO
	4.3 LIPOGÉNESIS DE NOVO
	4.3.1 Proceso enzimático
	4.3.2 Regulación de la lipogénesis de novo

	4.4 OXIDACIÓN DE ÁCIDOS GRASOS
	4.5 METABOLISMO DE LA GLUCOSA EN EL HÍGADO
	4.6 METABOLISMO INTERMEDIARIO

	5 ENFERMEDADES HEPÁTICAS ASOCIADAS AL SÍNDROME METABÓLICO
	5.1 NAFLD
	5.2 PATOGÉNESIS DE NAFLD Y NASH
	5.3 ALTERACIONES METABÓLICAS EN LA PROGRESIÓN DE NAFLD
	5.3.1 Resistencia a insulina
	5.3.2 Papel de la lipogénesis de novo
	5.3.3 Alteración en la formación y secreción de VLDL
	5.3.4 Lipotoxicidad
	5.3.5 Disfunción mitocondrial y estrés oxidativo en el desarrollo de NASH
	5.3.6 Muerte celular y necrosis
	5.3.7 Inflamación hepática y fibrosis
	5.3.8 Estrés del retículo endoplasmático
	5.3.8.1 UPR EN EL DESARROLLO Y PROGRESIÓN DE NAFLD
	5.3.8.2 Inflamación
	5.3.8.2 Apoptosis
	5.3.8.3 Disfunción mitocondrial



	6 p107 Y SU FUNCIÓN EN EL METABOLISMO
	6.1 LA FAMILIA PROTEICA DE LAS POCKET PROTEIN
	6.2 FUNCIONES DE P107
	6.2.1 p107 y la regulación del ciclo celular
	6.2.2 Papel de p107 en el desarrollo
	6.2.3 p107 y regulación metabólica



	HIPÓTESIS
	OBJETIVOS
	MATERIAL Y MÉTODOS
	1 ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN
	1.1 MODELOS ANIMALES
	1.2 GENOTIPADO DE LOS RATONES TRANSGÉNICOS
	1.2.1 Extracción de ADN a partir de un fragmento de cola
	1.2.2 Amplificación mediante PCR convencional
	1.2.3 Electroforesis de agarosa


	2 PROCEDIMIENTOS EN ANIMALES
	2.1 ESTABULACIÓN Y SEGUIMIENTO DE PESO E INGESTA
	2.2 DETERMINACIÓN DE LA COMPOSICIÓN CORPORAL
	2.3 FENOTIPADO METABÓLICO
	2.4 MEDIDA DE LA TEMPERATURA CORPORAL E INTERESCAPULAR
	2.5 TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA (GTT) Y A LA INSULINA (ITT)
	2.6 ÍNDICE DE RESISTENCIA/SENSIBILIDAD A INSULINA (HOMA-IR)
	2.7 INYECCIÓN INTRAPERITONEAL (IP) Y SUSTANCIAS INYECTADAS
	2.8 INYECCIÓN EN LA VENA DE LA COLA
	2.9 ANÁLISIS DE LA INCORPORACIÓN DE LÍPIDOS POSTPRANDIALES
	2.10 EUTANASIA Y RECOGIDA DE TEJIDOS

	3 CULTIVOS CELULARES
	3.1 DIFERENCIACIÓN DE ADIPOCITOS
	3.2 THLE2 (TRANSFORMED HUMAN LIVER EPITHELIAL-2)
	3.3 TRATAMIENTOS CELULARES
	3.3.1 Transfecciones transitorias
	3.3.2 Tratamiento con ácido oleico

	3.4 ESTUDIO DEL METABOLISMO LIPÍDICO EN THLE2
	3.4.1 Análisis de la lipogénesis de novo
	3.4.2 Análisis de la oxidación de ácidos grasos

	3.5 ESTUDIO DE LA RESPIRACIÓN CELULAR
	3.6 LX2 (LÍNEA CELULAR DE CÉLULAS ESTELARES HUMANAS)

	4 MUESTRAS HUMANAS
	5 TÉCNICAS ANALÍTICAS
	5.1 ANÁLISIS HISTOLÓGICOS DE TEJIDOS
	5.1.1 Hematoxilina y eosina
	5.1.2 Oil Red O
	5.1.3 Inmunohistoquímica

	5.2 DETECCIÓN DE METABOLITOS EN TEJIDO
	5.2.1 Extracción de grasa hepática
	5.2.2 Determinación de triglicéridos en muestras de grasa hepática

	5.3 DETERMINACIÓN DE METABOLITOS EN PLASMA
	5.4 ANÁLISIS DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT
	5.4.1 Extracción de proteínas
	5.4.2 Cuantificación de proteínas
	5.4.3 Preparación de la muestra
	5.4.4 Electroforesis SDS-PAGE
	5.4.5 Transferencia semi-seca
	5.4.6 Tinción con rojo Ponceau
	5.4.7 Inmunodetección

	5.5 INMUNOPRECIPITACIÓN
	5.6 ANÁLISIS DE ARN MENSAJERO POR PCR EN TIEMPO REAL
	5.6.1 Extracción de ARN
	5.6.2 Cuantificación del ARN
	5.6.3 Retrotranscripción
	5.6.4 PCR en tiempo real

	6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO
	6.1 TEST PARAMÉTRICOS
	6.1.1 ANOVA de una vía
	6.1.2 T-Test

	6.2 TEST NO PARAMÉTRICOS
	6.2.1 Test Kruskal-Wallis
	6.2.2 Test Mann-Whitney

	6.3 CORRELACIONES ENTRE VARIABLES
	6.4 MODELO DE REGRESIÓN LINEAL MULTIVARIANTE

	7 DISEÑOS EXPERIMENTALES EN RATONES
	7.1 ESTUDIO FENOTÍPICO DE LOS RATONES P107KO
	7.2 ESTUDIO DE LA INHIBICIÓN ESPECÍFICA DE HÍGADO DE P107 DURANTE 11 SEMANASEN RATONES C57BL6 EXPUESTOS A DIETA ESTÁNDAR O A HFD
	7.3 ESTUDIO DE LA INHIBICIÓN ESPECÍFICA DE HÍGADO DE P107 DURANTE 7 SEMANASEN RATONES C57BL6 EXPUESTOS A HFD
	7.4 RECUPERACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE P107 EN HÍGADO DE RATONES P107KO


	RESULTADOS
	1 ESTUDIO FENOTÍPICO Y MOLECULAR DERATONES KNOCK OUT (KO) PARA p107
	1.1 LA DEFICIENCIA DE P107 PRODUCE UN FENOTIPO DELGADO TANTO ENCONDICIONES DE DIETA ESTÁNDAR COMO CON DIETA ALTA EN GRASA
	1.2 LOS RATONES CON DEFICIENCIA DE P107 MOSTRARON UN GASTO ENERGÉTICOINCREMENTADO
	1.3 LOS RATONES P107KO MANIFESTARON UN INCREMENTO DE LA CAPTACIÓNPOSTPANDRIAL DE LÍPIDOS EN TABE Y TAM
	1.4 LOS RATONES CON DEFICIENCIA DE P107 MOSTRARON UNA INCREMENTADAACTIVIDAD TERMOGÉNICA Y AMARRONAMIENTO DEL TAB EN CONDICIONES DESTD Y HFD
	1.5 LOS RATONES P107KO SON CAPACES DE MANTENER ESTABLE LA TEMPERATURACORPORAL EN CONDICIONES DE EXPOSICIÓN A FRÍO
	1.6 RATONES DEFICIENTES EN P107 MOSTRARON UNA MEJORA EN EL METABOLISMO DELA GLUCOSA Y EN LA SENSIBILIDAD A LA INSULINA
	1.7 LA DEFICIENCIA DE P107 PREVIENE LA ESTEATOSIS HEPÁTICA INDUCIDA POR HFD

	2 ESTUDIO DEL PAPEL DE p107 EN LA REGULACIÓNDEL METABOLISMO HEPÁTICO EN RATONES
	2.1 LOS RATONES P107KO MOSTRARON UNA INHIBICIÓN DE LA LIPÓGENES DE NOVO ASÍCOMO UN AUMENTO EN LA OXIDACIÓN MITOCONDRIAL DE AGS EN EL HÍGADO
	2.2 LAS HEMBRAS P107KO MOSTRARON LOS MISMOS EFECTOS FENOTÍPICOS YMOLECULARES A NIVEL HEPÁTICO QUE LOS RATONES MACHO
	2.3 LA INHIBICIÓN ESPECÍFICA DE P107 EN EL HÍGADO PROTEGE FRENTE ALDESARROLLO DE ESTEATOSIS INDUCIDA POR HFD
	2.4 LA INHIBICIÓN HEPÁTICA DE P107 ACTÚA EN PRIMER LUGAR DESCENDIENDO LAACUMULACIÓN DE GRASA, DISMINUYENDO LA EXPRESIÓN DE FAS EINCREMENTANDO LA DE PGC1b EN EL HÍGADO
	2.5 EN CONDICIONES DE STD LA INHIBICIÓN HÍGADO ESPECÍFICA DE P107 SOLAMENTEPRODUCE UN INCREMENTO DE PGC1b Y CPT1a
	2.6 LA RECUPERACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE P107 EN EL HÍGADO DE LOS RATONESP107KO REVIERTE LOS EFECTOS EN LA ACUMULACIÓN DE GRASA HEPÁTICA Y LAINHIBICIÓN DE FAS

	3 EFECTOS DE LA MANIPULACIÓN GENÉTICA DEp107 EN HEPATOCITOS HUMANOS
	3.1 LA INHIBICIÓN DE P107 DISMINUYE LA CANTIDAD DE LÍPIDOS DEBIDO A LAINHIBICIÓN DE LA LIPOGÉNESIS DE NOVO Y AL INCREMENTO EN LA OXIDACIÓN DELÍPIDOS
	3.2 LA INHIBICIÓN DE P107 PRODUCE RESISTENCIA A LA ACUMULACIÓN DE LÍPIDOSINDUCIDA POR EXPOSICIÓN A ÁCIDO OLEICO DEBIDO A UN INCREMENTO EN LAOXIDACIÓN LIPÍDICA
	3.3 LA SOBREEXPRESIÓN DE P107 PRODUCE UN INCREMENTO EN LA ACUMULACIÓN DELÍPIDOS DERIVADO DE UN INCREMENTO DE FAS Y UNA MENOR ACTIVIDADMITOCONDRIAL
	3.4 EL INCREMENTO EN LA ACUMULACIÓN DE GRASA EN LOS HEPATOCITOS CON LAINHIBICIÓN DE P107 ES DEPENDIENTE DEL INCREMENTO DE FAS

	4 ESTUDIO DEL PAPEL DE p107 EN LA PROGRESIÓN DE NAFLD
	4.1 P107 SE ENCUENTRA INCREMENTADO EN MODELOS DE ROEDORES DE NAFLDINDUCIDA POR LA DIETA
	4.2 LA EXPRESIÓN DE P107 SE CORRELACIONA POSITIVAMENTE CON VARIOSMARCADORES DE FIBROSIS
	4.3 LOS RATONES CON EL SILENCIAMIENTO HEPÁTICO DE P107 MOSTRARON UNADISMINUCIÓN EN LA EXPRESIÓN DE TGFb
	4.4 LA ACTIVACIÓN CON TGFb DE UNA LÍNEA CELULAR DE CÉLULAS ESTELARESHUMANAS (LX2) PROVOCÓ UN INCREMENTO DE P107

	5 ESTUDIO DE LOS NIVELES DE p107 EN MUESTRASHUMANAS

	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXOS
	AGRADECIMIENTOS




