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Arneviatunas

Abreviaturas;

AA Acido araquidénico

ABC Casette de union al ATP

ACAT Acil CoA: colesterol O-aciltransferasa

ACC Acetil CoA carboxilasa

ACOX1 Acil CoA oxidasa peroxisomal

ACSL3 Ligasa 3 de acilos CoA de cadena larga

ADDE Agua destilada y desionizada

ALA Acido a-linolénico

ALP Fosfatasa alcalina

ALT Alanina aminotransferasa

AML12 Linea celular americana de hepatocitos de raton
AMP Adenosin monofosfato

AMPK Proteina quinasa activada por AMP

APC5 Subunidad 5 del complejo promotor de la anafase
Apoe Apolipoproteina E

APS Persulfato amodnico

ASMase Esfingomielinasa acida

AST Aspartato aminotransferasa

ATF6 Factor de transcripcion 6

ATG Activador transcripcional de genes relacionados con la autofagia
ATGL Lipasa de triglicéridos adipocitaria

AUP1 Proteina ubicua antigua 1

BLAST Herramienta de alineamiento de secuencias de nucleétidos del NCBI
CAR Receptor constitutivo de androstano

CBS Cistationina B sintasa

CE Ester de colesterol

Cer Ceramida

CHO Carbohidratos

CHOP Proteina homologa a C/EBP

cHDL Colesterol HDL

ChREBP Proteina de unién al elemento de respuesta a los carbohidratos



Abreviaturas

CIDE

CK-18
CL
CLA
cLDL
CMA
CPT1A
CREBH
CRN
CYP51
C/EBP
DAG
DGAT
DHA
DMSO
DNA
DNL
DEPC
EDTA
ELISA
EPA
ERAD
ERK
FA
FABP
FADH:
FAO
FAT/CD36
FATP
FAS
FC
FDPS

Efector parecido al factor de fragmentacion del DNA que induce la
muerte celular.

Citoqueratina-18

Cardiolipinas

Conjugado del acido linoleico

Colesterol LDL

Autofagia mediada por chaperonas
Carnitina palmitoil transferasa 1 tipo A
Proteina H de unién a los elementos de respuesta al AMP ciclico
Red de investigacion clinica (UK)
Citocromo P450 de la familia 51
Proteinas de unién al enhancer CCAAT
Diacilglicerol

Diacilglicerol aciltransferasa

Acido docosahexaenoico

Dimetil sulféxido

Acido desoxirribonucleico

Lipogénesis de novo

Dietilpirocarbonato

Acido etilendiaminotetracético

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
Acido eicosapentaenoico

Proteina de degradacion asociada al RE
Quinasa de regulacion extracelular

Acido graso

Proteina de union a los acidos grasos
Flavin adenin dinucledtido reducido
Oxidacion de acidos grasos

Translocasa de acidos grasos

Proteina transportadora de acidos grasos
Acido graso sintasa

Colesterol no esterificado

Farnesil difosfato sintasa



Abreviaturas

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos

FIT Proteina transmembrana inductora del almacenamiento de grasa
FLIP Inhibicion de la progresion del higado graso
FOXO1 Proteina de horquilla box O 1

FPLC Cromatografia liquida de fltracién por gel
FSP27 Proteina especifica de grasa 27

FXR Receptor de farnesilos X

GEO Base de datos de expresién génica Omnibus
GGT Gamma glutamil transferasa

GLUT Transportador de glucosa

GPAT4 Glicerol 3 fosfato aciltransferasa 4

GS Glucoégeno sintasa

GSK3 Glucoégeno sintasa kinasa 3

GWAS Estudios de asociacion al genoma completo
G1P Glucosa 1 fosfato

G6P Glucosa 6 fosfato

G6Pase Glucosa-6-fosfatasa

HDL Lipoproteina de alta densidad

HIG2 Gen 2 inducible por hipoxia

HMGB1 Proteina de alta movilidad del grupo box 1

HMGCoA Hidroximetil glutaril Co A

HNF4 Factor hepatico nuclear 4

HPR Peroxidasa de rabano picante
HSC Células hepaticas estrelladas
HSC70 Proteina de choque térmico 70
HSL Lipasa sensible a hormonas
IFN Interferdn

IL-6 Interleuquina 6

IR Insulinorresistencia

IRE-1 Inositol-requiring enzyme-1
IRS-1 Receptor del sustrato insulina -1

ISG15 Modificador 15 parecido a la ubiquitina



Abreviaturas

JNK

KB

LC
L-CGK
LD

LDL
LDLR
LGALS3
LPC
LPS

LT

LXR
mRNA
MRI-PDFF

MS
mtGPAT
mTOR
MTTP
MUFA
NADH
NADPH
NAFLD
NASH
NCBI
NEFA
NF-kp
NLRP3

NMR
PAQR7
PBS
PC

Quinasa c-Jun N-terminal
Cuerpos cetonicos
Cromatografia liquida
Glucokinasa hepatica

Gota lipidica

Lipoproteina de baja densidad
Receptor de LDL

Galectina 3

Lisofosfatidilcolina
Lipopolisacaridos/Endotoxinas
Leucotrienos

Receptor hepatico X

RNA mensajero

Resonancia magnética de la fraccion de grasa de densidad de protones
en el higado

Espectrometria de masas

Glicerol-3-fosfato aciltransferasa mitocondrial
Proteina diana de los mamiferos de la rapamicina
Proteina de transferencia de triglicéridos microsomal
Acido graso monoinsaturado

Nicotin adenin dinucledétido reducido

Nicotin adenin dinucledétido fosfato reducido
Enfermedad del higado graso no alcohdlico
Esteatohepatitis no alcohdlica

Centro nacional de informacién biotecnolégica (USA)
Acido graso no esterificado

Factor nuclear kf3

Familia de receptores 3 que contiene un dominio de piridina parecido al
dominio de oligomerizacion de nucledtidos

Espectrometria de resonancia magnética nuclear
Miembro 7 de la familia de receptores de progestina y adipoQ
Tampon fosfato salino

Fosfatidilcolina



Abreviaturas

PCA
PCR
PGC1a
PEDF
PEPCK
PERK
PEX
PKA
PKC
PLA:
PLIN2
PPAR
PP2A
PREDIMED
PRM
PUFA
PXR
PYGL
qPCR
RE
RIP-1
RNA
ROS
SAF
SCD-1
SD
SDS
SFA
SFB
SH3BP5
SMase
SMPDL3A

Analisis de componentes principales
Reaccion en cadena de la polimerasa
Coactivador 1a de PPAR

Factor derivado del pigmento epitelial
Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
Proteina quinasa del ER tipo R
Factor de biogénesis peroxisomal
Proteina quinasa A

Proteina quinasa C

Fosfolipasa A;

Perilipina 2

Receptor activado de proliferacion peroxisomal

Proteina fosfatasa 2

Prevencioén a través de la dieta mediterranea

Andlisis de protedmica dirigida
Acido graso polisaturado
Receptor del pregnano X
Glucdgeno fosforilasa

PCR cuantitativa a tiempo real
Reticulo endoplasmico

Proteina interactuante con el receptor 1
Acido ribonucleico

Especies reactivas de oxigeno
Esteatosis, actividad y fibrosis
Estearoil CoA desaturasa 1
Desviacion estandar

Sodio dodecil sulfato

Acido graso saturado

Suero fetal bovino

Proteina de union al dominio SH3

Esfingomielinasa

Proteina 3 tipo esfingomielina fosfodiestearasa acida



Abreviaturas

SOCS
SPEA
SPMs
SphK
SPP1
sRAGE
SREBP1c
SRGN
STAT
S1P
TEMED
TC

TG
TGF
TNFa
TRAIL
TRAIL-R
TRB3
X
TLR4
UPR
VLDL
XBP1

Supresores de la sefalizacion de citoquinas

Actividad enzimatica prolidasa del suero

Mediadores especializados proresolucion

Esfingosina quinasa

Fosfoproteina secretable 1

Receptor soluble del producto final de glicacion avanzada
Proteina de union al elemento regulador de esteroles 1c
Seringlicina

Activadores de la transcripcion y transductores de sefial
Esfingosina 1-fosfato

Tetrametiletilendiamina

Tomografia computarizada

Triglicéridos

Factor de crecimiento tumoral

Factor de necrosis tumoral alfa

Ligando inductor de apoptosis asociado a TNF
Receptor de TRAIL

Homodlogo 3 de Tribbles 3

Tromboxanos

Receptor tipo toll 4

Respuesta a proteinas mal plegadas

Lipoproteina de muy baja densidad

Proteina de union X-box 1
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Resumen

. Resumen

Las sociedades occidentales estan haciendo frente a nuevas
enfermedades fruto de la descoordinacion entre los cambios en nuestros habitos
alimenticios y nuestra capacidad de adaptacion a los mismos. Una de estas
enfermedades es la esteatosis hepatica, caracterizada por el depdsito de gotas
lipidicas en el higado. Esta puede comprometer la calidad de vida de las
personas hasta progresar a hepatocarcinoma. Para poder combatir esta
enfermedad es necesario el desarrollo de métodos diagnédsticos precoces y
tratamientos para evitar o ralentizar el progreso de esta enfermedad. Para
alcanzar ambos objetivos la caracterizacion de las bases moleculares de la

esteatosis es fundamental.

Entre los muchos genes que intervienen en el desarrollo de la esteatosis
hepatica, Cidec ocupa un puesto especial ya que participa en la fusion de las
gotas lipidicas y el conocimiento sobre factores que regulan su expresion resulta
clave. En el presente trabajo se explora la influencia de distintos componentes
dietéticos, observando que el colesterol estimula su expresidon. Asimismo,
también se observa un dimorfismo sexual en el desarrollo de la esteatosis en el
que parece que la expresion de Cidec regulada por las hormonas femeninas a

través del cofactor de la transcripcion Pgc1a juega un papel clave.

Para ahondar en el conocimiento de los mecanismos moleculares de la
esteatosis hemos desarrollado y caracterizado un modelo esteatésico de rapido
desarrollo con cerdos procedentes del cruce de razas comerciales. Gracias a
este modelo, y mediante el uso de las transcriptomica y protedmica dirigida
hemos logrado identificar nuevos genes que responden tanto al desarrollo como
a la regresion de esta patologia. Ademas, también nos ha ofrecido nuevos
candidatos a marcadores plasmaticos de la esteatosis hepatica: LGALS3 e
ISG15.

A la hora de buscar tratamientos, el uso de nutrifarmacos o alimentos
funcionales resultan un enfoque muy practico y atractivo para la sociedad. En
este aspecto la incorporacion de escualeno en la dieta ha mostrado ser eficaz

para reducir el porcentaje de gotas lipidicas hepaticas tanto en ratones como en
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conejos. Por ello en este trabajo hemos explorado el efecto a corto plazo de la
suplementaciéon de escualeno al 0,5% en cerdos previamente esteatdsicos. A
través de dicho experimento hemos observado que el escualeno reproduce sus
efectos en este modelo modificando tanto el lipidoma hepatico como el

plasmatico.

La complejidad que entrafia la esteatosis hepatica tanto en su desarrollo
como en su regresion va mas alla de la mera acumulacion de grasa e implica
cambios en todo tipo de biomoléculas a través de la regulacion de distintas rutas
metabdlicas en funcion de los componentes de la dieta. En este marco el
escualeno es capaz de paliar la esteatosis hepatica en distintos modelos. Por
ello su futuro uso como como alimento funcional puede ser una clave en el

tratamiento de la esteatosis hepatica.
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|l. Abstract

Western societies are facing new diseases as a result of the lack of
coordination between changes in our eating habits and our ability to adapt to
them. One of these diseases is hepatic steatosis, characterized by the deposition
of lipid droplets in the liver. This situation can compromise the quality of life of
people even progressing to hepatocarcinoma. In order to combat this disease, it
is necessary to develop early diagnostic methods and treatments to avoid or to
slow down the progress of this disease. To achieve both objectives, the

characterization of the molecular basis of steatosis is essential.

Among the many genes involved in the development of liver steatosis,
Cidec occupies a special position since it participates in the fusion of lipid droplets
and knowledge about which factors regulate its expression is crucial. This work
explores the influence of different dietary components, observing that cholesterol
stimulates its expression. Likewise, there is also a sexual dimorphism in the
development of steatosis in which it seems that the expression of Cidec regulated

by female hormones through the transcription cofactor Pgc7a plays a key role.

To deepen our knowledge of the molecular mechanisms of steatosis we
have developed and characterized a short-time developing steatotic model based
in commercial crossbreed pigs. Thanks to this model, and through the use of
transcriptomics and directed proteomics we have managed to identify new genes
that respond to both the development and regression of this pathology. In
addition, it has also offered us new candidates for plasma markers of hepatic
steatosis: LGALS3 and ISG15.

When looking for treatments, the use of nutraceutics or functional foods
results a very handful and attractive approach for society. In this aspect the
incorporation of squalene in the diet has been shown to be effective in reducing
the percentage of hepatic lipid droplets in both mice and rabbits. Therefore, in
this work we have explored the effect of a 0.5% squalene one-month
supplementation in previously steatotic pigs. Through this experiment we have
observed that squalene reproduces its effects in this model by modifying both

hepatic and plasma lipidome.
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The complexity involved in hepatic steatosis both in its development and
in its regression goes beyond the mere accumulation of fat and implies changes
in all types of biomolecules through the regulation of different metabolic pathways
depending on the components of the diet. In this context, squalene is able to
alleviate hepatic steatosis in different models. Therefore, its future use as a

functional food can be a key in the treatment of liver steatosis.
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Il. Introduccion

El higado graso no alcohdlico (NAFLD) es una patologia caracterizada por
tener una acumulacién de gotas lipidicas superior al 5% en los hepatocitos que
puede evolucionar a esteatohepatitis, cirrosis y hepatocarcinoma (1). Esta
enfermedad supone actualmente un desafio para la sociedad ya que su
prevalencia es superior al 25% en algunos paises occidentales (2). Esta cifra es
una aproximacion ya que otro de sus problemas es que no existen marcadores
no invasivos precoces para su diagnéstico (3). En esta situacion resulta clave
descifrar los mecanismos moleculares que subyacen durante la NAFLD tanto
para buscar biomarcadores sensibles y especificos para su diagndstico como
posibles tratamientos a dicha patologia que reviertan o al menos demoren su

evolucion.

Para descifrar los mecanismos moleculares que concurren durante la
esteatosis hepatica y el efecto del escualeno sobre los mismos, el uso de varios
modelos experimentales resulta clave. Actualmente existen multitud de modelos
de esteatosis hepatica basados en modificaciones dietéticas, genéticas o
intervenciones farmacoldgicas desarrollados en roedores (4). Sin embargo, los
modelos desarrollados en cerdo, el animal mas parecido al hombre a excepcién
de los primates, son caros y poco accesibles necesitando crear y caracterizar un
modelo porcino economico y accesible (5).

A pesar de que queda mucho por conocer y caracterizar de la esteatosis
hepatica tanto en humano como en sus diversos modelos animales y celulares
se sabe que la dieta es uno de los factores claves para su desarrollo por lo que
es logico deducir que a través de esta se pueden proporcionar posibles
tratamientos. En esta linea surge el uso de escualeno como alimento funcional.
El escualeno, principal componente de la fraccién no saponificable del aceite de
oliva, ya se ha mostrado capaz de reducir el porcentaje de gotas lipidicas en
modelos basados en animales pequenos (6, 7), quedando por conocer que

ocurre en un modelo mas similar al hombre, como es el cerdo.

10



Tutnoduceion

11



2 o 07 {{‘ﬁa' I:.

lll. Revision bibliografica

12



2 o 07 [/-1.{&. l:.

13



2 o 0’ z.za. I:.

Ill.1 El higado como 6rgano central del
metabolismo

En las civilizaciones mesopotamicas, el higado era considerado el centro
de la vitalidad, el 6rgano donde residia el alma y era utilizado en rituales para
predecir el futuro, esta importancia desaparecio con las culturas clasicas (8) y
hasta hace algunas décadas, el higado no habia vuelto a recobrar su importancia

en el organismo. Esta vez desde una perspectiva menos religiosa.

lll.1.1 Anatomia e histologia del higado

El higado es el érgano mas grande del cuerpo representando el 2% del
peso total. Y se divide en un numero de Iébulos variable en funcidén de la especie.
En el caso del humano, se diferencia I6bulo derecho e izquierdo, teniendo este
ultimo a su vez otros dos lobulos (I6bulo cuadrado y l6bulo caudado) (9). En el

caso del cerdo y del raton también se observan 4 I6bulos.

La unidad funcional del higado recibe el nombre de lobulillo hepatico, esta
estructura se organiza alrededor de una vena central (o centrolobulillar) que
llevara la sangre a las venas hepaticas y posteriormente a la vena cava. Los
hepatocitos son las células protagonistas de esta estructura y se disponen, como
radios de una rueda, en forma de placas celulares de un grosor de 2 células. En
el seno de estas placas se encuentran los canaliculos biliares que recogeran la
bilis producida por los hepatocitos y la llevaran al conducto biliar, y en la otra cara
de estos hepatocitos, alrededor de las placas celulares se encuentra el espacio
de Disse, que supone un estrecho espacio entre los hepatocitos y las células
endoteliales en el que transcurren nutrientes metabolitos e incluso un gran
porcentaje de proteinas plasmaticas, este espacio esta drenado por el sistema
linfatico (10). En este espacio aparecen las células de Ito, también llamadas
células hepaticas estrelladas, cuya funcidn es almacenar vitamina A, y en caso
de lesion hepatica se transdiferencian a miofibroblastos fibrogénicos y
proliferativos y producen matriz extracelular (11). Finalmente, en los lobulillos
hepaticos aparecen los sinusoides hepaticos, formados por células endoteliales
discontinuas que pueden intercalarse con células de Kupffer, macréfagos
encargados de depurar de bacilos la sangre proveniente del colon (12). En la
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luz de los sinusoides hepaticos se recoge la sangre procedente de las arteriolas
hepaticas y de la vena porta, y tras exponerse al intercambio de nutrientes y
metabolitos con los hepatocitos, sera drenada por la vena central. Esto
constituye una irrigacion unica en el organismo, en la que dos vasos aportan
sangre a un organo (vena porta y arteria hepatica, mientras que solo uno la drena

(vena hepatica) (13).

+ Canaliculo biliar
¢ Sinusoide hepético

% Célula de lto
7 Espaciode Disse
—» Célula de Kupffer
— Célula endotelial

# Placa de hepatocitos
——+ Vena centrolobulillar

Rama de la vena porta
% Conducto biliar
% Rama de la arteria hepética

nn.n
|“
A\

Figura 1. Histologia hepdtica. Adaptado de (10)y (13).

1ll.1.2 Fisiologia y bioquimica del higado (metabolismo
energético)

Con esta organizacion microscopica tan precisa el higado es capaz de
realizar en el seno de los hepatocitos una ingente cantidad de reacciones

bioquimicas, interviniendo en multitud de rutas metabdlicas.

Dentro del metabolismo lipidico el higado sintetiza casi todos los lipidos
del organismo y normalmente, éste los secreta al resto del cuerpo para su
consumo o almacenamiento. Las células los aprovecharan para la sintesis de
membranas, estructuras intracelulares y sustancias quimicas (como para la
sintesis de hormonas esteroideas por parte de las gonadas y la glandula
adrenal). Asi pues, el higado tiene algunas funciones especificas en el
metabolismo lipidico, como la oxidacion y la sintesis de acidos grasos, la sintesis

de fosfolipidos y de casi todas las lipoproteinas y la sintesis de grandes
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cantidades de colesterol, la mayor parte del cual sera excretado con la bilis, pero
cerca de un 20% se transportara al resto de los tejidos junto con los fosfolipidos

en las lipoproteinas (12).

Respecto al metabolismo proteico, el higado supone una contribucion
clave tanto en la degradacién de las proteinas a través de la desaminacion de
los aminoacidos y de la formacion de urea para la eliminacion del amoniaco del
cuerpo como en la formacion de proteinas plasmaticas (a excepcion de las
gammaglobulinas) y en la sintesis e interconversion de los distintos aminoacidos

y sintesis de compuestos derivados de los aminoacidos (14).

Dentro del metabolismo de los carbohidratos los hepatocitos son capaces
de la conversion de galactosa y fructosa en glucosa, de llevar a cabo la
gluconeogénesis, de almacenar grandes cantidades de glucosa en forma de
glucégeno y de aprovechar los hidrocarburos para modificar proteinas o lipidos.
Debido a estas funciones, el higado supone un organo clave para el
mantenimiento de la glucemia, dado que cuando se produce el aumento
postprandial de la glucemia, es capaz de almacenar este exceso de glucosa en
forma de glucdgeno que puede llegar a suponer entre un 5-10% del volumen del
higado. Gracias a esta accidn puede posteriormente, en un momento de
hipoglucemia, liberar la glucosa del glucégeno e incluso producirla (en caso de
necesidad) a partir de triglicéridos o proteinas y cedérsela al resto del cuerpo,
este fendmeno se conoce como la funcién amortiguadora de la glucosa del
higado (14).

Esta funcion esta regulada por las hormonas insulina y glucagoén. La
insulina paraliza la gluconeogenesis en el higado e inactiva la fosforilasa
hepatica, impidiendo el catabolismo del glucégeno, por otro lado, estimula la
actividad de la glucogeno sintetasa. Ademas, aumenta la captacion de glucosa
sanguinea por el hepatocito, aumentando la actividad de la enzima glucokinasa
que convierte la glucosa a glucosa-6-P e impide que pueda salir libremente del
hepatocito. La insulina no solo interviene en el metabolismo glucido del higado
sino también en el lipidico dado que en el momento que ya no se puede
almacenar esta glucosa en forma de glucogeno pasa a estimular su

transformacién a &cidos grasos que inicialmente se distribuiran con las
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lipoproteinas al resto de tejidos y que, en caso de saturacién del organismo,

puede también almacenarse en el higado (12).

Mientras la insulina ejerce su efecto en una situacion postprandial, el
glucagon actua en la situaciéon opuesta, en el que la glucemia empieza a
disminuir, como en un ayuno prolongado, produciendo un efecto antagénico al
de la insulina. El glucagoén estimula la glucogendlisis a través de la elevacion del
AMPc en el hepatocito que conlleva a un aumento de la glucosa libre en el
hepatocito que sera secretada al torrente circulatorio. El glucagon también es
capaz de estimular la gluconeogénesis si con la glucogendlisis no se hubiese

restablecido la glucemia (12).

Otra de las grandes aportaciones del higado al organismo es la sintesis y
excrecion de bilis, cuya funcién sera la digestidén y absorcidén de grasas ya que
por un lado actuan como detergentes y emulsionan las grandes particulas de
grasa de los alimentos en particulas mas pequefas y mas facilmente atacables
por las lipasas y por otro lado favorecen activamente la absorcion de las grasas.
Ademas, la bilis constituye un medio de excrecion de productos de desecho
procedentes de la sangre como la bilirrubina o el exceso de colesterol. Las sales
biliares se producen a partir del colesterol, que se convierte primero en acido
célico o quenodesoxicolico y posteriormente al combinarse con la glicina o la
taurina en acidos biliares glico- y tauroconjugados, estos y sus sales sddicas son
los excretados a través de la bilis. En ausencia de sales biliares, se excretarian
en las heces cerca del 40% de los lipidos ingeridos, con el subsiguiente déficit
energético por la pérdida de nutrientes (14).

Finalmente, otras de las funciones a destacar que realiza el higado son la
sintesis de las moléculas para la coagulacion (fibrindbgeno, protrombina, factor
VII, etc...), el almacenamiento de vitaminas (vitamina A, D y B12) y de hierro (en
forma de ferritina) y la eliminacion y destoxificacion de téxicos, drogas, hormonas

y otras sustancias (12).

Todas estas implicaciones en las distintas rutas metabdlicas nos dan una
idea de la complejidad metabdlica del higado, ademas también nos permite
observar que los hepatocitos se comportan como verdaderos filantropos

energeéticos, liberando energia al resto del cuerpo cuando este lo necesita y
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almacenandola cuando el resto del cuerpo no lo necesita, con el subsiguiente
peligro de perjudicar la ejecucién del resto de reacciones metabdlicas que

alberga el citoplasma del hepatocito (12, 14).

Ill.2 Esteatosis hepatica no alcohdlica

Antes de introducirse en la esteatosis hepatica es interesante conocer que
la palabra “higado” no deriva directamente de su equivalente en latin —iecur- ni
del griego —hepatos-, sino de una palabra compuesta que utilizaban los romanos
para referirse a un manjar producido al alimentar a las ocas con higos (ficus)
produciéndoles un acumulo de grasa en el higado: lecur ficatum, (higado
alimentado de higos). Esta palabra en la edad media derivd en fégado y
posteriormente a higado. Asi pues, resulta altamente interesante la relacion tan
estrecha que tiene el higado con esta enfermedad, que incluso le dio el nombre

al érgano (15, 16).

Este acumulo graso en el higado que observaban los romanos en sus
ocas se produce en forma de gotas lipidicas en el interior de los hepatocitos vy,
en humanos, cuando alcanza un porcentaje mayor al 5% se considera patologico
definiendose como esteatosis hepatica. Esta enfermedad es actualmente la
enfermedad hepatica mas comun en los paises occidentales y esta postulada
como la principal causa de trasplantes hepaticos en dichos paises en los

préximos 10 afios (1).
lll.2.1 Clasificaciéon

La esteatosis hepatica no alcohdlica (NAFLD “non alcoholic fatty liver
disease”) abarca un espectro de 4 estadios. El primero de ellos, esteatosis
simple, consiste en una acumulacion de grasa superior al 5% del volumen del
higado sin que haya componente inflamatorio. En el momento en el que
evoluciona y aparece el componente inflamatorio, pasa a llamarse
esteatohepatitis (NASH, “Non-alcoholic steatohepatitis”). El tercer estadio de la
esteatosis hepatica no alcohdlica se caracteriza por presentar depdsitos de tejido
cicatricial en el higado y se conoce como fibrosis hepatica. Este, es un estadio
irreversible, al que al aplicar un tratamiento no provocaria una reversion del

mismo, sino simplemente impediria su evolucion al siguiente estadio: La cirrosis
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hepatica, caracterizada por presentar, ademas de la fibrosis y la inflamacion,
focos de necrosis y de proliferaciéon celular coexistiendo en el higado.
Finalmente, de la evolucion de este ultimo estadio seria el hepatocarcinoma
(HCC), que se produciria en el momento en el que esos focos proliferantes se

desdiferencian convirtiéendose en células cancerigenas (3).

lll.2.2 Prevalencia

Actualmente se considera que la NAFLD afecta a un 20-34% de la
poblacién. Sin embargo, se trata de un porcentaje muy variable a lo largo del
globo. Por ejemplo, en un trabajo de Younossi y cols en el que recogieron los
resultados obtenidos en 729 estudios procedentes de mas de 20 paises e
incluyendo un total de mas de 8 millones de personas observaron que la
prevalencia mas baja se da en Africa donde era del 13,5 %, mientras que la mas
alta se da en Sudamérica 30,5% y el Medio Este 31,8%. En Europa, la
prevalencia se situa en un 23,7%, con ltalia a la cabeza 49,6% (2). En Espafia,
gracias a un trabajo de Caballeria y cols, conocemos que la prevalencia se situa
en un 25,8% (17).

Otros factores que influyen enormemente en su prevalencia es la
existencia de otras enfermedades metabdlicas, como la hiperlipidemia (69,2%
95%, la obesidad (51,3%), la hipertensién (39,3%), la diabetes tipo dos (22,5%)

o el sindrome metabdlico (42%) (2).

Prevalencia (%) IC 95% (%)

Segun Regiones

Africa 13,5 57 -287
Europa 23,7 16,1 — 33,5
Medio Este 31,8 13,5-58,2
Sudameérica 30,5 22,8-39,4
Italia 49,5 40,8 - 58,4
Espana 25,8 22,8 — 29,1

Segun Enfermedad
diagnosticada previamente

Hiperlipidemia 69,2 49,9 — 83,5
Obesidad 51,3 41,4-61,2
Sindrome metabdlico 42 30,1 - 56,1
Hipertension 39,3 33,2-54,9
Diabetes tipo Il 22,5 17,9 - 27,9

Tabla 1. Prevalencia de la esteatosis hepdtica. Adaptado de (2).
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lll.2.3 Diagndstico

Los porcentajes de prevalencia arrojan una idea aproximada de la
situacion a lo largo y ancho del globo. Sin embargo, suelen ser imprecisos ya
que el diagndstico de NAFLD es complicado y los distintos estudios han utilizado
diferentes métodos de diagndstico. Estos se clasifican como no invasivos e

invasivos (biopsia hepatica). Dentro de los primeros encontramos:

11.2.3.1 Ecografia

Se trata del método mas extendido en la clinica con pacientes
asintomaticos, por ser muy econdmico, rapido e inocuo (18). Sin embargo,
muestra muy baja especificidad y sensibilidad cuando el porcentaje de esteatosis
esta por debajo del 30% y requiere de personal formado para interpretar las

lecturas del equipo (3).

11l.2.3.2 Tomografia computarizada

Esta técnica se basa en la exposicion a rayos X, y la comparacién entre
las densidades del higado y el bazo que, en caso de esteatosis, la densidad del
higado es menor que la del bazo. Sin embargo, este método supone la
exposicion a radiacion, ademas se puede ver distorsionado por factores ajenos
como edemas o acumulo de cobre en el higado. La TC no seria mejor que la

ecografia en su diagndstico, pero si que ofreceria un método cuantitativo (3).

11.2.3.3 Imagenes de la densidad de protones de la
fraccién grasa por resonancia magnética (MRI-PDFF) (Magnetic
resonance imaging proton density fat fraction)

Esta técnica se basa en la observacién de los hidrégenos, que muestran
patrones diferentes si forman parte del agua o de la grasa. Gracias a esto se
puede medir la densidad grasa del higado. Esta técnica puede mostrar una
precision muy alta en el diagnédstico de la esteatosis. Sin embargo, los equipos
capaces de llevar a cabo este analisis son muy caros y escasos e incapaces de

diferenciar entre la esteatosis simple y la esteatohepatitis (3).
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11l.2.3.4 Elastografia transitoria (Fibroscan)

Se trata de un método no invasivo basado en ultrasonografia para medir
el grado de fibrosis del higado (18). La combinacién del fibroscan con alguno de
los paneles séricos puede convertirse en el mejor método no invasivo para la
medicién de NAFLD (19).

111.2.3.5 Métodos serolégicos

Hasta el momento muchas proteinas se han estudiado como posibles
biomarcadores de NAFLD: TNFa, II-6, pentraxina, ferrritina, SPEA (“Serum
prolidase enzyme activity”), sSRAGE (“soluble receptor for advanced glycation end
product’) y CK-18 (Citoqueratina-18). De entre todas ellas la que mejor
resultados ha ofrecido es CK-18 pero sin embargo sigue sin cumplir con las
caracteristicas de especificidad y sensibilidad necesarias para poder utilizarse
en clinica (3, 20).

111.2.3.6 Métodos invasivos: Biopsia hepatica

Actualmente, la biopsia hepatica seguida de su estudio histopatolégico es
el método de diagndstico mas exacto para NAFLD. Pero aun con todo tiene sus
limitaciones. Ademas de ser un método invasivo que pueda provocar una
hepatitis (3), al realizar un biopsia hepatica solo se utiliza una pequefa seccidn
del higado (aproximadamente la 1/50,000 parte), quedando la mayoria de él sin
estudiar (21). Esto, segun los resultados obtenidos por Bonekamp y cols en el
2014, supone un problema ya que observaron que el depdsito de grasa no es
homogéneo a lo largo del higado, siendo mayor en el I6bulo derecho que en el
izquierdo y que la superficie del drgano presenta una fibrosis mayor (22). Tres
estandares se estan utilizando para el diagndstico histolégico de NASH: el
sistema de Brunt, el NASH CRN (“Clinical Research network”) y los algoritmos
SAF (“steatosis, activity and fibrosis”) y FLIP (“fatty liver inhibition progression”),
pero no hay consenso sobre cual de ellos seria el mas apropiado (3).

A pesar de esta dificultad en su diagnéstico, es indudable de que
actualmente presenta una elevada prevalencia en la poblacion y esto es un
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problema porque hasta hace unas décadas no se habia diagnosticado en

humanos. Ello justifica la necesidad de conocer mas sobre su fisiopatologia.
lll.2.4 Patogénesis

El higado juega un papel fundamental en la sintesis, almacenamiento,
degradacion, empaquetamiento y distribucion de glucidos, proteinas y acidos
grasos estando orquestado por una compleja red de rutas metabdlicas de
sefalizacion, hormonas, receptores nucleares y factores de transcripcion (4).
Una desregulacion en cualquiera de estas rutas que lleve a una adquisicién de
lipidos, incorporacion de acidos grasos circulatorios o lipogénesis de novo (DNL),
que exceda la capacidad compensatoria de eliminarlos del higado (oxidacién,
secrecion de VLDLs y produccion y excrecion de acidos biliares) provocara la
esteatosis hepatica. Esta situacion puede provocar estrés oxidativo, estrés del
reticulo endoplasmico (RE), compromiso de la funcion mitocondrial y aumento la
oxidacion en peroxisomas y citocromos llevando a dafio celular y al avance de la
enfermedad (23).

111.2.4.1 Metabolismo lipidico

11.2.4.1.1 Incorporacion de acidos grasos no esterificados (NEFA, “non-
esterified fatty acids”) plasmaticos

Los niveles séricos de NEFA han mostrado correlacion con la apoptosis
en hepatocitos y parecen ser capaces de activarla (24, 25). Los NEFA pueden
derivar de los triglicéridos de la dieta (20%) o de la lipolisis en los adipocitos
(80%) (26). Este ultimo caso ocurre normalmente en un estado de ayuno
estimulado por las catecolaminas, péptidos natriuréticos y el glucagon e inhibido
por la insulina. De acuerdo a esto ultimo, se ha observado que en un estado de
resistencia a la insulina, la lipolisis adipocitaria se dispara, aumentando los NEFA

en el plasma independientemente del estado nutricional (27).

Los mecanismos por los que estos NEFA se incorporan al higado no estan
completamente dilucidados, parece ser que la difusion pasiva de acidos grasos
(FA, “fatty acid”) circulantes hacia el higado es anecddética y que la captacion de

acidos grasos depende principalmente de transportadores de acidos grasos
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(FATP “fatty acid transporter protein”) (28). FATP2 y FATP5 son las que
presentan expresion hepatica en mamiferos y se ha demostrado que el
silenciamiento génico de cualquiera de ellos puede mejorar la esteatosis
hepatica (29, 30).

Una vez el FA alcanza la membrana citoplasmatica del hepatocito, se
forma un complejo transmembrana tetramérico que comprende la proteina de
unién a acidos grasos (FABP “fatty acid binding protein”), la caveolina-1, una
acido graso translocasa (FAT/CD36) y una fosfolipasa de membrana
independiente de calcio (iPLA2g) (31). Este proceso parece regulado por el
receptor activado de proliferacion peroxisomal alfa (PPARa) en combinacion con
la leptina y la insulina (32, 33). Cada una de estas proteinas del complejo
tetramérico han despertado gran interés por su posible implicacion con el
desarrollo de NAFLD. De hecho, muchos estudios han encontrado una elevacion
de los estos transportadores de acidos grasos en pacientes con NAFLD (25, 27,
34, 35).

Dentro de las FABP, FABP1 es la isoforma predominante en el higado
(28). La FABP1 facilita el transporte, el almacenaje en forma de TG y el uso de
los acidos grasos y sus derivados acil CoA. Ademas, puede ejercer un efecto
protector contra la lipotoxicidad mediante unién a los NEFA, los cuales de otra
manera serian citotoxicos (36). La FABP1 es capaz de mediar el transporte de
ligandos de PPAR al nucleo de los hepatocitos, estando los niveles intracelulares
de FABP1 correlacionados con la actividad de PPARa y PPARYy (37). Se ha
descrito un aumento de FABP1 en los primeros estados del NAFLD, el cual
promoveria el flujo lipidico como mecanismo compensatorio para reducir la
lipotoxicidad. A medida que la enfermedad progresa, disminuyen los niveles de
FABP1 aumentando los niveles de lipidos y las repercusiones de dafio en los

organulos y células del higado debido a su lipotoxicidad (23).

La translocasa de acidos grasos, CD36, facilita el transporte de acidos
grasos de cadena larga, y esta regulada por el PPARy, PXR (“Pregnane X
receptor’) y LXR (“Liver X receptor’) (38). Se ha demostrado que tanto la
esteatosis provoca un aumento de la expresion de CD36, como un aumento de

CD36 hepatico lleva a una esteatosis (39, 40). Por otro lado, también se ha
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observado que la expresion de CD36 esta confinada al citoplasma en el higado
sano, y su translocacion a la membrana plasmatica podria provocar la progresion
del NAFLD (41) siendo tanto su abundancia como su localizacién celular

importantes en el desarrollo de la NAFLD.

Las caveolinas comprenden una familia de tres proteinas de membrana
que contribuyen al trafico lipidico y a la formacion de gotas lipidicas (42).
Diferentes observaciones sugieren que el rol de caveolina 1 en la acumulacién
de lipido hepatico puede variar en funcién del origen de la esteatosis, a

consecuencia de una dieta alta en grasas o un ayuno prolongado (23).

La incorporacion de NEFA al higado ha captado el foco de atencién de los
investigadores por su lipotoxicidad (43), debida en parte a su capacidad de
activar receptores Toll like e iniciar la cascada extrinseca de apoptosis (44, 45),
forma predominante de dafo hepatocelular en el NASH (24, 46). De hecho la
actividad apoptoética del higado enfermo correlaciona con la severidad de la
enfermedad, y consecuentemente, con la presencia de fragmentos de CK-18 en
el plasma de los individuos con NAFLD (47). Los FA también interfieren con la
sefalizacion de los receptores nucleares, lo que podria adicionalmente
influenciar la extension del dafio hepatico promoviendo la resistencia a la insulina
y el estrés del RE (48, 49).

Otro de los efectos de los FA es la estimulacidn de la produccién de TNFa
y de su receptor hepatico, el cual correlaciona con la severidad de la enfermedad
en NAFLD (50). La activacion del receptor del TNFa aumenta la expresion de
SREBP1c (“sterol regulatory element binding protein 1 c¢”), el cual induce
lipogénesis hepatica y acumulacion de lipidos (51). Como los efectos mediados
por TNFa son antagonizados por la adiponectina, los receptores de adiponectina
estan disminuidos durante la esteatohepatitis (52). Al activar el receptor TNFa
los acidos grasos promocionan la insulino resistencia hepatica que ocasiona un

circulo vicioso de acumulacion de lipidos en la patogénesis del NASH (27).

Finalmente, otro de los grandes contribuyentes a la lipotoxicidad de los FA
es su oxidacion, que lleva a la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS,
“reactive oxigen species”) como mas adelante comentaremos en el apartado de

oxidacion de acidos grasos (FAO “fatty acid oxidation”).
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Una manera eficaz de evitar todos esos efectos deletéreos es la
conversion de los FA a triglicéridos (TG) considerados inertes, la acumulacion
de TG en forma de gotas lipidicas parece ser hepatoprotectora aunque sea
caracteristica de la esteatosis hepatica y de esteatohepatitis (53). Esta
conversion de FA a TG se produce debido a la accion de las enzimas glicerol-3-
fosfato aciltransferasa mitocondrial (MtGPAT) y de la diacilglicerol aciltransferasa
(DGAT) mitocondrial y del RE (54). De ésta ultima existe dos isoformas
codificados por genes distintos. En el higado la que mas se expresa es la DGAT-
2 que sintetiza TG a partir de NEFA, procedentes del torrente circulatorio o de
DNL, y diglicéridos recién formados (55). Estos procesos estan controlados por
la SREBP-1c, LXR, FXR (“Farnesoid X Receptor’) y ChREBP (“Carbohydrate
responsive element-binding protein”), el cual relaciona el metabolismo de la
glucosay el lipidico (56). Un buen reflejo de esta funcién hepatoprotectora de los
TG se observd en un experimento realizado en ratones alimentados con una
dieta deficiente de colina y en metionina, donde la deleccion de DGAT2, enzima
encargada del ultimo paso de la sintesis de TG, aumentd la necroinflamacion, la
peroxidacidn y estrés oxidativo en el higado de los ratones, a pesar de la
reduccion intracelular de TG (57). Otros efectos que se observaron tras su
silenciamiento fueron de la lipopenia y problemas cutaneos (58). Otra opcion
para estos TG es el empaquetamiento en forma de VLDLs para su consumo por
el resto de tejidos periféricos o su almacenamiento en los adipocitos (4, 54).

Ademas de la cantidad, el tipo de NEFA que aparece en el higado
esteatdsico también esta alterado, con una acumulacion sustancial de acidos
grasos saturados (SFA “saturated fatty acid’), como el palmitico (C16:0) y
estearico (C18:0) en relacion con los acidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados (MUFA  “monounsaturated fatty acid” y los PUFA
“polyunsaturated fatty acid”) (59).
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Figura 2. Metabolismo de los dcidos grasos no esterificados en el hepatocito

11.2.4.1.2 SFA en la esteatosis hepatica

Varios autores coinciden en que la acumulacion de SFA en el higado
estatdsico es paralelo a la severidad de la enfermedad (60-62), lo cual es
consistente con su lipotoxicidad a través de varios mecanismos. Por un lado,

antes de entrar en el hepatocito, los SFAs son capaces de unirse y activar
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receptores de membrana del hepatocito, incluyendo los receptores de la muerte
TRAIL, TRAIL-2 y el receptor Toll like 4 (63, 64). En este contexto, TRAIL2
activaria la ruta proteolitica de la caspasa 8 y el receptor Toll like 4 a través del
receptor nuclear NF-k[3 activando quinasas del estrés como la JNK (c-Jun NH2-
termina kinase) (63). Una vez dentro del hepatocito, los SFA continuan con sus
acciones lipotdxicas activando el estrés del RE y a JNK directamente. Otra ruta
mas de los SFAs para activar JNK seria a través de su conversion a ceramidas

como se explicara mas adelante.

JNK representa un importante mediador de la lipotoxicidad hepatica de los
SFA, pertenece a la familia de protein quinasas activadas por mitdgeno y tras su
activacion, JNK inactiva a IRS-1 (Insulin receptor substatre-1), produciendo
insulino resistencia (IR) e interaccionando con la proteina de membrana
mitocondrial SH3BPS llevando a una respiracién mitocondrial disminuida y
aumentado la produccion de ROS (65). Ademas, JNK suprime el efecto del

PPARaq, la 3 oxidacién en mitocondria y peroxisomas y activa el estrés del RE.

Los SFAs no se limitan a alterar la maquinaria metabdlica de los
hepatocitos. También son capaces de activar los receptores TLR4 (“foll like
receptor’) en las células de Ito llevandolas a secretar citoquinas atrayentes de
monocitos, y a activar JNK en las células de Kupffer induciendo su conversion
a una forma mas activa y proinflamatoria, en la que secretan TGF- e inhibidores

de metaloproteinasa-1 (65, 66).
11.2.4.1.3 MUFA en la esteatosis hepatica

Los MUFA mas abundantes y estudiados en NAFLD son el acido
palmitoleico (C16:1) y el acido oleico (C18:1), los cuales son generados mediante
la enzima estearoil CoA desaturasa-1 (SCD-1, stearoyl-CoA desaturase-1) a
partir de acido palmitico y del estearico respectivamente (67). La conversién de

SFA a MUFA por SCD1 podria ser un mecanismo de proteccion (68).

A pesar de que contribuyen a la esteatosis, los MUFA se han mostrado
menos lipotoxicos que los SFA. Los MUFA inducen apoptosis, pero este efecto
es minimo comparado con los SFA, especialmente con el palmitato (69). Parece
ser que los MUFA tienen una menor capacidad para desencadenar el estrés del

RE y tienen una incorporacion mas eficiente a la formacion de TG, siendo esto
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un sistema de defensa contra los efectos proapoptéticos de las grandes
cantidades de NEFA en las células como hemos comentado previamente (53,
69, 70). Este efecto esta corroborado tanto mediante la suplementacién de FA,
como la estimulacion de SCD-1 (70-72).

11l.2.4.1.4 PUFA en la esteatosis hepatica

Los PUFA se clasifican en dos clases: w6 y w3, nombrados por la
presencia de la primera insaturacion contando desde el extremo metilo del FA,
conocido como el carbono w. Destacados ejemplos de PUFA w6 incluyen el
acido dihomo-y-linoleico (20:3n-6) y el acido araquidénico (AA; 20:4n-6) y de los
PUFA w3, el acido eicosapentaenoico (EPA; 20:5n-3) y el docosahexaenoico
(DHA; 22:6n-3) (59).

En animales, la conversién de los acidos grasos de 18 C a PUFA de 20 C
0 mas es menor de un 5-10% (73), por ello han de ser incorporados en la dieta,
con el consumo de pescado o de sus aceites, los cuales contienen niveles altos
de EPA y de DHA siendo las principales fuentes de PUFA w3. Algunos PUFA de
18C, linoleico y a-linolénico (ALA), también tienen que ser afiadidos a la dieta,
ya que los mamiferos carecen de las desaturasas necesarias para sintetizarlos

a partir del oleico (59).

La suplementacion dietética con PUFA, tanto w3 (EPA, ALA) como w6
(linoleato) ha mostrado una mejora en cuanto marcadores de la actividad de la
enfermedad (esteatosis, necro inflamacion, balloning y fibrosis) (74, 75). Esto
puede ser debido a que los PUFA modulan la fluidez y la permeabilidad de la
membrana celular, y a modo de ejemplo, se ha observado que al aumentar los
w3 en la membrana se permite un mayor numero de receptores de insulinay una

mejoria en la sensibilidad a la misma (76).

Sin embargo, parece ser que no son igualmente beneficiosos los w3 que
los w6. Analisis lipiddmicos acoplados a actividad enzimatica y a la expresion
génica estudiaron el ratio w6/w3, observaron un ratio aumentado de w6/w3 en
el higado debido a la saturacion de la enzima FADS1, siendo esto un factor
patogénico clave en NASH (61, 62, 77, 78). En este mismo trabajo, los autores
realizaron estudios inhibiendo la FADS1 hepatica y observaron una alteracion en
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la composicién y cantidad de los fosfolipidos de membrana, acompafiada de una
acumulacién de SFA y sobreproducciéon de eicosanoides proinflamatorios

derivados de w6: PG (prostaglandinas), TX (tromboxanos) y LT (leucotrienos).

Parece ser que las dietas actuales también se caracterizan por tener un
ratio w6/w3 descompensado que lleva a la formacién de derivados
proinflamatorios del w6. Basados en estos hallazgos la estrategia a seguir es la
suplementacién con w3, la cual ya ha mostrado beneficios tanto en experimentos
con pacientes (79) y con ratones esteatdsicos (80-83). La aplicacion de este
tratamiento redujo el estrés del RE, la disfuncion mitocondrial y la DNL
desregulada, consecuentemente mejor6 la esteatosis y el perfil
cardiometabdlico, sin embargo no mejord la necroinflamacion histologica ni la
fibrosis (84, 85).

Los efectos beneficiosos de los w3-PUFA en la esteatosis hepatica no
estan exentos de controversia (86). Esto puede deberse a la diferencia en el tipo
y dosis de w3 PUFA utilizado o con la baja estabilidad que tiene los PUFA debido
a ser mas facilmente oxidables. Trabajos publicados este afio proponen la
nanoencapsulacion como un sistema de proteccion que mejora tanto la

absorcion de DHA como sus propiedades beneficiosas (87).

Aunque la mayor parte de los FA de la dieta se metabolizan mediante B-
oxidacion (20-30%), almacenamiento en forma de TG en el mismo hepatocito o
envio en forma de VLDL a los adipocitos (15-80%), algunos PUFAs logran una
interaccién directa con los factores de transcripcidn consiguiendo los efectos
antiesteatogénicos y metabdlicos. Sin embargo, los efectos anti-inflamatorios
pueden estar predominantemente mediados por la formacion de SPMs
(“specialized pro-resolving mediators”) derivados de PUFA (80). Estos SPMs,
que mas adelante detallaremos, ejercen su accidén en el rango de picomolar a
nanomolar, al contrario que los w3 PUFA, que ejercen sus efectos en un rango

de yM a mM en la sangre (88).

En conclusiéon mientras que la acumulacién de TG protege frente a la
lipotoxicidad y es caracteristica de esteatosis benigna, la acumulacién de FA,
(especialmente SFA) y sus metabolitos son los que median la apoptosis, la IRy

la progresion de la esteatosis simple a esteatohepatitis (62, 89).
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Figura 3. Efectos de los dcidos grasos en el hepatocito en funcion de sus insaturaciones

11.2.4.1.5 Lipogénesis de novo (DNL) hepatica

El segundo componente mas importante en el desarrollo de la esteatosis
hepatica es la lipogenesis hepatica (DNL) mientras que la contribucion de la
inhibicion de la B-oxidacion, la disminucion de la secrecion de VLDLs, o la
produccion y excrecion de acidos biliares ocupan una importancia relativa menor
(26).

Tanto en pacientes como en animales se ha observado un aumento de la
DNL durante la esteatosis hepatica en estado de ayuno (42, 90-92)(93, 94). Este
aumento es independiente de los niveles intrahepaticos de TG pudiendo reflejar
que su inadecuada supresion durante el ayuno es clave en los pacientes con
NAFLD (95, 96). El aumento de la DNL contribuye a la esteatosis hepatica,
hipertrigliceridemia e incluso esteatohepatitis (70).

Aunque el fallo de regulacién de la DNL es un hecho central en la
acumulacion de lipidos hepatico en los pacientes con NAFLD, los mecanismos
responsables no estan perfectamente esclarecidos. En la DNL intervienen dos
protagonistas, la acetil CoA carboxilasa (ACC) y la acido graso sintasa (FAS),
juntas se encargan de convertir el acetil CoA y el malonil CoA a acidos grasos.
La funcidon de la ACC es la adicién de un carbono al acetil CoA para formar

malonil CoA. Hay dos isoenzimas de ACC codificadas por genes distintos: ACC1

30



2 o 0’ z.za. I:.

citosolica; y ACC2, mitocondrial. El malonil CoA citosélico formado por ACC1 se
utiliza principalmente para la DNL, mientras que el mitocondrial se utiliza
principalmente como un inhibidor alostérico de la carnitina palmitoil transferasa
1a (CPT1A), evitando la entrada de acidos grasos a la mitocondria. La inhibicion
de la ACC conlleva una disminucion de la DNL y aumenta la B-oxidacion de FA,
dos pasos claves en la formacion de la esteatosis hepatica (67). Respecto a FAS,
se ha estudiado que su ausencia en higado promociona la esteatosis hepatica
con una sefalizacion defectuosa de PPARa en ratones con una dieta sin grasa
(97). Este fenotipo es reversible mediante adicion de grasa a la dieta o mediante
un agonista PPARa (97).

La regulacién de estas dos enzimas esta complejamente orquestada por
varios receptores nucleares (PPARa, PPARy, LXR y el FXR) (98). Esta
complejidad se hace mas redundante al ser capaz el PPARa de autoactivarse
mediante un fosfolipido sintetizado por FAS (27). Respecto a los factores de
transcripcion que regulan la DNL, hay dos que cobran vital importancia:
SREBP1c (activado por insulina) y ChREBP (activado por carbohidratos) (99-
101).

La expresion de SREBP1c esta aumentada en pacientes con NAFLD, y
de acuerdo a su rol lipogénico, los niveles de triglicéridos hepaticos estan
aumentados en ratones que sobreexpresan SREBP1c (90, 91) mientras que su
ausencia provoca la disminucién de enzimas lipogénicas y la estimulacion
compensatoria de SREBP2, que a su vez, lleva a un aumento paraddjico de la
sintesis de colesterol y a su acumulacion, relacionando la DNL con el
metabolismo del colesterol (102). A este mismo nivel, otro efecto contradictorio
se observa en el caso de la IR. A pesar de que lo l6gico seria que la resistencia
a la insulina en los pacientes con NAFLD contrarrestase la activacion de
SREBP1c por la insulina, la IR presenta una inhibicion selectiva de manera que,
asegura la habilidad de la insulina para promocionar DNL a través de SREBP1c

lo cual la hace incapaz de suprimir la gluconeogénesis (99).
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Figura 4. Lipogénesis de novo hepdtica

Por su parte, ChREBP media la induccién de la DNL estimulado por los
carbohidratos (CHO) pero no por las grasas, es mas, las dietas altas en grasa
inhiben su actividad (100, 103). De acuerdo a esto, los ratones ChREBP KO
redujeron la DNL un 65% debido a la incapacidad de los CHO de estimular la
DNL. Sin embargo, no por ello mostraron un fenotipo mas saludable, sino que
también manifestaron IR e intolerancia a los azucares. Y ademas mostraron un
aumento en la sintesis de colesterol, con su consecuente citotoxicidad (104,
105). En biopsias de pacientes con NASH se ha observado segregacion en los
patrones de expresion de ChREBP, los pacientes con esteatosis hepatica
muestran una expresion alta de ChREBP, pero sin embargo, es baja en
pacientes con IR (68). Al poder ser la DNL activada por la insulina y la glucosa a
través de SREBP1c y ChREBP supone un nexo entre el metabolismo de los

glucidos y de los lipidos (106, 107).

Como se va entreviendo no subyacen los mismos mecanismos
moleculares en todos los pacientes con higado graso. Los mecanismos
protectores frente a la lipotoxicidad varian entre individuos, (p. ej. desaturasas e
inhibidores de la inflamacidn) (23).
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111.2.4.1.6 Oxidacion de acidos grasos

La oxidacién de los acidos grados (FAO) representa la manera mas
eficiente energéticamente para la homeostasis al compararla con otros subtipos

de macronutrientes (4).

El primer paso de la oxidaciéon de acidos grasos ocurre en el citoplasma,
donde la acil CoA sintetasa une los acidos grasos a la coenzima A formando el
acil CoA. A partir de aqui, la oxidacion de acidos grasos puede ocurrir en la
mitocondria, en peroxisomas o a través de la accion de los citocromos en el RE

(108, 109). Siendo la oxidacion en la mitocondria la forma principal.

Para acceder a la mitocondria, la difusibn pasiva a través de las
membranas es minoritario y sucede principalmente a través de la CPT1A situada
en la membrana externa mitocondria. Sin embargo, solo puede introducir
aquellos acil CoA que provengan de un acido graso de 16 C o menor. Esto
implica el paso por el peroxisoma para reducir su tamano hasta 16 C si es de 18
C o mayor (110, 111). La oxidacion de los acil-CoA mayores de 18 C en el
peroxisoma se produce a través de ACOX1 (Acil CoA oxidasa peroxisomal). Su
ausencia resulta en acumulacion lipidica hepatica, fibrosis, estrés oxidativo e
inflamacion, enfatizando en el rol de la FAO peroxisomal en NAFLD (112). El
mecanismo por el cual esos acil CoA acortados en el peroxisoma se dirigen a la

mitocondria aun esta por dilucidar.

De vuelta a la mitocondria, CPT1A presenta una regulacion alostérica por
el malonil CoA, un precursor de la sintesis de lipidos que se acumula tras la
activacién del receptor de insulina (113). De esta manera, en un estado
postprandial, la oxidacion de acidos grasos se reprime, mientras que la sintesis
de FA se estimula, permitiendo el almacenaje y distribucion de los lipidos (114).
Normalmente durante la B-oxidacion se producen electrones (recogidos en forma
de NADH y FADH2) y acetil CoA, los electrones son llevados a la cadena de
transporte de electrones para sintetizar ATP y el acetil CoA al ciclo de krebs o en
caso de sobrecarga lipidica sin fuente de glucosa, sera convertido en cuerpos
cetonicos (115).
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En caso de sobrecarga lipidica, como en el NAFLD, los mecanismos
mitocondriales de proteccién frente a la oxidacion se ven sobrepasados
produciéndose el dafio oxidativo al DNA mitocondrial y minando las funciones
mitocondriales. Esto, establece un ciclo vicioso que exacerba la disfuncién
mitocondrial y el estrés oxidativo (110). La disminucion de las funciones
mitocondriales conlleva a la necesidad de utilizar una ruta de FAO alternativa: la

w oxidacién en el RE (108).

La w oxidacion microsomal esta protagonizada por los citocromos CYP4A,
CYP4A11, CYP2E1 y CYP2A1 (91, 116-120) y a pesar de reducir el nivel de
lipidos hepaticos genera peroxidacion lipidica, cantidades considerables de
ROS, estrés oxidativo y acidos dicarboxilicos toxicos, que pueden potenciar la
inflamacion y la progresién de la enfermedad (91, 108, 110, 121-124). La
activacién de la w oxidacién puede ser secundaria también a la inhibicion de la
B-oxidaciéon debido a la acumulacion de malonil CoA y la inhibicién de la CPT1A
(26, 125, 126).

La oxidacién de acidos grasos esta controlada por la insulina y por el
PPARa, el cual disminuye durante la esteatohepatitis, (42, 108, 110, 111, 121,
122). Curiosamente estos mediadores de sefalizacion también estimulan la
formacion de cuerpos cetonicos a través de la regulacion transcripcional de la
hidroximetil glutaril CoA sintasa mitocondrial (HMGCoA). (127). PPARa también
estimula por un lado las proteinas transportadoras de acidos grasos y las
enzimas relacionadas al metabolismo de la apolipoproteina B (128) y por otro la
capacidad de JNK1 y NF-kB de unirse al DNA llevando al aumento de la
inflamacion hepatica (129). Consecuentemente, la expresién de PPARa puede

estar relacionada tanto con la homeostasis lipidica como con la inflamacién.

A pesar de que la consecuencia esperada de la acumulacion de lipidos
hepaticos seria un aumento en la FAO a modo de respuesta adaptativa para
reducir la sobrecarga lipidica y la lipotoxicidad, los distintos estudios de FAO son
conflictivos, algunos refieren su aumento (130-133), otros disminucion (134) y

otros que no existen cambios (135).
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111.2.4.1.7 Secrecion plasmatica de lipidos hepaticos

La secrecion de TG es otra opcion que tiene el higado para reducir el
contenido lipidico (136). Debido a su naturaleza hidrofébica, los acidos grasos
solo pueden secretarse tras haber sido incorporados como TG a las particulas
hidrosolubles VLDL junto con colesterol, fosfolipidos y apolipoproteinas (137).
Las particulas VLDL se forman en el RE, donde la APOB100 se carga con lipidos
en un proceso catalizado por la enzima MTTP (microsomal triglyceride transfer
protein). Las VLDL nacientes se trasfieren posteriormente al aparato de Golgi, y
durante este proceso se cargaran con mas lipidos hasta que se forma la particula
de VLDL madura (138). De manera que una VLDL contiene una unica molécula
de APOB100 y un contenido variable de TG (138, 139). Como queda implicito,
APOB100 y MTTP son componentes claves en la secrecion de VLDL y en el
mantenimiento de la homeostasis hepatica lipidica. De ello deriva que pacientes
con defectos en los genes de MTTP o en APOB muestren esteatosis hepatica

secundaria a problemas para secretar triglicéridos (140, 141).

Se ha observado que la secrecion de TG a través de las VLDLs aumenta
con el contenido intrahepatico de lipidos, sin embargo alcanza un maximo

cuando el contenido graso del higado supera el 10%, viéndose comprometida la
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capacidad compensatoria de este sistema para prevenir el aumento de la
acumulacién de lipidos en el higado (137). A pesar de la mayor secrecion de
VLDL-TG en pacientes con esteatosis hepatica que en individuos sanos, la
secrecion de APOB100 se mantiene estable, sugiriendo que los pacientes con
NAFLD no secretan mas lipoproteinas, sino las mismas, pero mas grandes y mas
ricas en TG (137). El limite de este sistema aparece cuando las particulas VLDL
son tan grandes que no pueden ser secretadas porque su diametro supera el del
poro del sinusoide endotelial, llevando a la retencion de lipidos y a NAFLD (142).
Otros autores han observado que una exposicion moderada a acidos grasos si
que logra aumentar la secrecién de APOB100, pero sin embargo la exposicion
prolongada lleva a estrés del RE, degradacion posttraduccional de la APOB100
y, consecuentemente, reduccion de la secrecién de APOB100 tanto in vivo como
in vitro, relacionando el estrés del RE con la progresién del NAFLD debida a la
inhibicion de APOB100 (143, 144).

La transcripcion del gen MTTP esta estimulada por PPARa e implica a su
vez un aumento en la secrecién de la APOB100 y una paraddjica disminucion de
la trigliceridemia en ratones (145). Esto podria ser debido a una inhibicion de la
APOC3 mediada por el PPARa, en esta situacién se promueve la eliminacion de
las lipoproteinas asociadas a APOB100 del torrente circulatorio (145). A la vista
de estos resultados, el PPARa no solo ejerce su efecto catabdlico a través de la
FAO, sino también a través del metabolismo de las lipoproteinas. Por otro lado,
tanto la APOB100 como la MTTP estan negativamente reguladas por la insulina
de una forma contradictoria ya que reduce la exportacion de lipidos hepaticos,
induciendo la degradaciéon de APOB100 y suprimiendo la sintesis de MTTP
(138). Por otro lado, también se ha observado regulacion por SREBP1c, quien

inhibe la secrecion de VLDLs mediante inhibicidén de la expresion de MTTP (146).

A pesar de la variacion entre estudios, queda patente que la secrecion
plasmatica de lipidos en NAFLD puede ser bifasica, aumentando inicialmente
hasta alcanzar una meseta o incluso una disminucion. Esta situacion contribuye
a la esteatosis hepatica, lipotoxicidad y dafio hepatico, promocionando la
progresion de la enfermedad vy la fibrosis (23).
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111.2.4.1.8 Los acidos biliares en la esteatosis

Los &cidos biliares, ademas de suponer un ruta de excrecién lipidica
parcial, pueden actuar como ligando de receptores nucleares hormonales,
siendo el FXR la principal diana (147, 148). En el higado, FXR es un regulador
negativo de la sintesis de acidos biliares (BA), interfiriendo con la conversion del
colesterol a acidos biliares iniciada por la CYP7A1 mediante la estimulacion de
una proteina llamada SHP (small heterodimer partner), también facilita la
absorcién de BA en el ileo distal. FXR disminuye la glicolisis a través de la
inhibicion de ChREBP (149) y la lipogénesis a través del eje SHP-SREBP-1c
(150). La activacion de FXR hepatico lleva a la reduccion de FA y TG, aumenta
la B-oxidacién mediante la induccién de PPARa (151), y disminuye la expresion

de la apolipoproteina C3, involucrada en el ensamblaje de las VLDL (152).

111.2.4.1.9 Colesterol no esterificado

En las esteatosis hepatica, el colesterol no esterificado (FC) se acumula
en los hepatocitos y en sus organulos como resultado del aumento de la sintesis
del colesterol y de la hidrolisis de ésteres del colesterol y de la disminucion en la
exportacidon de colesterol y de la sintesis de acidos biliares (153). Respecto al
aumento de la sintesis de colesterol, la hidroxi-metil-glutarii CoA reductasa
(HMGCOoA reductasa) es la enzima clave para la sintesis de colesterol y esta
regulada por la sterol regulatory-element binding protein (SREBP)-2. Se ha
observado que tanto los niveles de SREBP-2 como los del FC y los de la proteina
transportadora de colesterol mitocondrial aumentan en la esteatohepatitis (154).
Ademas, se ha observado que la sobrealimentacion con colesterol libre lleva a
la acumulacion de oxisteroles toxicos que contribuyen a la generacién de ROS,
al estrés mitocondrial y del RE y al dafo hepatico (155, 156). Otros autores
también han observado que la acumulacién de FC lleva a la apoptosis a través
de la ruta JNK1 regulada por TLR4 que activa los mediadores inflamatorios de la
proteina HMGB1 (High mobility group box 1) (157). Sus efectos deletéreos no se
limitan al hepatocito ya que el abundante colesterol libre estimula a las células
de Kupffer y a las células de ito las cuales median la inflamacién y la fibrosis
(158).
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La funcion clave del colesterol en la esteatohepatitis ha llevado al uso de
farmacos que reducen el colesterol para tratar la esteatohepatitis, y con esto se
ha observado que las estatinas son capaces de proteger frente al dafo hepatico
(159) y la fluvastatina atenua la activacion de las células de Ito y protege frente
a la fibrosis hepatica, la inflamacion y el estrés oxidativo (160).

11.2.4.1.10 Ceramidas y sus derivados en la esteatosis hepatica

Las ceramidas son un grupo de lipidos que contienen una base esfingoide,
tipicamente la esfingosina, unida a un acil CoA procedente de un graso saturado
o0 mono insaturado y constituye el nucleo hidrofébico de todos los esfingolipidos,
incluyendo la esfingomielina, los cerebrdsidos y los gangliésidos (161). Las
ceramidas se pueden sintetizar de novo a partir de la serina y el palmitato
mediante la accién secuencial de tres enzimas del RE: Serina palmitoil
transferasa (SPT), ceramida sintetasa (CS), y dihidro-ceramida desaturasa
(DES), o ser generadas desde la hidrdlisis de la esfingomielina de la membrana
plasmatica a ceramida y fosfocolina mediante la enzima esfingomielinasa
(SMAse).

Las ceramidas, aumentadas tanto en el higado como en el plasma de
pacientes con esteatohepatitis (62, 77, 162), se han relacionado recientemente
con la resistencia a la insulina, el estrés oxidativo y la inflamacién (163) (164-
167). En el higado, las ceramidas interaccionan con el TNFa y promocionan el
dafio mitocondrial impidiendo la B-oxidacion y la activacién de los complejos Il y
IV y promoviendo la produccion de ROS y la acumulacion de TG (168, 169).
También llevan a la disrupcién de la homeostasis del calcio en el RE, lo que
induce apoptosis mediada por el estrés del RE, la activacion del inflamosoma y
el bloqueo de la autofagia (170, 171). Varios autores han observado que la
inhibicion de la sintesis de ceramidas reduce el dafo hepatico, la esteatosis y
mejora la sensibilidad a la insulina en ratones alimentados con una dieta alta en
grasas (158, 172, 173).

Se ha observado que los SFA son el sustrato limitante para la sintesis de
las ceramidas en el higado, y al haber grandes cantidades de los mismos en la
esteatosis hepatica se estimula la sintesis de novo de ceramidas. La sobrecarga

en ceramida hepatica puede inducir la hidrélisis de la esfingomielina por la
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SMasa acida (ASMAsa), una isoforma de SMAsa que esta estimulada en NASH
por estimulos proinflamatorios, incluyendo ROS vy ligandos de TNFa (174). La
activacién de la ASMAsa por si misma también promueve el dafio hepatico
mediante la disrupcion del metabolismo de la metionina y la fosfatidil colina (PC),
consecuentemente promoviendo la permeabilizacién de la membrana lisosomal

(165) y activando directamente las células de Ito (175).

Uno de los productos derivados de la accion de las SMAsas sobre las
esfingomielinas es la esfingosina que tras ser fosforilada mediante la esfingosina
quinasa (SphKs) formara esfingosina-1-fosfato (S1P). S1P tiene una funcién
compleja dependiendo del compartimento celular donde se sintetice, la diana
molecular celular y del tipo celular. En humanos, existen dos isoformas para
SphK con diferente localizacion subcelular: SphK1, en la membrana celular, cuyo
producto sera preferiblemente secretado extracelularmente y SphK2 en nucleo,
RE y mitocondria, donde el S1P generado de novo actua directamente en dianas
intracelulares de un modo independiente de receptor. De este modo, en el
nucleo, S1P impide la sintesis de DNA inhibiendo las desacetilasas de histonas
1y 2; en el RE, S1P contribuye a la activacion del factor 2 asociado al receptor
de TNFa, el cual se necesita para la activacion de NF-kb (176), y en la
mitocondria, S1P interacciona con la prohibitina 2 para regular la respiracion y
desencadenar la apoptosis celular dependiente de Bax (177). SphK2 es la forma
predominante en el higado (176, 177). Por otro lado, la expresion hepatica de
SphK1 conlleva a la secrecion de citoquinas proinflamatorias TNFa y IL6 e inhibe
la secrecion de adipoquinas antinflamatorios como adiponectina e IL-10 (178)
siendo efectos opuestos a la activacion de SphK2 (179).

Existe un delicado balance de las cantidades relativas de ceramida,
esfingosina y esfingosina 1-fosfato (S1P), los cuales son metabdlicamente
interconvertibles entre si. Este balance se conoce como reodstato esfingolipidico
y puede llevar la célula en direcciones opuestas en funcion sus cantidades
relativas: por ejemplo, las ceramidas y la esfingosina inducen apoptosis celular,
senescencia e inhibicion del crecimiento. Sin embargo, S1P lleva a la
proliferacion celular (161).

A pesar de que las ceramidas son un conocido mediador de la

lipotoxicidad de los NEFAs, y uno de los responsables de la induccion de la

39



2 o 0’ {‘.{‘g. I:.

apoptosis de los hepatocitos, el rol de las ceramidas en la esteatosis hepatica y
la lipotoxicidad no esta del todo esclarecido y parece ser especifica del tipo
celular (180, 181).
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Figura 6. Metabolismo de las ceramidas en el hepatocito durante la esteatosis hepdtica

111.2.4.1.11 Lisofosfatidil colina

La lisofosfatidil colina (LPC) es un glicerofosfolipido generado a partir de
PC por hidrolisis parcial de un acido graso. Esta reaccion puede ser catalizada
intracelularmente por la fosfolipasa A2 (PLA2) o extracelularmente por la lecitin-
colesterol aciltransferasa plasmatica (67). La LPC procedente de PLA2 es un
mediador importante de la lipotoxicidad de los SFA, ya que induce apoptosis
celular (26, 182).

El contenido de LPC en higado y plasma aumenta en los ratones y en
humanos conforme empeora el NASH (43, 60, 62, 77). Esta parece ser clave en
los efectos de la lipotoxicidad sobre el estrés del RE e induciendo apoptosis a

través de JNK o de la glucoégeno sintasa kinasa 3 (GSK3) y la induccion del factor
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de transcripcion CCAAT/enhancer-binding homologous protein (CHOP).
Ademas de la lipoapoptosis mediada por JNK vy la activacion del estrés del RE,
existen otros mecanismos de lipotoxidad de la LPC: alteracién de la fosforilacion
oxidativa en las mitocondrias hepaticas (183), formacién y liberacion de
vesiculas extracelulares proinflamatorias y profibrogénicas en los hepatocitos
(184, 185) y su conversiéon a acido lisofosfatidico (LPA), un potente fosfolipido
profibrogénico, generado por la accion de la autotaxina (186), cuyos fendmenos
de lipotoxicidad son muy dificiles de distinguir de los provocados por la LPC
(182).

Un mecanismo adicional importante de lipotoxicidad es la deplecion de PC
en la membrana por la accion de la PLA2 (26, 187). La PC es el fosfolipido mas
abundante en los mamiferos, es esencial para la integridad de la membrana
celular, y es un inhibidor por feedback importante de la lipogénesis mediada por
SREBP-1c (188). Los hepatocitos tienen alta necesidad de PC para la
produccion de VLDL y para la secrecidn de bilis, por lo cual son particularmente
sensibles a su carencia. La esteatohepatitis se caracteriza por una deplecién de
PC y una disrupcion de la integridad de la membrana del hepatocito, resultando
en la liberacién extracelular de lipidos toxicos, apoptosis de los hepatocitos,

inflamacion y progresion de la enfermedad hepatica (187, 189).
11.2.4.1.12 Eicosanoides

Los eicosanoides son derivados de los PUFA, principalmente del AA pero
también del EPA y del acido dihomo-y-linolenico (190). Existen multiples
subfamilias de los eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos,
resolvinas, etc...) con actividades heterogéneas e incuso opuestas. Los
eicosanoides actuan como agentes de sefalizacion autocrina, paracrina y
endocrina a través de la unién a los receptores de superficie acoplados a la
proteina G en las células diana. Los eicosanoides son sintetizados a partir de w6
y w3 PUFA de los fosfolipidos de la membrana tras la activacion de la PLA,.

Dentro de los eicosanoides aparece un subgrupo llamado SPMs
(mediadores especializados proresolucién) formado por lipoxinas , maresinas, y
resolvinas que estimulan la autolimitacion y la resoluciéon de la inflamacién

cronica y la fibrosis del tejido mediante la activacion de rutas metabdlicas para
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restaurar la homeostasis celular normal y la arquitectura de los tejidos en los
diferentes érganos incluyendo el higado (89). Algunos de estos SPMs se han
mostrado capaces de disminuir la infiltracion grasa en el higado y la apoptosis
inducida por el estrés del RE del hepatocito (191-194) como por ejemplo la

maresina 1 (195).

Informacién derivada de modelos dietéticos de NASH y del cultivo celular
muestran que el desequilibrio entre los eicosanoides proinflamatorios y los SPMs
en el higado tiene una funcion patoldgica principal en el desarrollo de la
esteatosis hepatica y que la restauracion de ese equilibrio podria ser un
tratamiento eficaz (89, 196, 197).

111.2.4.2 Glucidos e insulina en la esteatosis hepatica

La esteatosis hepatica y el metabolismo glucidico guardan una relacion
muy estrecha. Por un lado, muchos de los sustratos que se requiere para la DNL
provienen del metabolismo de CHO (p. ej. la DNL requiere de poder reductor
(NADPH) que deriva de la ruta de las pentosas fosfato) y por otro lado la mayoria
los factores nucleares que regulan el metabolismo lipidico también son
importantes mediadores en la sefializacidn de la insulina, como los cofactores de
la transcripcion ChREBP y SREBP1c (4, 27).

Desde hace ya un tiempo se conoce que las dietas altas en carbohidratos
inducen resistencia a la insulina, estrés oxidativo, lipogenesis y esteatosis
hepatica (198). Un exceso de glucosa es normalmente almacenado como
glucégeno bajo la influencia de la insulina, pero también puede proporcionar TG:
el glicerol a través de triosa fosfato y los acidos grasos a través del acetil CoA
(via el ciclo de Krebs). También se conoce que las altas concentraciones de
glucosa en cultivo de hepatocitos pueden inducir estrés del RE y apoptosis
debido al desequilibrio metabdlico (199, 200), conociéndose este fenémeno

como glucotoxicidad.
11.2.4.2.1 Glucosa

En un estado postprandial, el hepatocito toma la glucosa de la sangre
mediante el transportador de glucosa tipo 2 (GLUT2), el cual presenta una alta

capacidad como transportador pero con baja afinidad siendo, ademas,
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independiente de la insulina (201). Una vez la glucosa se ha incorporado en el
hepatocito se transforma a G6P mediante la gucoquinasa hepatica (L-CGK),
favoreciendo su acumulo intracelular. Esta enzima, en estado de ayuno esta
inactivada y unida a su proteina regulatoria en el nucleo. La abundancia de la
glucosa postprandial junto con el efecto de la insulina causa la disociacion de
esa union y permite que la L-GCK vaya al citoplasma. A nivel transcripcional la
L-GCK esta regulada por SREBP-1c, HNF4a, HNF6, FOXO1 (Forkhead box
protein O1) y USF1. Mutaciones en el gen de GCK se han asociado con la

resistencia a la insulina y con formas hereditarias de la diabetes (202, 203).

La G6P puede ir a la glucolisis o a la sintesis de glucégeno en funcién del
estado metabdlico del organismo. La glucolisis llevara a la produccion de piruvato
con la ganancia neta de dos ATPs y dos NADH + H por molécula de glucosa. La
glucolisis se regula al nivel de la L-GCK, la cual puede ser inhibida por la fructosa-
1,6-bifosfato y el AMP, y al nivel de la piruvato kinasa (PK), encargada del paso
final de la glucolisis, activada por su sustrato e inhibida por el ATP. La insulina,
la epinefrina y el glucagon también regulan la PK mediante la via del fosfatidil
inositol-3-quinasa (PI3K/Akt) y de ChREBP que inducen la transcripcion de PK
en presencia de glucosa (204). El piruvato se descarboxila mas adelante para
producir acetil CoA y entrar al ciclo de Krebs o ser utilizado para la DNL. La ruta
de las pentosas fosfato es otra posible alternativa para la degradacion de la G6P
en hepatocitos, la cual proporcionara NADPH, el cual es importante como
antioxidante y como cosustrato para la sintesis de acidos grasos y colesterol. En
células de hepatocarcinoma, la actividad glucolitica esta estimulada por un
aumento de la actividad de la hexokinasa 2 y de la expresion de GLUT1, llevando

a un uso patoldgico de la glucosa (efecto Warburg) (205).

La sintesis de glucogeno esta catalizada por la glucogeno sintasa (GS)
tras la conversién de la G6P a UDP-glucosa (206). GS tiene una activacion
alostérica a través de la G6P y esta sujeta a regulaciéon por fosforilacion. La
GSK3 que se encarga de inactivar la GS fosforilandola, esta regulada por la
Akt/PI3K y consecuentemente por la insulina. GSK3 es una kinasa
multifuncional, relacionada en la senescencia celular, con la apoptosis y con el
metabolismo lipidico via la fosforilacion de SREBP-1c (207). Otras proteinas

quinasas que fosforilan a la GS son la AMPK (proteina quinasa activada por

43



2 o 0’ z.za. I:.

AMP) y la PKA (proteina quinasa A). La insulina activa la sintesis de glucogeno

a través de la represion de la PKA.

En un estado de ayuno, el higado proporciona energia al organismo a
través del catabolismo del glucogeno, y en caso de que sea un ayuno
prolongado, a través de la gluconeogénesis (208). La lisis del glucégeno esta
catalizada por la glucégeno fosforilasa (PYGL), la cual escinde la glucosa del
glucogeno en forma de G1P (glucosa 1 fosfato). PYGL se activa alostéricamente
por el AMP y mediante fosforilacion por la PKA.

La gluconeogénesis hepatica empieza en la mitocondria con la induccion
de la piruvato carboxilasa por la abundancia de acetil CoA y ademas esta
regulada alostéricamente y transcripcionalmente a Ila altura de Ia
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), la fructosa-1,6- bifosfatasa y la
glucosa-6-fosfatasa (G6Pase). La insulina reprime la expresion de PEPCK
mediante la fosforilacion de FOXO1 via Akt. Esta ruta esta reprimida por la
activacion de la senalizacion de PPARa mediante induccion de la TRB3

(pseudokinase tribbles-homologue 3) (27).

Otros receptores nucleares (PGC1a y FXR), el glucagon, y los
glucocorticoides también median la expresién de PEPCK y de G6Pase (208,
209). FOXO1, un activador transcripcional de PEPCK y de G6Pase, esta directa
e indirectamente activado por PGC1a, HNF4a, CREBP y PPARa (210).

Se ha observado que la sobreexpresion de PEPCK promueve la IR en
ratones (211) y su ausencia provoca una gluconeogénesis disminuida, ademas
de la cataplerosis, lo que causaba acumulacién de TG hepatica y esteatosis
(212). Siendo ambas situaciones patologicas. También en ratones se ha
observado que la inhibicién de la B-oxidacion a través de la CPT1a restringe la
gluconeogénesis hepatica (213). Por otro lado, en pacientes se ha observado

que la expresion de TRB3 esta asociada con IR (214, 215).

111.2.4.2.2 Fructosa

La fructosa es un azucar de especial importancia en la esteatosis hepatica
ya que se considera lipogénico (216). La fructosa entra en el hepatocito via

GLUTZ2. Donde se metaboliza para la sintesis de glucogeno, de glucosa, de
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lactato, de piruvato o de triglicéridos. Su capacidad de promocionar la lipogénesis
hepatica ha centrado el foco de atenciéon de la ciencia y se sabe que es
secundaria al aumento de acil coA, DAG (diacilglicerol) y TG. En ratas se ha
demostrado que los primeros cambios que realiza la fructosa en el higado es un
aumento de las proteinas lipogénicas FAS, ChREBP, ACC-1y CD36 (217).

La fructosa no solo ofrece efectos nocivos a corto plazo, se ha observado
que la alimentacién crénica con fructosa en ratas llevdo al aumento de la
expresion génica de TNFa mediante el factor de la transcripcion NF-k( (218).
TNFa induce la fosforilacion de IRS1, a través de la inhibicidn de las serin
fosfatasas (p. ej. PP2A) o la activacién de las serin kinasas (p. ej. JNK) lo cual
provoco una disrupcion en la sefalizacion hepatica de la insulina (219). Este
mismo planteamiento experimental también logré un aumento de SOCS-3 (220)
un miembro de la familia de supresores de la sefalizacion de citoquinas (SOCS),
que siendo inicialmente mediador inflamatorio, también es capaz de regular la
sefalizacion de la insulina y la DNL en el higado. SOCS-1 y SOCS-3 pueden
inhibir la sefializacion de la insulina interfiriendo la fosforilacién de IRS1 e inducir
la DNL en el higado a través de la inhibicién de la JAK (janus tyrosine kinase) y
de la STAT 3 (signal transduction and activator of transcription), proteinas que
llevan a la activacion de SREBP-1c (221).

Datos mas recientes incluso asocian la dieta alta en fructosa a la
activacién del estrés del RE a través de las rutas de IRE1/XBP1 y de PERK/Eif2A
(222, 223). Efecto asociado a la activacion de SREBP-1c y a la estimulacion de
las enzimas lipogénicas (224, 225).

111.2.4.2.3 Insulina

Durante la esteatosis hepatica se puede producir una sefalizacion
alterada de la insulina. En el caso del desarrollo de una IR periférica y una
hiperinsulinemia resulta en un aumento del envio de FA al higado y aumento de
la expresion de SREBP1c y de ChREBP hepaticos. La hiperinsulinemia también
provoca una disminucion en la secrecion de adipoquinas por la grasa ectopica.
Esta modula el metabolismo lipidico, reduce los niveles de TNFa circulantes
(226, 227) y disminuye la inflamacion via AMPK y PPARa (228). La adiponectina

también sensibiliza a la insulina como resultado de la mejora mediada por MAPK

45



2 o 0’ z.za. I:.

en la oxidacion de FA y promueve una disminucion de la gluconeogénesis
hepatica (229). Respecto al desarrollo de resistencia hepatica a la insulina, esta

mediada por citoquinas (TNF e II-6) y por la JNK e implica estrés del RE.

Datos recientes sugieren que el metabolismo lipidico, de manera
independiente al metabolismo glucidico, puede inducir IR. La DAG es un
intermediario en la conversion del oleato a TG. La acumulacién de DAG en las
gotas lipidicas del citosol esta asociada con un aumento de la translocacion de
la isoforma del PKC en el higado a la membrana plasmatica donde se une e
inhibe el dominio kinasa intracelular del receptor de insulina (230, 231). También
las ceramidas parecen ser capaces de inducir la resistencia a la insulina en
NAFLD (54).

111.2.4.3 Estrés del reticulo endoplasmico (RE)

El estrés del RE en respuesta al NAFLD ha creado mucho interés ya que
se ha observado varios grados de activacion del UPR (unfolded protein
response) en pacientes con NAFLD (232). De hecho, casi para todos de los
componentes de la esteatosis hepatica analizados hasta el momento se observa

una asociacion con el estrés del RE.

El RE es una red de membranas intracelulares donde la mayoria de
proteinas tanto secretadas como de membrana adoptan su conformacion.
Mientras que las mitocondrias son los principales organulos de la combustion de
energia, el RE es el principal encargado de plegar proteinas y de su trafico. La
apariciéon de proteinas mal plegadas y su acumulo pueden deberse a una gran
variedad de respuestas celulares. EI RE es muy sensible tanto a la inflamacion,
como a la resistencia a la insulina y al metabolismo de glucidos vy lipidos. De
hecho, el exceso de NEFA conlleva al desarrollo del mal plegamiento y
conformacién inadecuada de las proteinas. Estas forman agregados y en un
mecanismo adaptativo se activa la denominada UPR (233), esta respuesta

puede llevar a la autofagia (234).
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El UPR es una respuesta orquestada para restablecer la homeostasis
normal mediante el arresto del ciclo celular, la atenuacion de la sintesis proteica
temporal, disminuyendo la induccion de las chaperonas localizadas en el RE, y
la degradacién de proteinas asociadas al RE. Si esta respuesta no logra
restablecer la homeostasis, las proteinas sensoras de estrés, incluyendo el factor
de transcripcién 6 (ATF6), la IRE-1 (inositol-requiring enzyme-1) y la PERK
(protein kinase R-like RE kinase) pueden desencadenar la apoptosis (232, 235).
Por un lado, ATF6 activa la apoptosis a través de la sobreexpresion de XBP1 'y
CHOP (236, 237). El factor de transcripcion CHOP muestra bajos niveles en
ausencia de estrés y juega un rol critico en la muerte del hepatocito debida al
estrés del RE mediado por NEFA (238, 239). Por otro, IRE-1 tiene actividad
endoribonucleasa y libera un fragmento de 26 nt del mRNA de XBP1, de manera
que al traducirlo, se convierte en el factor de transcripcion activo XBP1s (235).
Este interacciona con varias cascadas de inflamaciéon mediante la activacion de
JNK vy la inhibicion de la sefializacién del NF- kB y la produccién de ROS (240).
Finalmente, PERK activa la sefalizacion de NF-kB y ATF4. NF-kp regulara la
sefalizacion inflamatoria (IL-6 y el TNFa.) y ATF4 el metabolismo de la glucosa
(241, 242). PERK ademas lleva a apoptosis a través de la activacién de CHOP.
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El estrés del RE parece ser capaz de regular a otros organulos, como las
gotas lipidicas y las mitocondrias. Respecto a las gotas lipidicas, el estrés del RE
activa la SREBP-1c afectando al metabolismo lipidico y al numero, la
composicion y la calidad de las gotas lipidicas [76, 78]. Respecto a las
mitocondrias, la exposicion a acido palmitico y estearico en hepatocitos en cultivo
aumenta de la expresion de los genes de respuesta al estrés del RE: CHOP,
GADD34 y GR78 y produce apoptosis dependiente de la mitocondria (180, 243).
Mientras que la salida de calcio del RE que se produce tras el estrés del RE
inducido por exposicion al acido palmitico se ha visto implicada en la disfuncién
mitocondrial y el estrés oxidativo (244). El mecanismo que los conecta no esta
del todo claro. Una posibilidad es que un almacenaje de acidos grasos aberrante
podria activar la UPR al alterar la homeostasis lipidica, causando dafos en el
plegamiento de las proteinas del RE o en el almacenamiento de calcio en el RE
[139, 140]. Alternativamente el secuestro alterado de acidos grasos podria
resultar en una composicion lipidica del RE aberrante que directamente activa la
UPR, independientemente del plegamiento de las proteinas. De hecho, recientes
hallazgos indican que UPR puede ser directamente activado cuando se altera la
composicion lipidica del RE [141, 143].

Parece ser que una vez que el higado ha cruzado el umbral de
acumulacion de esteatosis simple a esteatohepatitis, los genes relacionados con
la apoptosis se estimulan, mientras que los del estrés del RE/genes UPR se
inhiben, alterando también el metabolismo de otros organulos y llevando al estrés

oxidativo, la disfuncion mitocondrial, la inflamacién y la apoptosis (245).
11l.2.4.4 Macroautofagia

Otro de los procesos relacionados con la homeostasis lipidica del higado
es la macroautofagia. Esta ruta lisosomal, durante el ayuno lleva a la fusioén de
lisosomas y gotas lipidicas para formar autofagosomas, los cuales al degradarse
liberan los acidos grasos que seran catabolizados mediante la B-oxidacion (27).
Este proceso se encuentra inhibido por la diana de los mamiferos de la
rapamicina (mTOR), inactiva durante el ayuno. En un estado insulinoresistente,
mTOR y la calpaina se encuentran sobreactivadas. Este segundo es un represor

de ATGs (Activador transcripcional de genes relacionados con la autofagia)
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(246). A este respecto se ha observado en ratones que una macroautofagia
defectuosa conlleva a un aumento de gotas lipidicas en el higado y por otro lado
otros autores encontraron en modelos para obesidad genética y nutricional, una
disminucion de la expresion de los ATGs (234, 247). Ademas se ha visto en
pacientes obesos que la induccion de la ruta del mTOR, activa el SREBP-1c,
promueve el estrés del RE e inhibe la autofagia (248, 249).

111.2.4.5 Sistema inmune

Uno de los distintivos de los desordenes relacionados con la
sobrealimentacién es un estado de inflamacion hepatica cronica de bajo grado
que lleva a un proceso de remision, el cual incluye fibrogénesis y produccion
persistente de matriz extracelular para reemplazar el tejido dafado, resultando

en la cicatrizacion del tejido, fibrosis y finalmente cirrosis.

En este microambiente metabdlico de la esteatosis hepatica, ademas de
los efectos téxicos de glucidos y lipidos existe otro protagonista mas, las
endotoxinas (LPS). Las LPS son uno de los componentes clave de la pared
externa de las bacterias gram negativas y son capaces de estimular el sistema
inmune innato durante la esteatosis hepatica. Se ha observado que tanto su
inyeccion subcutdanea como su administracién a bajas dosis en ratones provoca
esteatohepatitis. Ademas también se ha descrito en ratones genéticamente
obesos, que la esterilizacion de su microbiota intestinal gram negativa previene
del desarrollo de NASH e IR (250).

El mecanismo por el que las LPS contribuyen a la patogénesis de NASH
es dependiente de TLR4 y puede incluir la intervencion de las proteinas
chaperonas, factores de transcripcion y ROS (251). Ademas del TLR4, el TLR9
y el TLR2 también estan bajo estudio por su posible implicacién en la evolucién
de la esteatosis hepatica. De momento se cree que el TLR9 a través de la
activaciéon de MyD88 puede mediar la produccion de IL-1B3 en las células de
Kupffer llevando a la progresién del NASH mediante la estimulacion de HSCs y
hepatocitos (4, 252).
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111.2.4.6 Muerte celular

Diversos mecanismos de muerte celular en los hepatocitos durante la

esteatosis hepatica se han observado: Apoptosis, necroptosis y piroptosis.

El principal mecanismo descrito es la apoptosis. La cual puede ocurrir via
intrinseca, activada por un estrés intracelular, tal como el estrés oxidativo o la
disfuncion de organulos (estrés del RE, permeabilizacion lisosomal y disfuncion
mitocondrial) (72, 253) o puede ocurrir via extrinseca, iniciada por la unién de los
ligandos de muerte, como Fas o TRAIL a sus respectivos receptores. Tanto la
intrinseca como la extrinseca convergen en un efector de caspasas para mediar

la apoptosis (153).

La necroptosis comparte receptores de induccion con la apoptosis pero
resulta en un hinchazon celular y de organulos independiente de las caspasas;
pudiendo llevar a la muerte celular cuando la apoptosis esta inhibida. Un estudio
reciente muestra que los higados con NASH expresan altos niveles de RIP-3
(receptor —interacting protein), el cual conjuntamente a RIP-1 forma un complejo
conocido como necrosoma relacionado con la sefializacién de la necroptosis
(254).

Finalmente, también parece que la piroptosis contribuye en el desarrollo
de NASH en modelos murinos. La piroptosis implica la activacion de la caspasa
1 del hepatocito y de las células Kupffer siendo mediada por el inflamosoma
NLRP3 (nucleotide oligomerization domain (NOD)-like receptor family, pyrin
domain-containing 3). Ratones carentes de este inflamosoma desarrollan menor
severidad en la lesion hepatica tras un NASH inducido por la dieta (255) mientras
que ratones con un inflamosoma NLRP3 activado constitutivamente mostraron

muerte celular por piroptosis en sus hepatocitos (256).
11.2.4.7 Receptores nucleares

Los receptores nucleares son factores de transcripcidén capaces de
detectar cambios en el medio o sefales hormonales y regulan la transcripcion de
genes para adaptarse a dichos cambios, orquestando de esta manera las
funciones vitales de las células y del organismo. En humanos hay 48 receptores
nucleares categorizados en 7 subfamilias NRO-NR6 (257). En general los
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receptores nucleares dependen del ligando que regula la maquinaria celular a
través de la transcripcion. Ciertos miembros especificos de la subfamilia NR1
(LXR, PPAR, FXR, CAR y PXR) se han mostrado especialmente importantes en

el desarrollo de la esteatosis hepatica (257-260).

111.2.4.7.1 LXRs

LXR regula el metabolismo de triglicéridos y de colesterol tanto en ratones
como en humanos, y el metabolismo de acidos biliares en ratones. Esto se debe
a que el promotor de Cyp7at en raton tiene un elemento de respuesta a LXR

carente en humanos (261).

Existen dos isoformas de LXR, LXRa(NR1H3)) y LXRB (NR1H2), siendo
ambas muy similares, se diferencian en su distribucion tisular. En el higado se

expresa principalmente la LXRa (59).

Tanto el colesterol dietético como la biosintesis del mismo contribuyen al
nivel total de colesterol en el suero. La activacion de LXR surge como un efecto
a largo plazo de la alimentacion. La senalizacion hepatica de LXR conlleva a la
activacién de la sintesis de TG y su transporte a tejidos periféricos, mientras que
simultaneamente activa el transporte reverso de colesterol para proteger a los
tejidos extra hepaticos frente a la toxicidad del exceso de colesterol dietético
(262).

En humanos se ha demostrado que la expresion de LXR aumenta con la
severidad de NAFLD (263). LXR tiene un efecto dual en la NAFLD. Mientras que
su activacién promociona el desarrollo de la obesidad y de la esteatosis, también

suprime la inflamacién y mejorar la hipercolesterolemia (264).

A pesar de que LXR aumenta su expresion con la esteatosis, la expresion
de algunos de sus genes diana solo aumenta discretamente, denotando la
importancia de la presencia de sus ligandos naturales en cantidades suficientes
para activar el receptor. Los ligandos endogenos para LXR son los oxisteroles,
que suelen generarse enzimaticamente (265). LXR regula los genes de las
siguientes proteinas a través de SREBP1c: la ATP-citrato liasa, la acetil CoA
sintasa, la FAS, la ACC y la SCD-1 (266).
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El efecto sobre el metabolismo reverso del colesterol la ejecuta a traves
del estimulo de los transportadores ABC (ATP binding cassette), ABCA1 (267) y
ABCG1 (268), lo cual causas movilizacién del colesterol desde la membrana
plasmatica de las células que no sean hepatocitos, e induce la formacién de
APOA, APOE y HDL. Esta reduccion en colesterol en la membrana reduce la
formacion de células espumosas en los macrofagos. Por ello, el desarrollo de
agonistas de LXR dirigidos a macréfagos podrian suponer una potencial terapia

frente a la aterosclerosis.

Recientemente se ha descubierto que LXR también es capaz de regular
el metabolismo glucidico. Tras la ingesta de alimentos, LXR conduce a una
disminucion de la gluconeogénesis hepatica (inhibiendo PEPCK), aumenta la
secrecion pancreatica de insulina estimulada por la glucosa y aumenta los

transportadores de glucosa del adipocito (269).
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11.2.4.7.2 PPARs

Los PPARs son una superfamilia de receptores nucleares que se
clasifican en tres isotipos PPARa, PPARB/d y PPARYy. Los PPAR regulan la
transcripcion de genes relacionados con el metabolismo, la inflamacién y la
fibrogénesis (63). En general, la activacion PPAR se considera benéfica para la
esteatosis hepatica, ya que promueve la B oxidacién en el higado y la eliminacion
de colesterol durante la movilizacibn de lipidos. Esta activacion esta

estrechamente relacionada con el eje intestino:higado:tejido adiposo (257).

Durante una alimentacion alta en grasas, se observa una disminucion en
PPARa que lleva a esteatosis tan como se ha visto tanto en el hombre como en
modelos murinos de esteatosis. Esta disminucidén viene acompafada por un

aumento de PPAR®S y puede corregirse mediante dieta y ejercicio (270-272).

PPARa estimula varios genes relacionados con el metabolismo oxidativo
de lipidos, como CPT1A, PDK4, CYP4, y ACOX1. Esas acciones permiten a
PPARa funcionar como un regulador hepatico principal de la toma de acidos
grasos, la B oxidacion mitocondrial y peroxisomal, la cetogénesis, el reciclado de
TG y sintesis de acidos biliares. PPARa coordina estos procesos con los tejidos
periféricos via FGF21 (273). Estudios de esteatosis dietética con modelos
animales han mostrado que la activacion de PPARa mediante agentes

terapéuticos mejora la esteatosis (274, 275).

PPAR[/d se expresan, entre otros tejidos en higado, y parecen disminuir
la apoptosis al tiempo que disminuye la adiposidad. Tanto en primates como en
ratones obesos se ha observado que la administracion de un agonista de
PPARPB/® lleva a la normalizacién de los niveles de insulina y triglicéridos en
sangre, aumento del cHDL y disminucion del cLDL(276, 277). De esta manera,
PPARa y PPARB/® comparten efectos metabdlicos, ambos estimulan todos los

tipos de FAO y la cetogénesis a fin de disminuir la esteatosis hepatica (278, 279).

PPARYy, en el higado, se expresa predominantemente en las células de
Kupffer y en las de Ito. La activacion del PPARy conlleva la disminucion del
aporte al higado de SFAs lipotéxicos, gracias a esto logra polarizar las células
de Kupffer de una forma proinflamatoria M1 a un fenotipo M2 menos activo (270),

ademas revierte la transdiferenciacion de las células de lto a miofibroblastos
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(280). Varios estudios en raton apoyan la posibilidad que tanto PPARB/® vy

PPARYy atenuen la severidad de la esteatosis en ratones (281-284).

PPARYy tiene tres isoformas, y para todas ellas su funcion esta regulada
secundariamente mediante cofactores de transcripcion especificos de tejido y de
célula, como el PGC1a (peroxisoma proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-alpha), las STATs (signal transducers and activators of
transcription) y el C/EBP (CCAAT-enhancer binding proteins) (285).

Finalmente, los PPAR suprimen la inflamacién crénica debida a la
obesidad a través de la actuacion sobre NF-kB y el activador de proteinas 1(AP1)
y coordinan el metabolismo via transcripcion de la adiponectina (mediante
PPARYy) y la hepatoquina FGF21 (mediante PPARa y FXR) (286).

Hasta la fecha el uso de agonistas PPAR en humanos se han mostrado
poco eficaces contra NAFLD (270, 287).
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Figura 9. Receptores nucleares PPAR durante la esteatosis hepatlca

111.2.4.7.3 Pregnano X receptor (PXR/SXR)

La expresion de PXR se ha observado tanto en hepatocitos como en las
células Kupffer y en las de Ito (288, 289). Varios de los polimorfismos de su gen

se han visto asociados a la esteatosis hepatica (290).

54



2 o 0’ z.za. I:.

PXR ejerce su accidn en un estado postprandial afecta a la expresion de
transportadores de lipidos y xenobiéticos para mantener las barreras selectivas
y simultaneamente coordinar tanto el metabolismo de moléculas toxicas como
nutritivas (291-294). PXR regula (a parte de sus genes clasicos) SCD1, CD36
(295, 296) y SLC13A5 (mono- and di- carboxylate transporter solute carrier family
13 member 5), el cual, a su vez, el flujo de citrato (importante precursor de FA),
isoprenoides y colesterol (297). PXR también regula SREBP1c y PPARaq,

proporcionando una influencia directa e indirecta sobre las dianas PPAR (295).

Modelos in vitro (HepG2) han mostrado que tanto la sobreactivacion de
PXR como su silenciamiento pueden llevar a la esteatosis hepatica (298). Los
resultados en animales no aportan mayor certeza al respecto, el raton KO ha
mostrado tanto proteccion frente a la esteatosis (299) como ausencia de efecto
(300), sin embargo ninguno de ellos muestra aumento de la inflamacién hepatica
por la dieta alta en grasa (299, 300). Por otro lado, el ratén con el PXR
humanizado alimentado con HFD presenta obesidad e intolerancia a la glucosa
(300, 301). De manera global se considera que PXR es un antiinflamatorio y
puede reducir la fibrogénesis hepatica estando su activacion asociada con un
aumento de los acidos grasos hepaticos, tanto de su toma como de la DNL y una
disminucion de la [B-oxidacion (292, 297, 300), obesidad, IR e
hipercolesterolemia (286).

Modificaciones postranscripcionales de PXR, como la sumoilacién y la
ubiquitinacidn, pueden estar relacionadas con la represion de los PXR de la [3-
oxidacion, inhibicion de la gluconeogénesis y reduccion de la inflamacion (286).

11l.2.4.7.4 Constitutive androstane receptor (CAR)

CAR es unico entre los receptores nucleares recogidos en esta tesis
porque a pesar de tener ligandos bien caracterizados (bilirrubina, acidos biliares

y androstano) es capaz de ser activo en ausencia de union a ligando.

La actividad de CAR sigue el ritmo circadiano, teniendo un patrén de
actividad diurno, asi mismo también se estimula tras la ingesta. Parece ser que
la actividad de CAR se regula mediante fosforilacion/defosforilacién, en parte por
PKC, ERKy PP2A (302, 303).
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CAR participa tanto en el metabolismo energético y como de xenobioticos
(304) y es un punto intermediario entre ambos. Ademas, se estén identificando
nuevas funciones en el metabolismo de glucidos y lipidos e incluso en la
esteatosis hepatica (305). En este ultimo caso, CAR parece tener funcién
protectora frente al estrés metabdlico, disminuyendo la esteatosis hepatica y la
inflamacion, la obesidad, la hipercolesterolemia y mejora la diabetes a través de
la disminucion de la gluconeogénesis y mejora de la sensibilidad a la insulina
(306, 307).

La prevencion de la gluconeogénesis, asi como su impacto en la
sefnalizacion del receptor de insulina, parece ser debida a una union de CAR con
FOXO1 resultando en la inhibicidon de este ultimo, lo cual previene la expresion
de la PEPCK1 y de la glucosa-6-fosfatasa (308).

En ratones se ha observado que la activacion de CAR disminuye los TG
y el colesterol plasmatico (309) y mejora la esteatosis hepatica mediante la
disminucién de la lipogénesis y la induccion de la B-oxidacion (306). Otro de los
efectos observados de CAR es la estimulacion de INSIG1 (insulin-induced gene

1 protein), proteina antilipogénica (310).
11.2.4.7.5 Farnesoid X receptor (FXR)

FXR, conocido como regulador master de la sintesis de acidos biliares, ha
expandido su rol incluyendo la regulacidon del eje intestino:higado en estado

postprandial (257).

El rol de FXR en el metabolismo lipidico se conoce como hipoétesis del
“vector de la energia” (257). La activacién de FXR crea un vector de la energia
mediante induccion de la absorcion de nutrientes en el intestino y la activacion
postprandial hepatica del metabolismo energético. La activacién de FXR mejora
la esteatosis hepatica, la inflamacién y la fibrogénesis en NAFLD involucrando
varios mecanismos como la integridad de la barrera intestinal, el metabolismo

lipidico y glucidico hepatico y la regulacidn del colesterol y de los acidos biliares.

Al ser los acidos biliares el principal ligando endégeno de FXR, este sirve
como un sensor para regular su metabolismo al nivel del eje enterohepatico. En

el intestino FXR se activa postprandialmente al detectar los acidos biliares en el
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tubo digestivo para facilitar la absorcion de lipidos (311). La activacion intestinal
de FXR induce la expresion de FGF19 (FGF15 en ratones), el cual se transporta
via portal al higado donde se une al FGFR4 y B-klotho y suprime la sintesis de
acidos biliares inhibiendo la enzima limitante de la esta ruta: CYP7A1 (312-314).
En NAFLD la respuesta hepatica a FGF19 esta alterada contribuyendo al
deterioro del metabolismo lipidico. En el higado, la activacién de FXR también
afecta la homeostasis de los acidos biliares, inhibiendo de nuevo CYP7A1 (311).
Ademas regula la expresion de la hepatoquina FGF21, |la cual al ser secretada
induce en el tejido adiposo la captacion de glucosa y en el higado disminuye la
sintesis de lipidos y aumenta la B-oxidacion (315). Un estudio reciente también
demuestra que FGF21 ejerce sus efectos beneficiosos en el higado a través de

la estimulacion de la adiponectina (316).

Ademas del rol central en el metabolismo de acidos biliares, la activacion
de FXR regula la expresion de varias rutas cruciales en el desarrollo de la
esteatosis hepatica. Muestra de ello es que su ausencia resulta en esteatosis
hepatica, hiperglucemia, hiperlipidemia y desregulacion de acidos biliares (151,
317-319). Dentro del metabolismo de los acidos grasos hepatico FXR conduce
a una disminucion de su sintesis, al aumento de la B oxidacién, y a la disminucion
de la internalizacion. Parte de estos efectos los haria mediante inhibicion de
SREBP-1cy la disminucion de CD36 (151, 320). En el metabolismo del colesterol
parece aumentar la hipercolesterolemia, aumentando las LDLs y disminuyendo
las HDLs (54). A pesar de que la activacion de FXR inhiba la absorcion de
colesterol en el tubo digestivo y su conversion a acidos biliares, también inhibe
la sintesis y la excrecion de colesterol. En contraste los antagonistas de LXR

tiene un efecto benéfico contra la hipercolesterolemia (321-323).

Respecto al metabolismo glucidico, existen resultados discrepantes. Por
un lado se ha observado que la activacién de FXR mejora la sensibilidad a la
insulina en humanos (324). Y por otro que la activacién de FXR exacerba la
ganancia de peso y la intolerancia a la glucosa (325, 326). Esta discrepancia de
resultados podria ser explicada por las diferencias entre la activacién de FXR en
estados de ayunos o alimentacion. Tampoco hay consenso en sus efectos dentro

del hepatocito, mientras unos han observado en hepatocitos primarios de rata y

57



2 o 07 Z.{‘a. l:.

raton que FXR aumenta la expresion de PEPCK y la produccion de glucosa

(214), otros estudios han observado lo contrario en HepG2 (327).

Todos estos receptores nucleares presentan intercomunicaciones
cruzadas entre sus sefalizaciones para controlar el metabolismo postprandial y
el metabolismo en ayunas, reconociendo que las funciones del receptor y la
intercomunicacién cruzada puede variar con el estado nutricional. Ejemplo de
ello es que CAR activa directamente los genes diana clasicos de PPARa (328) o
que los genes diana de LXR estan reprimidos por CAR, y los genes diana de
CAR estan reprimidos por LXR (329).

Mientras que la esteatosis parece aumentar por la activaciéon de LXR y
PXR, y disminuir por la accion de PPAR, FXR y CAR, la inflamacion hepatica
disminuye por efecto de cualquier de esos receptores nucleares. Pudiendo ser
un mecanismo protector para atenuar la activacion de TLR4 mediante los acidos

grasos derivados de la dieta o del tejido adiposo imitando los LPS (286).

Estos receptores nucleares, a pesar de ser importantes en el desarrollo
de la esteatosis hepatica, no son los unicos protagonistas en su patogénesis.
Recientemente se han propuesto otros receptores nucleares que también
podrian jugar un rol, como Rev-Erbs (NR1D1-D2) y los receptores relacionados
con el receptor del 4cido retinoico (ROR, NR1F1-3) (330).
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Figura 10. Receptor nuclear FXR durante la esteatosis hepdtica
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1ll.2.5 Metabolismo de la gota lipidica en el higado

Las gotas lipidicas (LD) se han considerado durante afios como depositos
de grasa inertes. Sin embargo, durante los ultimos afios se han destacado
multiples funciones, desde el clasico almacenamiento de la energia y proteccion
frente a la lipotoxicidad, a la regulacidn del estrés oxidativo y del correcto
funcionamiento del RE y de las mitocondrias, también parecen asociadas a
mecanismos de inflamacion, autofagia y muerte celular (331). Las LDs presentan
una estructura unica entre las organulos ya que contienen un nucleo central de
lipidos neutros y una monocapa fosfolipidica con varias proteinas periféricas e
integradas asociadas (332, 333). La composicidn proteina y sus funciones varian
en funcion de tejidos (332, 334). Las gotas lipidicas son unas organulos
altamente dinamicos que se adaptan a las necesidades de las células y del
organismo, alternando periodos de crecimiento y de consumo. Esta adaptacién
la realiza a través de las hidrolisis enzimatica mediante lipasas (lipolisis) o a
través de una forma selectiva de autofagia llamada lipofagia para aportar tanto

energia como fosfolipidos para la sintesis de membranas (335, 336).

11.2.5.1 Biogénesis de la gota lipidica

El primer paso del ensamblaje de la LD sucede en el RE. Esta se inicia
con la sintesis de lipidos neutros, principalmente triglicéridos y ésteres de
esteroles. Diferentes enzimas estan involucradas en cada caso, todas
localizadas principalmente en el RE. Los esteres de esteroles se forman a través
de la acil CoA: colesterol O-aciltransferasa (ACAT1 y ACAT2), mientras que los
triglicéridos son el producto de la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT1y DGAT?2).
En concentraciones bajas, los lipidos neutros se disponen entre las dos capas
de la membrana del RE. Cuando su concentracion aumenta, los lipidos neutros
se unen por coalescencia formando lentes grasas en la membrana del RE.
Ninguna proteina provoca este acumulo que es debido unicamente a la
necesidad de los lipidos neutros de reducir su interaccion con otros componentes
de la membrana como fosfolipidos o proteinas mas polares (337). Si la formacion
al azar de lentes a partir de lipidos neutros a lo largo del RE o si hay sitios
preferentes para la formacion de lentes de grasa esta aun por determinar (338).
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11.2.5.2 Gemacién de gotas lipidicas

La expansion de las lentes de lipidos neutros conduce a brotes de gotas
lipidicas en la membrana del RE. El brote de gotas lipidicas en el RE sigue un
proceso diferente al de vesiculas secretorias desde el RE (339). En el caso de
las gotas lipidicas hay dos factores claves relacionados entre si, la tensién de la
superficie de membrana y el coste energético de exponer lipidos neutros al
ambiente acuoso celular (337, 340). La tension de superficie de la membrana
dependera de la composicién fosfolipidica (341, 342), las moléculas con forma
cbnica, como el diacilglicerol o la fofatidiletanolamina desfavorecen la formacion
de brotes, mientras que las moléculas con la forma geométrica opuesta como los
lisofosfolipidos promueven la formacién de brotes (340, 343). Asi pues, la
adquisicion de la forma redondeada de las gotas lipidicas dependera de los

fosfolipidos de la membrana.

Durante los periodos de produccién intensa de gotas lipidicas es posible
que las fosfolipido translocasas, las cuales mantiene un balance fosfolipidico
entre las dos capas de la membrana del RE, estén saturadas y requieran la
colaboracion de los lipidos neutros. Los lipidos neutros, como el monoacilglicerol
y el diacilglicerol, son capaces de cambiar rapidamente de un lado de la
membrana a otro en funcidn de la necesidad de la membrana, pudiendo
convertirse en fosfolipidos para rellenar la monocapa citosolica del RE, la cual

es la mayor fuente de fosfolipidos durante la formacion de gotas lipidicas (338).

Ademas de las fosfolipido translocasas, las perilipinas también pueden
estar facilitando la biogénesis de gotas lipidicas. Al acceder desde el lado
citosélico, las perilipinas pueden facilitar el brote de LD cambiando el equilibrio
de la tension entre las dos monocapas de la membrana (344). La familia de
proteinas transmembrana FIT (Fat storage-inducing transmembrane) (FIT1 y
FIT2) y la seipina, una proteina de membrana del RE altamente conservada,
también participan en este proceso. Esta ultima se encuentra enriquecida en las
zonas de contacto entre LD y RE estabilizando los puentes de membrana que

proporcionan continuidad entre los dos organulos (345-349).
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11.2.5.3 Crecimiento y maduracion de la gota lipidica

Después de brotar, las LD se expanden a través de la fusion de las gotas
lipidicas con puentes de membrana con el RE que permiten la transferencia de
triacilglicéridos a las LD. Otra opcién para el crecimiento de las LDs seria la
sintesis de triacilglicerol directamente en la superficie de la LD, la cual se debe
a la relocalizacion de varias enzimas desde el RE a la superficie de la LD (350).
Los fosfolipidos, sin embargo, proceden unicamente de la cara citoplasmatica de
la membrana del RE.

Cuando ya hay un numero elevado de brotes de LD cercanos entre ellos,
solo algunas de ellas se despegan del RE. Como se produce esta fisién todavia
no esta resuelto. Lo que si que se conoce es que es un proceso reversible
mediante la actuacion del complejo coaptémero COPI (350-352). Este complejo
es reclutado en la superficie de las LD mediante la GTPasa pequefia ARF1 que
promociona la divisién de las LD grandes en LD de aproximadamente 60 nm de
diametro. Este alto ratio superficie-volumen de esas nanoparticulas depleciona
los fosfolipidos de la gota original. Resultando en una cobertura pobre y en un
aumento de la tension de superficie, lo que facilita la fusion de gotas lipidicas con
la membrana de RE. Después de la fusidn, proteinas integrantes de la membrana
como DGAT2 y GPAT4 son capaces de difundir desde el RE a las gotas lipidicas,
indicando que esos puentes de membrana entre los dos organulos se han

restablecido.

— TG — : L ", + \ Fosfolipido /

ool aBBEB bo (] TG I \ \ Traslocasa i
(DGAT1/2 ) Yy LU / \ \ INel _2s.

\+ | Y
" \" DAG |——
S, E

9 : L L SEIPIN
Crecnmuento maduracion ’f/%b % 4.
Sintesis de TG ! ‘

G3F

Acyl x\t GPAT i
Fusion de gotas
LPA
Acyl-Ce A\{ AGPAT
PA -
E PAP
DAG
Acyl-C -A\{ DGAT
B S

Figura 11.Biogénesis de las gotas lipidicas
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11.2.5.4 Proteinas de las gotas lipidicas

El proteoma de las LD esta dominado por enzimas relacionadas con el
metabolismo lipidico e incluye ademas otras proteinas con funciones como la
sefalizacion de membrana y la degradacion de proteinas. En contraste con las
proteinas localizadas en otros organulos celulares, las proteinas de la LD

carecen de senalizacion especifica en su secuencia.

Las proteinas de la LD se clasifican en dos clases. Las que estan
establemente asociadas con membranas y que se reparten entre las LD y el RE
que forman la clase I. Y aquellas proteinas reclutadas desde el citosol a la

superficie de la LD que constituirian la clase 1l (338).
111.2.5.4.1 Proteinas de clase |

Proteinas con diversas funciones pueden encontrarse entre las de clase
1, desde enzimas relacionadas con biosintesis de lipidos como ACSL3 (long-
chain-fatty-acid-CoA ligase 3), GPAT4 y DGAT1/2 a proteinas relacionadas con
la protedlisis dependiente de ubiquinina como AUP1 (Ancient ubiquitous protein
1) y UBXD8 (UBX domain-containing protein 8). Las proteinas de clase 1 suelen
asociarse con las membranas a través de horquillas hidrofébicas, las cuales se
insertan entre las bicapa fosfolipidica quedando tanto su extremo amino como
carboxilo terminal cara al citosol (353). La insercion de proteinas de clase 1
ocurre en el RE, desde aqui difunden a través de puentes de membrana a la
superficie de la gota lipidica (350). Un ejemplo bien detallado es la insercién de
UBDXDS8 (354). Esta es capturada en el citosol por el factor de biogénesis
peroxisomal 19 (PEX19). Después UBDX8 se transporta a los dominios del RE
especificamente ricos en PEX3 para la insercion a través de membrana. Este
caso ilustra como los mecanismos de retencion del RE ofrecen un importante
método de regulacion en el direccionamiento de las proteinas de clase 1 a la
superficie de la LD.

Un mecanismo alternativo para enriquecer proteinas de clase 1 en la
superficie de la LD, seria la degradacion selectiva del pool del RE, esto
involucraria componentes clave como la ERAD (RE-asociated protein

degradation) (355, 356). Es posible que las proteinas de clase 1 encuentren en
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la monocapa de la LD un ambiente mas estable que evita su degradacion
mientras que si estan en la bicapa del RE, presenten una conformacion inestable,
lo que les lleva al reconocimiento por ERAD. Una vez seleccionadas por el
ERAD, estas proteinas serian ubiquitinadas, extraidas de la membrana y
llevadas al proteasoma del citosol para su degradacion.

111.2.5.4.2 Proteinas de clase Il

Varios modelos de asociacion a la LD se han descrito para estas
proteinas, como la unién a otra proteina de la gota lipidica o la interaccién con la
monocapa lipidica a través de un lipido de anclaje. Siendo la unién a través de

a-hélices anfipaticas la mas comun (357-359).

Parece ser que la monocapa fosfolipidica de las LD es dada a mostrar
defectos de empaquetamiento, especialmente bajo altas tensiones de superficie.
Gracias a estos defectos, pueden ser facilmente modificadas mediante
interdigitaciones de lipidos neutros (357, 360) que dan pie a sitios de unién para
hélices anfipaticas que contengan aminoacidos hidrofébicos grandes (357),
como los que tiene las proteinas de clase 2. La unidon de las perilipinas es a
través de oligobmeros de 11 residuos de aminoacidos repetidos que se muestran
desordenados en el citosol pero plegados en una hélice anfipatica en la
superficie de la gota lipidica (361).

11.2.5.5 Contacto de las gotas lipidicas con las
membranas celulares

Ademas de su interaccion con el RE a través de los puentes de membrana
durante la biogénesis de las LD, éstas son capaces de interaccionar con la
mayoria de organulos a lo largo de su etapa madura. Los sitios de contacto de
las LD, la identidad de los complejos de agrupamiento, sus mecanismos de

regulacion y sus funcionen continian desconocidos.
111.2.5.5.1 Contacto de LD con RE

Trabajos recientes sugieren que aproximadamente el 85% de las LD
continuan en contacto con el RE, sin que haya necesariamente continuidad de
membrana (362). Las LD pueden haber brotado completamente del RE pero

continuan unidas al RE siendo esta union independiende de la seipina (345) y
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pudiendo deberse a proteinas adicionales, como la DGAT2 junto con el FATP1,
RAB18, ICE2 (Inheritance of cortical RE protein 2) y los complejos NAG-RINT1-
ZW10 (NRZ) y SNARE (Suntaxin 18, USE1 y BNIP1) (363, 364).

111.2.5.5.2 Contacto de las LD con la envoltura nuclear

En el interior del nucleo de los hepatocitos se han observado gotas
lipidicas cuya monocapa es continua con la cara interna de la membrana nuclear
siendo la seipina necesaria clave para esta continuidad (365, 366). Las LD
nucleares pueden proporcionar lipidos para la membrana nuclear en caso de
expansion, y pueden funcionar como plataformas para la regulacién de la
expresion de genes al poder contener factores de transcripcion. De acuerdo a
esto se ha observado PLIN5 en el nucleo celular funcionando como parte de un
complejo de regulacién transcripcional que controla los programas de genes

mitocondriales (367).
111.2.5.5.3 Contacto entre LD y lisosomas

El reclutamiento de lisosomas a las gotas lipidicas esta mediado por RAB7
(368), una GTPasa implicada en la lipofagia. Este reclutamiento puede dar lugar
a interacciones entre lisosomas y LD (362, 368, 369) en respuesta a una
disminucién de los nutrientes y contribuir a la degradacidon de las perilipinas
PLINZ2 y 3 en un proceso de autofagia mediada por chaperonas (CMA) (369). En
esta situacion, las proteinas que contienen un motivo en forma de pentapéptido
son reconocidas por HSC70 (heat shock protein 70) facilitando su fosforilacion
mediante la AMPK y llevadas a la superficie del lisosoma. Una vez aqui son
translocadas al interior por la accion del receptor LAMP2A (lysosome-associated
membrana protein 2) (370). Se ha observado que la carencia del gen que codifica
esta ultima proteina conlleva a esteatosis hepatica (369, 371). PLIN2 también
puede ser degradada por el proteasoma (372-375), en particular en células con
pocas LD. La contribucion relativa de CMA y el proteasoma en la degradacion

de PLIN2 puede depender de la abundancia de LD.
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111.2.5.5.4 Contacto entre LD y mitocondrias

Durante la privacion de nutrientes, se liberan acidos grasos de las LD que
utilizados por las mitocondrias para la produccién de energia mediante [3-
oxidacion y el ciclo del acido citrico. Esta liberacion esta controlada por la
interaccidon de ATGL (adipose triglyceride lipase) con sus reguladores y su
transferencia a la mitocondria sucede en los sitios de contacto a fin de reducir la
lipotoxicidad de los NEFA en el citosol y/o la sefalizacion de lipidos aberrante
(376, 377). Estos sitios de contactos entre LD y mitocondria también podrian

servir como sitio para lipogénesis.

La regulacioén de la lipolisis viene dada principalmente por las perilipinas,
que forman una barrera que previene el acceso de ATGL al TG de las LDs (378).
PLIN1 es capaz de secuestrar el activador de ATGL ABHDS5 ((1-acylglycerol-3-
phosphate O-acyltransferase), junto con pequefias cantidades de HSL (hormone
sensitive lipase) en la superficie de las LD, reduciendo la lipolisis. La estimulacion
de hormonas induce la activacion de PKA lo cual lleva a la hiperfosforilacion de
PLIN1. Esto resulta en la liberacion de ABHDS de PLIN1 y la subsiguente
interaccion con ATGL, aumentando su actividad catalitica. Ademas, PKA
también fosforila HSL, lo cual la trasloca a la superficie de la LD donde hidroliza
el DAG (379, 380). PLIN5S también parece regular la lipolisis ya que por un lado,
induce un reclutamiento de mitocondrias a la periferia de las LD (381, 382) y por
otro lado interacciona directamente con ATGL y ABHDS (383). ABHDS, ademas
de activar ATGL, podria estar activando lipasas adicionales aun no identificadas
a parte de la ATGL en el higado (384), habiendo un mayor riesgo de esteatosis

hepatica cuando ABDH5 esta defectuosa.

Otros inhibidores conocidos de ATGL son la proteina G0S2 (385), la HIG2
(hipoxia-inducible gene 2) (386), PEDF (pigment epithelium-derived factor)
(387),y CIDEC (Cell death-inducing DNA Fragmentation Factor Alpha (DFFA)-
like effector C) (378).

111.2.5.5.5 Contacto entre LD y peroxisomas

Al igual que las mitocondrias, los peroxisomas también tienen funciones
centrales en el metabolismo de los lipidos y la energia. Investigaciones recientes

indican que para la union de sitios de contacto entre membranas entre los
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peroxisomas y los LD hay pasos comunes durante la biogénesis. Sin embargo,
toda esta informacion proviene de las levaduras, quedando por demostrar si

también ocurre en células animales (338).
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Figura 12. Interaccién entre gotas lipidicas y mitocondrias

111.2.5.5.6 Contacto de LD-LD

El contacto entre LDs suele preceder a la fusion de LD, la cual facilita el
almacenaje eficiente de triacilglicéridos, reduciendo el area de superficie
expuesto en las LD a las lipasas citosélicas para la lipolisis. Cuando las gotas se
fusionan, todos los lipidos neutros son transferidos invariablemente desde la
gota mas pequena a la mas grande en un proceso debido teéricamente a las
diferencias de presion interna y presion de superficie (388), el hecho de que las

proteinas y los fosfolipidos remanentes no sean transferidos es desconocido.

Este crecimiento a través de la fusion de LD, esta mediado por la familia
de proteinas CIDE (cell death-inducing DNA fragmentation factor alpha (DFFA)-
like effector) CIDEA, CIDEB y CIDEC, también conocido como FSP27 (fat-
specific protein 27), primera en ser descubierta, y denominada asi por poseer
una masa molecular de 27 kDa en adipocitos, en cambio es de 50 kDa en
hepatocitos (389-391).

Estas proteinas por su homologia con factores de la fragmentacion de
DNA (CIDEA 39%, CIDEB 29% y FSP27 38%) fueron identificadas en un
principio como proteinas apoptoéticas. De hecho son capaces de interactuan con

DFF45 a través de su dominio conservado (392, 393). En cualquier caso, para
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que las proteinas funcionen como apoptoéticas tendrian que estar en la
mitocondria. Las proteinas CIDE se encuentran asociadas a la gota lipidica
donde cumplen un rol crucial en la fusion y crecimiento de gotas lipidicas (394-
396).

Esta unién a la LD es a través de una hélice anfipatica en su extremo
carboxilo terminal y forman dimeros que difunden a lo largo de la superficie de la
LD hasta encontrar otra LD que contenga proteinas CIDE, lo cual proporciona la
oportunidad para las proteinas CIDE para formar oligomeros estables trans
organulos (388, 397). Esta conformacién precede a la fusion de las LD, sin
embargo, la estequiometria, tamano y estructura del poro putativo de CIDE aun

no se ha determinado.

En el higado, en condiciones normales la proteina que se encarga de
promocionar el almacenaje de lipidos es CIDEB, sin embargo, bajo dietas altas
en grasas CIDEA y FSP27 aumentan y toman el control del tamafio de las gotas
lipidicas (398). FSP27 promueve el crecimiento y la fusidn de LD via
agrupamiento y transferencia de lipidos (388, 397). La expresion de FSP27 en
higado se debe a una variante transcripcional hepatica: FSP27b, la cual esta
regulada por CREBH (cyclic AMP-responsive-element-binding protein H) (399).
Esta isoforma hepatica, comparada con la isoforma del adipocito (FSP27a),
regulada por PPARYy (400), contiene 10 aminoacidos adicionales en el extremo
N-terminal y esta relacionada con el desarrollo de esteatosis hepatica. Durante
la fusion de gotas PLIN1 interactua el dominio CIDEN de FSP27, pero no lo hace
con CIDEA ni CIDEB. La union de PLIN1 posiblemente influya en la
oligomerizacion de CIDEC y por ello aumenta el intercambio de lipidos y la fusion
de LD (401, 402). Otros reguladores de la dinamica de la gota lipidica son las
GTPasas RAB (332, 403). RAB8a unida a GDP se concentra en los sitios de
contacto entre LD y se une directamente a CIDEC activando la fusién de LD
mediante CIDEC (404). Esta actividad de RAB8a esta positivamente regulada
por la AS160, un tipo de GAP (GTPase-activating protein) y negativamente por
GEF MESS4 (363). Otros mecanismos de regulacion sobre CIDEC implican la
regulacion postranscripcional a través de la glicosilacion (405) y la acetilacion.
Esta segunda promovida por p300/CREB-binding protein (p300/CBP) y revertida

por una desacetilasa de histonas sensible a acidos grasos (406). La acetilaciéon
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podria aumentar la fusion de LD mediada por CIDEC, a través de la estabilidad
de CIDEC y/o a la senalizacion (406).

Aunque la deplecion de CIDEC resulta en numerosas LD de pequeio
tamafo y una sobreexpresion de estas proteinas aumenta el numero de gotas
grandes (388, 397), CIDEC no es indispensable para la uniéon de LD, complejos
de agrupamiento, como los homodimeros dependientes de ubiquitina AUP1,

también podrian dar lugar a la fusion de las LD (407, 408).
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Figura 13.Cascada de activacion y efectos de Cidec.

/1.3 Aceite de Oliva

La esteatosis hepatica ha surgido como consecuencia de una
discordancia entre la rapida evolucién de nuestra dieta y la capacidad de
adaptacion de nuestro genoma. Esta evolucion de la dieta se ha dirigido a una
mayor presencia de la grasa, hasta un 33%, a expensas de una reduccién del
contenido de fibra (409). Frente a esta inadaptacion de nuestro genoma a la dieta
occidental, la adherencia a la dieta mediterranea se propone como una opcion
dietética mejor adaptada a nuestra carga genética (410). La dieta mediterranea
tiene una compleja composicion de nutrientes. Entre estos, el aceite de oliva
virgen, principal fuente de grasa en la dieta mediterranea, ha emergido como el

principal responsable de esas propiedades beneficiosas.
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Componente Contenido (g%)

Acidos grasos
Miristico (14:0) 0,0-0,05
Palmitico (16:0) 7,5-20
Palmitoleico (16:1n7) 0,3-3,5
Margarico (17:0) 0-0,3
Heptadecenoico (17:1) 0,0-0,3
Estearico (18:0) 0,5-5,0
Oleico (18:1n9) 55 - 83
Linoleico (18:2n6) 3,5 - 21
a-linolénico (18:3n3) 0,0-0,9
Aragidonico (20:0) 0,0-0,6
Eicosanoico (20:1n9) 0,0-0,4
Behénico (22:0) 0,0-0,2
Lignoceérico (24:0) 0,0-0,2

Componentes minoritarios
Escualeno 0,1-0,8
Carotenos 0,05-0,1
Oleandlico 0,0008 - 0,01
Maslinico 0,0004 - 0,005
Eritrodiol 0,0006 - 0,008
Uvaol 0,0001 - 0,002
Fitosteroles 0,1-0,2
Compuestos fendlicos 0,05-0,2

Tabla 2. Composicion aceite de oliva virgen extra. Adaptado de (411)

El aceite de oliva virgen es el zumo del fruto de la Olea europea obtenido
por procedimientos fisicos y no requiere extraccion quimica a diferencia de otros
aceites. Este supone una importante fuente de grasas insaturadas ya que su
fraccion saponificable (98,5-99,5% del total) contiene hasta un 80% de &acido
oleico, y unicamente un 8-25% de grasas saturadas (412, 413). Por el otro lado,
su fraccion no saponificable alberga una gran variedad de compuestos menores

que también muestra propiedades antioxidantes y antinflamatorias (411).

I1l.4 Escualeno

Dentro de los compuestos menores del aceite de oliva destacan los

hidrocarburos, y entre estos, el escualeno (2,5-9,2 gr escualeno/kg aceite).

El  escualeno (2,6,10,15,19,23-hexametiltetracosa-2,6,10,14,18,22-
hexano) (CsoHso), con 6 dobles enlaces, es un lipido neutro con una estructura
isprenoide, perteneciente a la familia de los terpenos y es un conocido
intermediario de la biosintesis de fitosteroles en plantas y de colesterol en

animales (413).
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Este ha mostrado ser un antioxidante con interés transversal a varias
areas de la biomedicina desde cancer (414) o sistema inmune (415, 416) hasta
las enfermedades cardiovasculares (411, 417). En estrecha relacion con esta
ultima, el escualeno también parece mostrar propiedades hepatoprotectoras
durante la esteatosis hepatica. En cultivo de hepatocitos se ha observado que el
escualeno es hipolipodémico ya que mediante activacion de PPARa estimula los
genes relacionados con la FAO, la cetogénesis y el transporte reverso del
colesterol, mientras que aquellos relacionados con la DNL estan disminuidos
(418).

En ratones ApoE KO se ha observado que la administracion de 1 g
escualeno/kg de pienso en una dieta estatosica logra disminuir el contenido
hepatico de colesterol y triglicéridos, pero no el de la superficie ocupada por
gotas lipidicas (419). Cabe recordar que actualmente la gota lipidica esta
considerada como un mecanismo de defensa frente a la lipotoxicidad de los
NEFA y no tanto como un mecanismo patoldgico (43). En este mismo modelo, al
disminuir la dosis a 0,5 g/kg, no se reprodujeron los resultados (7) indicando un

efecto dosis dependiente.

La dosis efectiva del escualeno también pueden variar en funcién del ratio
metabalico de la especie (420) y del tipo de dieta que estén consumiendo (7). En
los modelos en los que la administracion de escualeno no provocd una
disminucién de la gota, se ha observado que el escualeno se puede estar
acumulando en las gotas lipidicas pudiendo desplazar o neutralizar a especies
mas lipotoxicas (7). La accion del escualeno en el higado de los animales apunta
a una compleja regulacion de la expresion genes asociados a proteinas
mitocondriales 'y  microsomales tanto  postranscripcionales, @ como
postraduccionales (421) en la que se verian involucrados los genes de Lipin1,
Txndcb5y Thr1 (6, 422).

De acuerdo a esos datos la dosis efectiva en humanos seria de 10 veces
la que actualmente se consume en una dieta mediterranea acompanada de
aceite de oliva virgen extra con alto contenido de escualeno. En cualquier caso,

esta afirmacion aun requiere de apoyo experimental quedando mucho por
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conocer en los efectos del escualeno en la patogénesis de la esteatosis hepatica,

y las proteinas y genes que median dichos efectos.

I11.5 Omicas

Para poder dar una respuesta que recoja el comportamiento de todas las
biomoléculas de una misma familia a un tratamiento en un solo analisis han
surgido las Omicas: gendmica, epigendmica, transcriptémica, protedmica,
metaboldmica,... Estas nuevas tecnologias han revolucionado la bioquimica y

suponen un nuevo sistema de estudio a los procesos biolégicos.

111.5.1 Genomica

A finales de los afos 90 surgi6 la gendmica, siendo la primera dmica en
nacer. La gendmica se centra en el estudio de la sucesion de nucleotidos en el
genoma. Fruto de este trabajo surgieron los GWAS (Genome wide association
studies), que utilizan las secuenciaciones gendmicas masivas de individuos de
distintas poblaciones para tratar de entender que polimorfismos pueden estar
asociados a la predisposicion/resistencia a una enfermedad y/o respuesta a
tratamiento. Esta informacién facilitaria poder pronosticar la evoluciéon de un
paciente a una enfermedad o a un tratamiento al conocer el componente
genético de la respuesta del paciente. Gracias a esta técnica polimorfismos en
los genes APOC3, PNPLA3, NCAN, TM6F2 y PPP1R3B se han asociado a
NAFLD (423, 424). A pesar de que los resultados de los GWAS pueden ser de
gran utilidad con propésitos predictivos, no implican directamente un gen

particular o una ruta, unicamente sugieren una diana terapéutica (425).

Un buen ejemplo de esta situacion es el gen FTO. A través de estudios
basados en GWAS se observaron variantes alélicas de este gen asociadas a la
predisposicién a obesidad (426, 427). Sin embargo, ni el silenciamiento ni la
sobreexpresion de dicho gen replicaba los resultados (428, 429). Finalmente, en
un trabajo vieron que un intrén de dicho gen formaba parte del marco regulatorio
de la expresion de otro gen situado a mas de 40 Kb de distancia, IRX3, el cual si

que esta directamente con la obesidad. Estos mismos autores proponen que a
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lo largo del genoma hay mas de 150 bloques de regulacién gendmica de este
tipo (430).

1ll.5.2 Epigenémica

La expresion de los genes puede regularse mediante la epigenética, la
cual consiste en modificaciones reversibles del DNA o de proteinas asociadas al
DNA que logran silenciar la expresion del DNA como la metilacion del DNA o la
acetilacion de histonas. Las modificaciones covalentes del DNA y de las histonas
son uno de los mayores reguladores de la transcripcion de los genes (431). Las
firmas epigenéticas, entre otras funciones, suelen ser responsables de la
especializacion de los tejido (432) y pueden estar influenciadas por factores
genéticos y ambientales, e incluso a veces son heredables (433). La
identificacion de estas firmas epigenéticas a lo largo del genoma como

consecuencia de un tratamiento es el foco de estudio de la epigendémica.

La epigendmica se ha utilizado para estudiar la evolucion de la esteatosis
hepatica, y parece ser que el estado de metilacién del DNA esta relacionado con

la progresion de la fibrosis (434, 435).

ll1.5.3 Transcriptémica

La transcriptomica centra su interés en el producto de la expresién de los
genes bajo a la influencia de un determinado tratamiento. Esta émica permite
estudiar los niveles de RNA tanto cualitativamente (que transcritos estan
presentes, identificacion nuevos sitios de splicing alternativo o de sitios de

edicion del RNA) y cuantitativamente (cuanto se expresa de cada transcrito).

Tanto la gendmica como la transcriptomica se basaron en un principio en
la habilidad del DNA de unirse a su hebra complementaria, mediante el uso de
microchips cargados de secuencias conocidas y caracterizadas. Sin embargo, el
abaratamiento de los métodos de secuenciacion (NGS “new generation
sequencing”) permiten estudiar los acidos nucleicos sin necesidad de
hibridacién, pudiendo encontrar nuevas dianas terapéuticas e incluso estudiar
los RNAs no codificantes con capacidades regulatorias. Esto abre un nuevo

campo al estudio de la accion de los nutrientes.
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Diversos trabajos se han realizado utilizando la transcriptomica para
describir tanto la progresion del higado graso no alcohdélico como para conocer

los efectos de los componentes de la dieta mediterranea en el higado.

Respecto a la descripcion del NAFLD, un trabajo publicado por Cazanave
et al en 2017, recogia los efectos en el transcriptoma de ratones de la esteatosis
temprana, de la esteatohepatitis y de la fibrosis avanzada. A través de este
trabajo observaron que los genes estimulados en la esteatosis temprana estaban
asociados tanto con la activacion de la lipogénesis como de la oxidacién de
lipidos mediada por PPARa. También se observaron varios genes dianas de
PXR activados, indicando desregulacion del eje LXR-FXR, y activacién de rutas
asociadas con el estrés oxidativo, como a la actividad proteasomal, la disfuncion
mitocondrial, la autofagia, la apoptosis, al estrés del RE y el mecanismo UPR.
Mientras que en la esteatohepatitis estas rutas seguian en activo, su activacién
era menor que con la esteatosis simple, siendo las rutas relacionadas con la
inflamacion y su sefalizacion las verdaderamente caracteristicas de la
esteatohepatitis (436). Otro trabajo, realizado en ratas con esteatosis hepatica,
observo que las rutas asociadas a la degradacion de acidos grasos, a la sintesis
de &acidos biliares, a la angiogénesis, y a la adherencia celular estaban
estimuladas como respuesta a la dieta alta en grasa. Ademas también
observaron un aumento de la ruta de la degradacion de aminoacidos ramificados
en hepatocitos de las ratas esteatésicas, pudiendo este hecho estar relacionado

con una inhibicién a las capacidades regenerativas de los hepatocitos (437).

Respecto a los componentes de la dieta mediterranea. En ratas se ha
observado que el tipo de grasa, mantequilla frente a una combinacién isocalérica
de aceite de oliva o aceite de pescado combinado con mantequilla producia
cambios en la expresion hepatica de mas de 250 genes. Algunos de ellos
relacionados con la lipdlisis o la lipogénesis (438). Experimentos similares se han
realizado en cerdo (439) y en ratones, donde se ha encontrado asociacion de

Fsp27 con la esteatosis hepatica (391, 440).

Los compuestos minoritarios del aceite de oliva también han sido objeto
de estudio a través de la transcriptomica. Dos estudios se realizaron para

investigar si los triterpenos, acido maslinico y acido oleandlico tenian efecto en
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el transcriptoma hepatico de ratones Apoe KO. Como respuesta a la
administracién de maslinico, es observo aumento de la expresion de Cyp2b9,
Cyp2b13y Dbp mientras Marco disminuyo su expresion (441). El oleandlico por
su parte provoco aumento de la expresion de genes relacionados con el ritmo
circadiano (Clock y Bmal1) al tiempo que de Elovi3, Tubb2a y Cldn1 mientras
disminuyo la expresion de Amy2a5, Usp2, Per3y Thrsp (442).

111.5.4 Proteémica

La protedbmica pretende identificar y estudiar las modificaciones,
abundancia e interacciones de proteinas. A diferencia de las 6micas de acidos
nucleicos, la protedmica se basa en la espectometria de masas (MS). La MS en
la ultima década ha aumentado dramaticamente su sensibilidad al mismo tiempo
que ha disminuido la cantidad de muestra necesaria tanto para analisis dirigidos

como para analisis masivos.

La protedbmica se divide en cinco pasos principales: La extraccion
proteica, la digestion enzimatica de las proteinas para convertirlas en péptidos,
la separacion/ fraccionamiento mediante cromatografia liquida o gaseosa,
seguida de MS. Posteriormente se identifican los péptidos y proteinas y se
cuantifican mediante los analisis bioinformaticas pertinentes. Los
cromatogramas que se obtiene tras la lectura se comparan posteriormente con
bases de datos (443).

Mediante proteémica se han realizado diversos experimentos para tratar
de caracterizar la esteatosis o el efecto de la dieta en el higado. En un trabajo
publicado en 2013, se estudiaron los sueros de cerdos alimentados con dieta
control, dieta mediterranea o con dieta de cafeteria (tipo western). Tras el
procesado de la muestra observan casi 1000 proteinas distintas, de las cuales
entre 6 y 29 podian servir para discernir entre grupos mediante analisis de
componentes principales (PCA) (444). Otro trabajo, también para caracterizar la
esteatosis y realizado en cerdo, encontré cambio en las proteinas plasmaticas
orosomucoide 1, componente amiloide P del suero, transtiretina, paraoxonasa 1
y una proteina parecida al precursor de la alfa2 macroglobulina, ademas de las
apolipoproteinas C3 y B (445, 446).
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La protedmica tiene muchos retos por delante. Uno de ellos es la
identificacion de modificaciones posttraduccionales como como protedlisis,
glicosilacion, fosforilacion, sumoylacion y ubiquitinacion (447, 448) ademas de
meramente cuantificar las proteinas. Otras de las dificultades que presenta la
protedmica son la deteccidn de proteinas insolubles o poco abundantes ya que
no tiene un paso de amplificacién, a diferencia de las 6émicas de los acidos
nucleicos. Finalmente, la comunidad cientifica no tiene aun consenso al respecto

de la normalizacién y limpieza de datos procesados mediante protedmica (449).
111.5.5 Metabolémica

La metabolomica se basa en la detecciéon de moléculas a través de la
espectometria de masas y es capaz de cuantificar al mismo tiempo multiples
tipos de moléculas pequefias, como los animoacidos, los acidos grasos, los
carbohidratos, acidos organicos, esteroides, nucleétidos y otros productos
presentes en la muestra bien sea tejidos, biofluidos o distintos ambientes
geoclimaticos (425). Los metabolitos normalmente son productos finales de una
compleja cascada bioquimica que relaciona, el genoma, el transcriptoma y el
proteoma con el fenotipo. Siendo una herramienta clave para el descubrimiento

de bases genéticas para las variaciones metabdlicas (443).

Los principales pasos en la metaboldmica son la recogida de muestras, la
paralizacion del metabolismo, la extraccion Optima de metabolitos, la
reconstitucion de las muestras, la derivacion quimica (si estamos estudiando
acidos grasos) MS o NMR y el analisis de datos, incluyendo el filtrado de datos
los analisis estadisticos, y la anotacion de rutas o redes metabdlicas. Cada uno
de estos pasos es muy variable dependiendo de la plataforma que se utilice para
el analisis de datos. Ademas, la estructura de datos, la identificacion de
metabolitos desconocidos, la normalizacién, el re-escalado y la transformacién
puede diferir significativamente para cada tipo de dato e instrumento, siendo
también posible hacer un estudio dirigido o aleatorio, el cual también variara a
su vez el analisis de datos (443).

En funcién de la aplicacién y de los instrumentos, los metabolitos se
estudian mediante fase solida (solid-state NMR), liquida (LC-MS), por
electroforesis capilar (CE-MS) o fase gaseosa (LC-MS) utilizando un
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espectroscopio (NMR) o un espectrometro de masas (MS). La combinacion de
LC-MS y GC-MS detecta la mayoria del espectro quimico presente en tejidos o

fluido de origen bioldgico (425).

Multitud de trabajos recogen el efecto de la esteatosis hepatica en el
metabdloma del suero y higado. En uno de ellos se ha observado que la
administracién de una dieta alta en grasa durante 8 semanas en ratones lleva a
que triglicéridos, diglicéridos, colesterol libre y colesterol esterificado aumenten
en el higado. Mientras que en plasma disminuyen los NEFA, el glicerol y los TG
circulantes. Con la esteatosis también observaron un aumento de ceramidas,
esfingomielina y de LPC sin embargo sin modificacién en PC. Con respecto a los
acidos biliares, observan que el acido coélico (CA) aumenta tanto en higado como
en plasma, mientras que el acido desoxicolico (DCA) solo aumenta en el plasma
(450).

Resultados discordantes se han observado en cerdo donde la dieta
esteatosica provocod que algunas variantes de PC: PC (38:6), PC (38:5), PC
(38:4) y PC (36:4) aumentaban mientras que otras disminuian (PC (36:5)). Lo
mismo observaron con la LPC, mientras unas aumentaban en higado y plasma
con la esteatosis LPC(20:3), LPC (18:1), otras disminuian (LPC (16:1) y LPC
(16:0)) Respecto a los acidos biliares, observaron que dos conjugados de la
glicina (acido glicocélico y trihidrooxocolanil-glicina) aumentaban en el higado
con la dieta esteatdsica (451). Los estudios con muestras humanas tampoco
arrojan mas luz a este aspecto ya que, a través del estudio PREDIMED, se ha
observado que tanto con la progresion como la regresion de la esteatosis hay
una disminucion significante de SFA y monoacilglicerolfosfocolina en suero. Con
la progresion de la esteatosis, ademas observan una disminucién de N-
aciletanolaminas circulantes, asi como de los ratio de (MUFA + PUFA) / SFA y
LPC/LPE y con la regresion, una disminucion de
monoacilglicerolfosfoetanolamina, monoeterglicerofosfoetanolamina y LPC en
suero (452).

El estudio de la dieta mediterranea, y de sus componentes minoritarios

tanto en esta técnica como en la protedbmica y epigenémica aun esta por abordar.
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111.5.6 Multiomicas

En esta introduccion solo se han desarrollado 4 6micas, sin embargo,
actualmente hay multitud de omicas desarrolladas: secretomica, foodomica,
glicémica, lipidomica, microbiomica, fendmica, fosfoprotedmica,
metagendmica... Todas ellas se basan en los mismos principios que las ya
desarrolladas (secuenciacion de nucleotidos o deteccion de moléculas mediante
espectometria de masas).

El uso de varias 6micas para realizar un experimento y la integracion de
la informacién proveniente de ellas se le conoce como biologia de sistemas o
multiomicas. Este enfoque actualmente supone un reto para la ciencia ya que no
hay consenso en la estandarizacion de la integracion de la informacion para
ninguna émica. Este problema junto con la dificultad del aprendizaje para poder
trabajar con grandes cantidades de informacién y la dificultad de discernir la
sefal detectable del ruido son los grandes retos de las 6micas.

I11.6 Modelo celular: AML12

El desarrollo de modelos celulares in vitro ha sido una de las grandes
aportaciones a la ciencia ya que permite el mantenimiento de células
procedentes de distintos organismos y tejidos bajo un control absoluto del medio.
El cultivo celular, también permite desarrollar estudios con poblaciones celulares
idénticas tanto en el grupo control como el en tratamiento. Para este trabajo se

han utilizado la linea celular AML12 (alpha mouse liver 12).

Esta linea celular deriva de hepatocitos de raton (cepa CD1, linea MT42)
a los que se han modificado genéticamente para que expresen el TGFa humano.
Estas células contienen peroxisomas y son capaces de formar estructuras
similares a canaliculos biliares. Las AML12 conservan la capacidad de expresar
proteinas del suero como la albumina, alfal antitripsina, transferrina y las
proteinas de union GAP (conexinas 26 y 32). La expresion de las proteinas
hepatoespecificas cae con los pasajes, pero se reactiva al cultivarlas en medio
libre de suero (453).
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I1l.7 Modelo Animal

El modelo animal presenta algunas ventajas respecto al modelo celular
dado que es capaz de aportar una respuesta integral, coordinada entre sus
organos Yy tejidos a un tratamiento de estudio. Ademas, proporciona bastante
mas material de estudio que el cultivo celular. Otra de las grandes ventajas de
los animales respecto a las lineas celulares, es que estas ultimas suelen
proceder de lineas tumorales, habiendo perdido en la derivacion algunas de sus
caracteristicas originales. En cualquier caso, el modelo animal y el modelo
celular no son excluyentes, pudiendo aprovechar las ventajas de ambos a la hora

de realizar un estudio.
I1.7.1 Raton

El ratén es el modelo por antonomasia de experimentacion animal, en el
afno 2017 supuso mas del 65% de los animales utilizados en experimentacion
animal en Espafa (454). Se trata de un animal de gran similitud fisiologica y
gendmica al humano, pero de un tamafno mucho mas pequefio, manejable y con

un rapido crecimiento (455).

El ratén permite realizar modificaciones estables en su genoma, fruto de
esta propiedad surge la gran diversidad de lineas desarrolladas en este animal.
Una buena parte de estas lineas de raton se encuentran en el repositorio EMMA
(la coleccion europea de cepas de ratdn), el cual contiene mas de 6800 lineas
de raton distintas, este numero ha explosionado gracias a la simplificacion del
proceso de elaboracion de modificaciones gendmicas que proporciona la
tecnologia CRISPR-cas (456, 457).

Para la elaboracion de esta tesis se ha utilizado tanto ratones normales
de la cepa C57BL/6J como ratones modificados genéticamente para los

siguientes genes:

- Apoe: ApoE es una proteina presente en las apolipoproteinas VLDL, LDL
y quilomicrones y cuya funcion esta relacionada con la adquisicion de las IDLs
por el higado, una vez hayan concluido su funcién de distribucidn de triglicéridos

y colesterol al resto de celular del organismo. El silenciamiento del gen que
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codifica esta proteina imposibilita la recogida de IDLs por parte del higado,
quedandose en circulacion hasta que depositan en el endotelio de los grandes

vasos dando lugar a la aterosclerosis (458).

- _Ldir. El receptor de Ldl es una proteina que se encuentra en las
membranas celulares de los mamiferos, se encarga de reconocer las LDLs y
facilita tanto el acceso de las lipasas celulares al contenido de las LDLs como la
endocitosis de la LDL, para esta segunda funcion necesita la colaboracion de
clatrinas. El silenciamiento del gen que codifica esta proteina imposibilita la
recogida de LDLs por parte del higado, llevando a la misma situacién que con el

anterior modelo, la aterosclerosis (459).

- Pgc1a: PGC1A también conocido como PPARGC1A es un coactivador
transcripcional que controla la expresion de genes relacionados con el
metabolismo oxidativo. Inicialmente se identific6 como coactivador de PPARYy en
tejido adiposo marron, sin embargo, se expresa en muchos tejidos con
metabolismo oxidativo. En higado, PGC1A coordina la respuesta de los
receptores nucleares PPARy, PPARa, ERR, LXR y HNF4A pero también
interacciona con otros factores de la transcripcion como CREB, SREBP-1c o
FOXO1. Por sifuese poco complejo toda esta variedad de interacciones, también
presenta modificaciones posttraduccionales como la acetilacion, la fosforilacion
y la metilacion que modifican su actividad. Aunque se ha observado que su
sobreexpresion hepatica conlleva a la produccion de glucosa y su silenciamiento
evita la esteatosis durante el ayuno, sus implicaciones en el metabolismo
energético y en la esteatosis hepatica siguen siendo un misterio para la ciencia

actualmente (460).
111.7.2 Cerdo

El cerdo supone el modelo experimental animal mas parecido al hombre
tanto a nivel genético (461), anatdomico (462) y fisioldgico (463-465). Esto lo
convierte en un modelo bien adaptado para estudiar la progresion de las
enfermedades metabdlicas (5, 466-475). El cerdo, como modelo experimental
para enfermedades metabdlicas se clasifica en dos grupos: razas comerciales
modernas (p. e. Large White y Pietrain) y minipigs (e.g Ossabaw. Gottingen,
Yucatan) (470, 471, 476). El facil acceso a una gran variedad de razas
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comerciales ofrece la oportunidad de trabajar con diferentes fenotipos en
investigacion (5). Otra de las ventajas de los cerdos como modelo experimental
es que permite una amplia recogida de muestras para hacer fenotipados en
profundidad y permite realizar estudios interdisciplinarios relacionando varios
tejidos y organos (445, 467, 476). En este mismo aspecto, el cerdo permite

realizar estudios comparativos a lo largo del tiempo (444).

El cerdo tiene una segunda propiedad que le aporta gran valor como
modelo experimental de mecanismos moleculares, ya que también esta
considerado como la fuente de xenotransplantes mas probable (477), de hecho,
ya se utiliza para algunas indicaciones clinicas (i.e. valvulas del corazén y
matrices acelulares) (445, 471, 478, 479). Avances recientes relacionados con
la eliminacion de los retrovirus endoégenos (480) y la deleccion parcial del sistema
de respuesta inmune (481) facilitan la posibilidad de un xenotransplante hepatico

porcino.

Ningun modelo animal ni celular reproduce exactamente el proceso
humano. La utilizacion de varios modelos animales con diferentes respuestas del
metabolismo lipoproteico permitira desentranar los mecanismos involucrados en
la patogenia de la esteatosis y del transporte de nutrientes al higado. Por ello, la
realizacion de la experimentacion en diversos modelos permitira detectar
aquellas rutas evolutivamente conservadas y validar conclusiones de forma
independiente del modelo en la esteatosis hepatica, y en el papel que

desempenfia el escualeno en la prevencidon de su patogenesis.
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Dado los numerosos estudios previos recogidos en la revision bibliografica
que reflejan la importancia y la complejidad de la esteatosis hepatica, asi como
la influencia de la dieta en el desarrollo de la misma, los objetivos de esta

investigacion fueron los siguientes:

1. Conocer la influencia de la composicion lipidica de la dieta en la regulacion
de la expresion hepatica del gen Cidec.

2. Estudiar el papel del gen Cidec en los mecanismos responsables del
dimorfismo sexual en la esteatosis hepatica.

3. Caracterizar un modelo de esteatosis de rapida evolucion basado en
cerdos comerciales a nivel histoldgico, fisioldgico y transcriptomico.

4. Busqueda de nuevos genes implicados en el desarrollo de la esteatosis
hepatica y que puedan dar lugar a nuevos biomarcadores no invasivos a
nivel plasmatico.

5. Estudio del efecto de la suplementacion con escualeno a plazo corto en
un modelo porcino de esteatosis hepatica.

6. Explorar el lipidoma plasmatico porcino tras la suplementacién dietética
con escualeno para encontrar biomarcadores plasmaticos que respondan

a dicho triterpeno durante la esteatosis hepatica.
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V.1 Material biologico

V.1.1 Estudios animales

Todos los estudios realizados para esta tesis que implicasen el uso de
animales se realizaron de acuerdo a la ley sobre proteccion de animales
utilizados para la experimentacion y otros fines cientificos (Real Decreto
53/2013). Asi mismo, todos los procedimientos fueron aprobados por la
Comision Etica Asesora para la Experimentaciéon Animal de la Universidad de
Zaragoza o por el Comité de Etica de la Investigacion de la Universidad

Autéonoma de Madrid.

Con excepcidén de los ratones Pgcfa - que se albergaron en las
instalaciones de la Universidad Autonéma de Madrid. El resto de ratones se
mantuvieron en el Animalario de la Universidad de Zaragoza. En todas las
instalaciones, los animales se alojaron en jaulas con tapa de filtro estériles en
habitaciones con un microclima controlado, con una temperatura maxima de 23
°C y minima de 20 °C, humedad maxima del 60% y minima del 50% y con una
relacion de ciclo luz-oscuridad de 12 horas para cada una de las fases y acceso
ad libitum a alimentos y agua. Todas las dietas se prepararon mensualmente y
se mantuvieron en atmosfera de N2 a —20 °C. Se proporcion6é comida fresca a
diario durante el tiempo que dur6é cada experimento. Las dietas fueron bien
toleradas. Para establecer los grupos de animales de estudio con un nivel similar
de colesterol basal en plasma se tomaron muestras sanguineas a ratones de dos
meses de edad (tras 4 horas de ayuno) de la vena facial. En el plasma obtenido

se determind la concentracion de colesterol.

Respecto a los cerdos, se albergaron en las instalaciones de la division
de Experimentacion Animal del Servicio General de Apoyo a la Investigacién, de
la Universidad de Zaragoza. Tanto la dieta como el agua se ofrecieron ad libitum
y el pienso se prepar6 semanalmente almacenandolo a —20 °C. Las dietas fueron
bien toleradas. Las tomas de muestras mediante biopsia se realizaron bajo
condiciones anestésicas inducida y mantenida con Propofol® (B/Braun-Vetcare,

Rubi, Barcelona, Espafia). Para establecer los grupos de animales de estudio se
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tomaron muestras de sangre en ayunas y se asignaron de manera que todos los

grupos tuviesen un nivel similar de colesterol basal en plasma.

Ratones Cerdos
Control Occidental Control Occidental
Proteina (%) 14,2 11,3 14,5 8,5
Fibra (%) 50 4,0 15,5 10
CHO (%) 72,1 57,6 62,1 53,2
Azucares (%) 25,5 20,4 25,3 33,4
Grasa (%) 4 23,35 3,8 25,7
Colesterol (%) -- 0,15 -- 2
Colina (%) 0,25 0,2 0,09 0,016
Colato (%) -- -- -- 0,5
Minerales (%) 3,5 2,8 2,3 2,2
Vitaminas (%) 1 0,8 1,8 0,4
Aceite
Fuente de grasa Aceitg de Aceite de soja Aceite de hidrogenado
soja y palma palma de palmay
girasol
Perfil de acidos grasos:
Capirilico (C8:0)? 0 0,01 0,1 0,1
Caprico (C10:0)° 0 0,01 0,2 0,04
Laurico (C12:0)? 0 0,15 3,9 0,5
Miristico (C14:0)2 0,1 0,85 1,8 1,0
Palmitico (C16:0)? 10,5 38,5 27 39,0
Palmitoleico 0,1 0,16 0,1 0,2
(C16:1)2
Margarico (C17:0) 0,1 0 0 0
Estearico (C18:0)2 4,0 4,4 29 8,7
Oleico (C18:1)2 27,5 38,1 28,0 32,7
Linoleico (C18:2 50,9 15,5 32,5 12,6
n6)?
Linolénico (C18:3 5,1 1,1 2,3 0,1
n3)?
Araquidico 0,6 0,6 0,4 0,4
(C20:0)2
Gadoleico 0,3 0,22 0,4 0,14
(C20:1)2

Tabla 3. Composicion en macronutrientes de los piensos administrados a los animales y perfil de dcidos grasos de los
mismos 9, Porcentaje de dicho dcido graso respecto al total de dcidos grasos del pienso.

V.1.1.1 Influencia del colesterol

Se emplearon catorce ratones macho homocigotos deficientes en APOE

de dos meses de edad con un fondo genético C57BL/6Jx0Ola129, cedidos por la

Dra. Nobuyo Maeda de la Universidad de Carolina del Norte. Los ratones fueron

distribuidos en uno de los siguientes grupos experimentales: a) grupo control (n
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= 7) alimentados con una dieta normal (B & K Universal Ltd, Humberside, UK) y
b) un grupo colesterol (n = 7) alimentados con la misma dieta suplementada con
0,1% (p/p) de colesterol. Los animales recibieron dichas dietas durante 10

semanas (482).

V.1.1.2 Influencia de una dieta occidental

Ratones

En el modelo murino se explord la influencia de una dieta occidental
mediante el uso de animales Apoe” con un fondo genético C57BL/6J obtenidos
de Charles River (Charles River Laboratories, Barcelona, Espafa) y criados en
el Animalario de la Universidad de Zaragoza. Se establecieron dos grupos de
ratones machos homocigotos de tres meses de edad, a) un grupo (n = 13) recibid
una dieta purificada normal y b) otro grupo (n = 9) recibié una dieta purificada
esteatdsica que contenia un 0,15% de colesterol y un 20% de aceite de palma

refinado (Gustav Heess, S.L., Barcelona, Espaia) (483).
Cerdos

Los cerdos utilizados para estos experimentos provenian de un cruce de
lineas Landrace x Large White de la empresa cooperativa Caspe ganadera, SA.
(Caspe, Espafia). Se realizaron dos experimentos con cerdos para caracterizar

el efecto de la dieta tipo occidental.

En un primer experimento, se utilizaron 12 cerdos macho de
aproximadamente 3 meses de edad a los que tras un periodo de adaptacion a
las instalaciones se les realizd una biopsia inicial para toma de muestras. A los
tres dias tras la intervencion, se les inicio con la dieta esteatdsica. Transcurridos
estos dos meses, se procedié al sacrificio de los animales y a realizar la toma de

muestras final.

En la segunda intervencion cuyo objetivo era caracterizar la regresion de
la esteatosis, se utilizaron 8 animales, a los cuales, tras un periodo de adaptacién
se les sometidé a una dieta esteatdsica durante dos meses. Transcurrido dicho
periodo de tiempo se les practico una biopsia para toma de muestras y a partir
de dicho momento se les suministro una dieta control para revertir dicha
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esteatosis. Un mes mas tarde, se procedio al sacrificio de los animales y a

realizar la toma de muestras final.

V.1.1.3 Influencia del acido oleanodlico

El estudio de la influencia del acido oleandlico, segundo terpeno mas
abundante del EVOO se realizé con ratones macho homocigotos Apoe - con un
fondo genético C57BL/6J, obtenidos de Charles River (Charles River
Laboratories, Barcelona, Espana). Dos grupos se establecieron: a) un grupo
(n=8) recibié una dieta esteatdsica y b) el otro (n=9) recibié la misma dieta
suplementada con un 0,01% de acido oleandlico (Extrasynthese, Genay,
Francia), equivalente a una dosis diaria de 10 mg/kg de peso de ratdn vivo

asumiendo una ingesta diaria de 3 gramos por raton (442).

V.1.1.4 Influencia del escualeno

Ratones

Se utilizaron ratones macho Apoe™ de la estirpe C57BL/6J alimentados
con una dieta semipurificada esteatosica durante 11 semanas. Y se
establecieron dos grupos: a) un grupo control (n=9) que unicamente recibio la
dieta esteatosica y b) un grupo tratamiento (n=10) al que ademas de la dieta
esteatosica se les suplemento con un 1% de escualeno (Sigma, Madrid, Espafia)
dosis equivalente a 1 g/kg de peso vivo de raton, asumiendo un consumo de 3
g/dia por raton (484).

Cerdos

A fin de explorar el efecto de escualeno en un modelo animal grande, se
escogiod el cerdo por ser el mas parecido al hombre (464). 24 cerdos macho
pertenecientes al cruce de vias Landrace x Large White de 3 meses de edad se
adquirieron de la empresa cooperativa Caspe ganadera SA (Caspe, Espana).
Tras un periodo de adaptacion se les administré una dieta esteatdsica por un
mes a todos los animales, transcurrido dicho mes, bajo condiciones anestésicas,
se les realizo una toma de muestras y se diferenciaron dos grupos: a) un grupo

control (n=12) que continud con la dieta esteatdsica y b) un grupo tratamiento

91



W atenial o4 metodos

(n=12) al que ademas de la dieta esteatdsica se les suplementé con un 0,5% de
escualeno (MoleKula, Munich, Alemania). Trascurrido un mes con estas dietas

se procedio a la eutanasia por sobredosis de anestésico y a la toma de muestras.
V.1.1.5 Influencia del sexo

Ratones

La influencia del sexo en el metabolismo hepatico se explord en ratones
Apoe” alimentados tanto con una dieta esteatdsica (3=9, $=10) como con una
dieta normal (3=13, 2=13) durante 11 semanas. Mientras que en los modelos
Ldlr~- (3=17, 2=18) y Pgcl1a’ (4=8, 2=8) se explord Unicamente en las

condiciones esteatdsicas durante 11 semanas.

V.1.1.6 Influencia de la castracion
Ratones

El estudio de la castracion se explord tanto en ratones Apoe “~ machos
como hembras C57BL/6J alimentados con una dieta purificada esteatdsica
durante 11 semanas. Dos grupos machos se establecieron, uno control (n=9), y
otro (n=9), formado por ratones castrados. Respecto a las hembras, un grupo
control (n=9) y otro (nh=9) formado por hembras ovariectomizadas.

V.1.2 Sacrificio de los animales

Reactivos:

« PBS (pH 7,4) (NaCl 136 mM, KCI 0,2 g/l, Na2HPO4 1,44 g/l y KH2PO4
0,24 g/l).

« EDTAO0,5M.

* Formaldehido al 10%.

* Nitrégeno liquido.

Procedimiento:

En el caso de los roedores, tras el periodo experimental se mantuvieron
en ayuno durante 4 horas, tras lo cual se anestesiaron y sacrificaron por
sobredosis con CO2 cientificos (Real Decreto 53/2013). A continuacion, se
inmovilizaron en posicion de decubito supino, se cortd y rebatié la piel abdominal,
y se procedié a la extraccion de la sangre por aspiracion intracardiaca. Por

centrifugacion de la sangre se obtuvieron el suero y el plasma (recogido con
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EDTA), que se emplearon para las determinaciones bioquimicas
correspondientes. A posteriori, se perfundié con PBS el sistema circulatorio del
animal. Rapidamente, se extrajo el higado, se pesd y una parte se conservo en
formaldehido al 4% para el analisis histologico. El resto se congel6 en Nz liquido
y posteriormente se almacend a -80 °C hasta el momento de su analisis.

Respecto a los cerdos, transcurrido el periodo experimental, se les
mantuvo en ayuno durante 12 horas, tras lo cual se anestesiaron con Propofol ®
y se les eutanasidé por sobredosis del mismo anestésico. La toma de muestras
se realiz6 mediante laparotomia, se obtuvieron muestras de grasa subcutanea,
grasa abdominal, higado y sangre mediante puncion de la vena esplénica. Una
alicuota del higado se embebié en formaldehido al 4% para el analisis
histologico. El resto se congeld en N2 liquido y posteriormente se almaceno a -

80 °C hasta el momento de su analisis.

V.1.3 Cultivo celular

V.1.3.1 Manejo y condiciones de cultivo

El trabajo realizado con cultivo celular se llevé a cabo en campana de flujo
laminar en las mas estrictas condiciones de asepsia. Las células se mantuvieron

a 37 °C en una atmosfera de 95% de aire y 5% de COa.

V.1.3.2 Mantenimiento de la linea celular AML12

Reactivos:

*+ Medio esencial Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con glucosa
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

* Medio Ham’s F12 (HyClone Laboratoires, Logan, Utah, USA)

« SFB: Suero Fetal Bovino (Thermo Fisher Scientific). Previo a su utilizacion,
se sometid a una temperatura de 56 °C durante 30 minutos en un bafio
termostatizado para inactivar las proteinas del complemento.

* Penicilina (10000 U/ml) (Thermo Fisher Scientific)

+ Estreptomicina (10000 pg/ml) (Thermo Fisher Scientific)

* L-glutamina 4 mM (Thermo Fisher Scientific)

* Aminoacidos no esenciales 10 mM (Thermo Fisher Scientific)

« Material de cultivo celular estéril (Sarstedt, Numbrecht, Alemania)

+ Dexametasona (Sigma Aldrich; Merck Millipore, Darmstadt, Alemania)

* Insulina, transferrina y selenio (x500) (Corning, Bedford, MA, USA)
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Procedimiento:

Las celulas se mantuvieron en crecimiento a 37 °C y atmdsfera de CO: al
5% en botellas de plastico para cultivos de 25 cm?. El medio para la linea celular
AML12 estaba formado por medio DMEM y Hams F12 en proporcién 1:1,
suplementado con SFB al 10%, penicilina al 1%, estreptomicina al 1%,
dexametasona a 40 ng/ml, insulina a 10 pg/ml, transferrina a 5,5 pg/ml y selenio

a 5 ng/ml. El medio de cultivo se cambio6 cada 2 dias.

V.1.3.3 Tripsinizacion de los cultivos

Reactivos:

PBS x10 (Thermo Fisher Scientific)

Agua destilada autoclavada

PBS x1: PBS x10 en agua destilada autoclavada en proporcion 1:9.
Tripsina al 2,5%, 10X (Thermo Fisher Scientific)

EDTA 10 mM: 372 mg en 100 ml filtrados bajo campana de flujo laminar
por un filtro de esterilidad Millex® de PVDF de 0,22 ym de tamano de poro
(Sigma Aldrich, Merk Milipore)

Procedimiento:

Cada 7 dias aproximadamente, cuando las células alcanzaban un 90% de
confluencia se procedia a su individualizacion. Para ello se aspiraba el medio de
cultivo, se lavaban con 5 ml de PBS x1 dos veces y se incubaban durante 5-10
minutos a 37 °C con 1 ml de una solucién de tripsina (50 ml de agua destilada;
5,5 ml de PBS 10X; 7,7, ml de tripsina 10X; 7,7 ml de EDTA 10 mM). Pasado
este tiempo, las células se homogeneizaban en 5 ml de medio de cultivo y se

procedia a resembrar en las condiciones oportunas.

V.1.3.4 Siembra de los cultivos

El volumen de siembra de las células varié en funcién de la superficie a
trabajar de manera que, el cultivo empezase con un 15-20% de confluencia tras
sembrar las células. Para este trabajo, el mantenimiento de las células se realizé
en cajas de 25 cm?, mientras que los experimentos se realizaron en placas de 6
pocillos de 3,33 cm? de diametro. En las primeras se sembraban entre 700.000

y 1.000.000 células con un volumen final de 5 ml, mientras que en las placas se
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sembraban unas 100 000 células por pocillo y se llevaban a un volumen final de

2,5 ml con medio de cultivo.

Los experimentos se iniciaban a confluencia de 60% si concurrian
incubaciones de 48-72 horas, o a confluencias del 80-90% si el experimento
tomo menos de 24 horas. Tras el periodo de incubacién las células se recogieron

y estudiaron mediante el método oportuno en cada caso.
V.1.3.5 Congelacion/descongelacion de las células

Reactivos:

* SFB (Thermo Fisher Scientific)
+ DMSO (Sigma Aldrich; Merck Millipore)

Procedimiento:

Se procedié de manera similar a la tripsinizacién, los 5 ml de células
resuspendidas en medio de cultivo resultante se centrifugaron a 300 g durante 5
minutos. Posteriormente, se aspird el medio y al sedimento celular se le afiadio
1 ml de SFB con DMSO al 10% gota a gota muy frio. La mezcla se guardo6 en
viales y la congelacion se efectué de manera progresiva en un contenedor con
isopropanol (5100 Cryo 1 °C Freezing Container, Mr. Frosty) en un congelador
de -80 °C durante 24 h. Posteriormente, los tubos se almacenaron en nitrégeno

liquido hasta su utilizacion.
V.1.3.6 Adicion de acidos grasos al medio

Reactivos:

+ Estearico (C18:0) (Sigma Aldrich; Merck Millipore)

* Hidréxido Sodico 1M (Sigma Aldrich; Merck Millipore)
+ Etanol 100% (Sigma Aldrich; Merck Millipore)

+ Albumina (Panbiotech, Aidenbach, Alemania)

Procedimiento:

El esteérico se diluy6 en etanol al 100% a una concentracién de 100 mM
y se almacend a -20 °C. Posteriormente se pipeted el volumen pertinente de
estearico 100 mM, y calentado la disolucion previamente a 40 °C a fin de evitar
precipitaciones del estearico y un pipeteo erroneo del mismo. Este estearico era
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posteriormente convertido a su sal sddica por adicion de una cantidad equimolar
de hidréxido sédico 1 My calentamiento a 50 °C bajo corriente de nitrégeno. Tras
la evaporacion del alcohol, se reconstituyd el pellet de acidos grasos
saponificados en medio con albumina al 5%, DMEM para experimentos con
HepG2 o DMEM:HamsF12 (1:1) para experimentos con AML12. Finalmente, se

paso por un filtro de esterilidad Millex® en una cabina de flujo laminar.

Previa adicion del medio con estearico a las células en cultivo, se lavaron

2 veces con el mismo volumen de incubacion con PBS x1.
V.1.3.7 Incubacion con 17f- estradiol

El 17B- estradiol (Sigma Aldrich; Merck Millipore) se diluyé en etanol al
100% a concentraciéon 9 mM. A partir de este se prepar6 una dilucién intermedia
a 50 uM de la que se pipeted el volumen pertinente para anadir al medio de
cultivo cuya concentracion final fue de 50 nM. Las disoluciones de 173-estradiol

se almacenaron a -20 °C durante periodos no superiores a 1 mes.

Asimismo, el medio DMEM que se utilizé para aquellos experimentos en
los que se adiciond el 173 estradiol carecia de rojo fenol, ya que este se ha

demostrado capaz de interactuar con los receptores de estrogenos (485).

V.2 Estudio de la expresion génica

V.2.1 Extraccion del RNA

Reactivos:

» Agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC) al 0,05% (v/v), autoclavada

durante 1 hora a 1 atmdsfera

Cloroformo

Isopropanol

Solucién de etanol al 75% en agua DEPC.

1XTBE: Tris base 9 mM, EDTA 50 mM (pH 8) y acido borico 90 mM

Tampdn de carga de RNA: Azul de bromofenol al 0,25% (p/v), xileno de

cianol al 0,25% (p/v), glicerol al 50% (p/v) y EDTA 1 mM

» Reactivo de extraccion de RNA: Tri Reagent (MRC, Inc. Cincinnati, OH,
USA)

* Bromuro de etidio (10 mg/ml)

* Gel de agarosa al 1%: 0,5 g de agarosa en 50 ml de tampdn 1x TBE.
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Procedimiento:

Para la extraccion de RNA se utilizé material estéril libre de RNasas y
sobre nieve carbonica a fin de mantener los tejidos congelados y evitar la
degradacion del RNA. El procedimiento de extracciéon de RNA a seguir fue el

mismo tanto para los tejidos de origen animal como para las células en cultivo.

Se tomd para cada muestra una alicuota congelada de unos 50 mg de
tejido y se introdujo en un tubo de polipropileno estéril que contenia 1 ml del
reactivo de extraccion. Se homogenizé inmediatamente mediante el uso de un
ultraturrax previamente limpiada y libre de RNasas, el cual ademas se limpid
entre muestra y muestra. Posteriormente se transfirio el contenido a un tubo
Eppendorf y se dejé 5 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 200 ul de
cloroformo a cada tubo, se agitaron las muestras por inversion, y se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se centrifugaron a
4 °C durante 15 minutos a 12.000 g, y la fase superior acuosa se transfirié a un
nuevo tubo eppendorf, al que se afadieron 0,5 ml de isopropanol. Se mezclo
vigorosamente por inversion y se incubé a temperatura ambiente durante 10
minutos, pasados los cuales se centrifugd en las mismas condiciones anteriores.
Tras la centrifugacion, se deshechoé el sobrenadante, y el precipitado obtenido
se lavé con 1 ml de etanol al 75% y se centrifugd a continuacién a 12.000 g
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se decanté de nuevo el
sobrenadante vy, tras dejar secar el precipitado brevemente, se disolvidé en agua
tratada con DEPC.

Seguidamente se midié la concentracion del RNA en el espectrofotdmetro
Nanodrop ND-1000 UV/Vis por absorbancia a 260 y 280 nm. La concentracién
se calcul6 en base a que 1 mOD a la longitud de onda de A2e60 corresponde a una
concentracion de 40 ug/ml. Se comprobd que la relacion entre las dos longitudes
de onda se encontrase entre 1.8 y 2.0. Un ratio inferior reflejaria una posible

contaminacién con proteinas y DNA.

La calidad del RNA extraido se verifico por electroforesis de 500 ng de
RNA de cada muestra en un gel de agarosa al 1% en 1xXTBE que contenia

bromuro de etidio, a 80 V durante 30 minutos. La visualizacidon de las tres bandas

97



W atenial o4 metodos

caracteristicas del RNA ribosémico (5S, 18S y 28S) se efectu6 mediante un
transiluminador de UV. Posteriormente, el RNA se mantuvo almacenado a -80
°C.

V.2.2 Eliminacion del DNA contaminante
Reactivos:

e Kit comercial Turbo DNasa RNASa-Free (Thermo Fisher Scientific)
e Agua DEPC

Procedimiento:

Tras la extraccion del RNA han podido quedar restos de DNA gendmico
en las muestras que pueden interferir en analisis posteriores. Por ello, se realizé

el tratamiento del RNA con una DNAsa.

El procedimiento se realizoé en el termociclador siguiendo las indicaciones
del fabricante. Se incubaron durante 30 minutos a 37 °C 5 ug de RNA junto con
la DNasa | y el tampdn correspondiente. Después se inactivo la enzima, se
centrifugo la muestra y se recogio el sobrenadante en un nuevo tubo eppendorf.

Tras ellos, se volvio a valorar concentracion, pureza e integridad de la muestra
V.2.3 RNA Quality Integration (RQI)

Para el analisis transcriptomico llevado a cabo en el segundo manuscrito
se realizé un analisis pormenorizado de la calidad de los RNAs a secuenciar
mediante el sistema de Experion™ de electroforesis automatizada y el chip
Experion™ RNA StdSens. El equipo realiza una electroforesis con cada muestra
elaborando un electroforegrama donde se observan los picos de intensidad de
la absorbancia con respecto al tiempo. Posteriormente mediante la medicidén de
las areas de los picos correspondientes a los RNA 18S y 28S se obtiene el RQ
(RNA Quality integration), el cual va de O si el RNA esta degradado, a 10 si el
RNA esta en perfectas condiciones. Todos los RNAs enviados a secuenciar
obtuvieron un RQI superior a 9.
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V.2.4 Secuenciacién masiva del RNA (RNAseq)

A fin de desentrafiar la expresion de los genes hepaticos implicados en la
respuesta a una dieta esteatdsica en los cerdos, se llevo a cabo el analisis del
transcriptoma hepatico mediante secuenciacion masiva. Para la secuenciacion
del RNA se prepar6 un pool para cada una de las condiciones de estudio a
secuenciar con cuatro muestras representativas y se enviaron a GATC
Biotechnology (Konstanz, Germany) ahora perteneciente a Eurofins Genomics
(Ebersberg, Germany) donde se realiz6 la construccion de la libreria, la
secuenciacion y los analisis bioinformaticos pertinentes. Se realizdé una lectura
pareada cuyo tamafo era de 125 pb mediante la plataforma de secuenciacién
llumina Hiseq 2500 system. Los fragmentos leidos se alinearon al genoma de
referencia (Ensembl Sus scrofa genome 10.2; www.ensembl.org) utilizando el
programa Bowtie y se generd los alineamientos del genomal/transcriptoma. A
continuacion, los transcritos de este alineamiento se identificaron y cuantificaron
utilizando Cufflinks. Posteriormente los fragmentos de transcritos identificados
se juntaron para poder cuantificar la totalidad del transcrito y se anotaron los
transcritos utilizando el software Cuffmerge. Finalmente, los transcritos de las
muestras fueron comparadas utilizando Cuffdiff para determinar los niveles de

expresion diferencial de genes y transcritos entre los dos grupos.

V.2.5 Retrotranscripcion
Reactivos:

e Kit commercial Prime Script™ Reagent (Perfect Real Time) (Takara,
Kusatsu, prefectura de Shiga, Japon)
e Agua DEPC

Procedimiento:

Para llevar a cabo la retrotranscripcion del RNA se siguieron las
indicaciones del fabricante. Se llevaron 500 ng de RNA a un volumen de 6,5 pl
afiadiendo agua DEPC, posteriormente se le adicioné 3,5 ul de una mezcla
formada por primers oligo dT, primers random, enzima retrotranscriptasa y
tampdn 5x en las siguientes proporciones 1:1:1:4, se mezcld bien y se incubé a

37 °C durante 15 minutos, seguidos de 5 segundos a 85 °C. Una vez finalizada
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la retrotranscripcion se diluyo el cDNA con agua de PCR a la concentracién

adecuada para cada gen, unos a 12,5 ng/ ul y otros a 1,25 ng/ ul.

V.2.6 PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR)

Reactivos:

e Agua filtrada de PCR.

e Kit de SYBR®Green (SYBR®Green, Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific).

e Cebadores o Primers especificos para los genes a estudiar

Procedimiento:

La gPCR es una técnica capaz de medir la amplificacion de un fragmento
DNA diana al tiempo que se desarrolla la reaccion a diferencia de la PCR
tradicional, en la que solo se permite valorar a tiempo final la presencia o
ausencia del fragmento de DNA en nuestra muestra. El proceso de reaccion de
la gPCR es idéntico a la de una PCR con la adicion de un reactivo fluorescente.
En este caso se ha trabajado con SYBRGreen®, éste es un agente intercalante
que se introduce en la estructura secundaria de la doble hélice de DNA, una vez
unido es capaz de emitir una sefial fluorescente a 520 nm cuando se excita a
497 nm, la cual proporcional al numero de copias generadas por la PCR. El
equipo va realizando mediciones de dicha fluorescencia en cada ciclo para cada

una de las muestras a analizar.

Para llevar a cabo la qPCR se realizaron 40 ciclos de amplificacion en el
termociclador, que constaban de las siguientes etapas: desnaturalizacion de la
doble hebra de DNA a 95 °C durante 15 segundos, hibridacion a 60 °C de los
cebadores al extremo 3’ de cada una de las hebras y extension de la cadena
durante 1 minuto mediante la actividad de la DNA polimerasa.

Esta reaccion se llevo a cabo en un volumen de 12,5 pl por muestra y en

duplicado que contenia los siguientes reactivos:

* 1 ul del cDNA en la dilucién 6ptima en cada caso

* 6,25 ul de la mezcla de Sybr Green Master

* 0,2-1,25 pl del primer directo (concentracion final de 80-500 nM)
* 0,2-1,25 pl del primer reverso (concentracion final de 80-500 nM)
* Agua hasta un volumen final de 12,5 pl
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En cuanto a los equipos empleados, fueron un ViiA7 Real-Time PCR
System para las placas de 384 pocillos, un Step One Real-Time PCR System
para las de 48 pocillos y un Step One Plus Real-Time PCR System para las de
96 pocillos. Todos de Thermo Fisher Scientific.

V.2.7 Eleccion del gen de referencia

Para llevar a cabo una cuantificaciéon con los datos de una qPCR hace
falta el uso de un gen de referencia o housekeeping para corregir errores durante
los procesos de retrotranscripcion o extraccion del RNA que puedan dar lugar a
diferencias en la cantidad de cDNA en nuestras muestras de estudio. El
housekeeping o gen de referencia es un gen cuya expresién no varia en las
condiciones de estudio. En el caso del raton, se eligio como gen de referencia la
ciclofilina B, ya que es un gen muy estable en higado, como se ha podido
comprobar en estudios precedentes de nuestro grupo de investigacion (391,
441), mientras que para los estudios de cerdo se exploraron varios posibles
genes de referencia siendo UBA52 el mas estable. La cantidad relativa de todos
los mMRNAs se expresé en relacion con la expresion del gen de referencia

mediante la ecuacién 2-24Ct (486).

V.2.8 Diseno de cebadores y optimizacion

A la hora de hacer una gPCR, el disefio de los primers es crucial habiendo
varios programas para ello. Para esta tesis se opto6 por la herramienta que ofrece
el NCBI, Primer BLAST, (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/) con el
que se disenaron primers cuya longitud fuese de 18-24 bases, con un contenido
de G:C entre 40 y 60%, cuya Tm fuese de 60 £ 2 °C y su fragmento amplificado
de 100-500 pb. Asi mismo también se persiguid que estos primers se iniciasen y
terminasen por bases puricas, evitado potenciales horquillas internas o
formacion de dimeros entre ellos e idealmente que la pareja hibridase en exones
diferentes, para evitar la amplificacion de una potencial contaminacion por DNA

gendémico.
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Para confirmar la especificidad de los cebadores, se realizé una segunda
comprobacién en la base de datos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
del NCBI para asegurar que cada pareja sélo reconocia la secuencia objeto de

estudio.

Con cada pareja de cebadores se efectuaron las rectas de calibrado para
conseguir las condiciones en las que su eficiencia de amplificacion fuese la
correcta (entre 90-110%) y conocer la dilucion de trabajo éptima en cada caso.
Las secuencias de oligonucledtidos utilizadas se indican en el apartado de
resultados segun las normas MIQE (487).

V.3 Estudio histologico y determinaciones
analiticas del higado

El estudio histolégico se realizoé con las muestras de higado tomadas en
paraformaldehido al 10% con todos los animales incluidos en los estudios. Tras
48 horas en formol, se incluyeron en parafina segun la técnica convencional,
mediante un proceso de deshidratacion con alcoholes de graduacién creciente,
aclaramiento mediante sumersion en xileno y finalmente inclusion en parafina
(punto de fusion de 56 °C), todo este trabajo se realiz6 mediante un inclusor
automatico. Se separaron los bloques de parafina y se realizaron cortes
histolégicos de 4 um de espesor que fueron desparafinados mediante aplicacion
de calor durante 30 minutos a 60 °C, seguido de dos lavados de 5 minutos en un
bafio de xileno. Se transfirieron los cortes en las siguientes soluciones para
proceder a su hidratacién durante 3 minutos a temperatura ambiente: etanol al
100% dos veces; etanol 95%, 90%, 85%, 70%, 50% y 30%; y finalmente 2
lavados en agua destilada. Una vez hidratados, el procedimiento a seguir vario

en funcién de que es lo que se pretendia observar en dicha muestra.

V.3.1 Hematoxilina-eosina

Para la identificacion de patologias hepaticas que pudieran generar datos
aberrantes, asi como para la cuantificacion de la gota lipidica los cortes se
tifieron con hematoxilina-eosina (H-E) siguiendo un protocolo estandar de tincion

(488). A continuacion, se observaron con un microscopio optico Nikon (Eclipse
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E200) y se fotografiaron con una camara digital Nikon (DS-Fi1) acoplada al
microscopio. A partir de estas fotografias se evalud y cuantificé el contenido de
grasa en el higado mediante un programa de procesamiento de imagenes
(Adobe PhotoShop CS3) que nos permiti6 medir la superficie de las gotas
lipidicas. El resultado se expres6 como porcentaje del area de la seccidn

ocupada por las gotas lipidicas.

V.3.2 Tricromico de Masson

Para evidenciar y cuantificar el area de las fibras en el higado se procedi6
a realizar la tincion tricromica de Masson, con la que las fibras de colageno

adquieren un color azul oscuro.

Tras la rehidratacion de los cortes histologicos, se sumergieron las
muestras 5 minutos en hematoxilina de Weigert seguido de un lavado bajo
corriente de agua durante 10 minutos. A continuacion, se sumergieron en fucsina
acética al 1% y se lavaron con agua acética al 1%, posteriormente en acido
fosfotungstico al 5% y de nuevo en acético al 1% durante 5 minutos cada uno de
los lavados. Posteriormente se introdujeron las muestras en azul de anilina al 1%
durante 30 segundos, se lavd de nuevo con acético al 1% y se procedio a

deshidratar y montar la preparacion.

Las fotografias y la cuantificacion se realizaron de manera similar a la
descrita para la hematoxilina-eosina, a diferencia de que las microfotografias se
tomaron a x100 en vez de a x400, y el objetivo a cuantificar era el area ocupada

por fibras.
V.3.3 Inmunohistoquimica
Reactivos
e Tampon citrato (Tris-citrato de sodio 10 mM, acido citrico 1,9 mM, pH 6,0)
¢ Kit de DAKO EnVision+System-HRP (DAB) (DAKO Corporation, Carpinteria,

CA, USA)
e TBS (Trizma base 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,6)
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Procedimiento

El estudio inmunohistoquimico pretende detectar las proteinas de interés
en un corte histoldgico del tejido en estudio. Para esta técnica, tras la hidratacion
de los cortes histolégicos, se procedio a la exposicion de los epitopos antigénicos
mediante incubacion con tampon citrato en bafio termostatico en ebullicion
durante 30 minutos. A continuacion, la peroxidasa endogena fue inactivada
incubando las secciones 3 minutos en H202 con metanol al 3% (suministrado en
el kit de DAKO EnVision+System-HRP), seguido del bloqueo durante 1 hora a
temperatura ambiente en TBS con BSA al 5%. La inmunohistoquimica se llevo a
cabo incubando a 4°C toda la noche con anticuerpos policlonales generados en
conejo frente a LGALS3 (ref. 14979-1-AP) e ISG15 (ref. 15981-1-AP) ambos de
Proteintech Group, Inc., (Manchester, UK), y diluidos 1/200 en TBS con albumina
al 1%. Para la deteccion del anticuerpo se utilizé un anticuerpo secundario frente
a anticuerpos de conejo unido a peroxidasa (K4010, DAKO) y para su deteccion
se utiliz6 DAB también procedente del kit de DAKO. Finalmente, las secciones
fueron contrastadas con hematoxilina durante 5 minutos. Para evaluar la
especificidad de la técnica, se llevaron a cabo controles incubando las secciones

de higado en TBS sin anticuerpo primario.

V.3.4 Lipidos hepaticos

Reactivos

e PBS (pH 7,4) (NaCl 136 mM, KCI 0,2 g/l, NazHPO4 1,44 g/l y KH2PO4 0,24
a/l)

Cloroformo: metanol en proporcion 2:1

Isopropanol

Kit Infinity™ Cholesterol (Thermo Fisher Scientific)

Kit Infinity™ Triglycerides (Thermo Fisher Scientific)

Procedimiento:

Se tomo una muestra de higado (20 mg aproximadamente) registrando su
peso para referir los resultados al mismo. A continuacién, se afiadiéo 1 ml de PBS
y se homogeneiz6 mediante un homogenizador tipo potter hasta la completa
disgregacion del tejido y se transfirid a un tubo de vidrio. La extraccion de lipidos

se inicid con la adicion de 3 ml de cloroformo:metanol en proporcion 2:1, se
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mezcl6 y se centrifugd a 500 g durante 5 minutos siguiendo el método de Folch
(489).

Tras la centrifugacion, en la fase inferior, la organica, se encontraban los
lipidos solubilizados, los cuales se recogieron con pipeta Pasteur y se
transfirieron a otro tubo de vidrio. Se volvié a repetir el proceso de extraccion con
1,5 ml de la mezcla cloroformo: metanol y se centrifugd en las mismas
condiciones. Se tomo de nuevo la fase organica y se combind con la extraida en
la centrifugacion anterior. Finalmente se evaporo6 el cloroformo en un bafio a 50
°C bajo corriente de nitrégeno para evitar la oxidacion de los lipidos y éstos se
solubilizaron en 200 pl de isopropanol. Con los extractos lipidicos disueltos en

isopropanol se determinaron los triglicéridos y el colesterol.

V.3.4.1 Determinacion del colesterol hepatico

El colesterol hepatico se cuantificd mediante el Kit colorimétrico Infinity ™
Cholesterol (Thermo Fisher Scientific). El cual contiene las enzimas y sustratos
necesarios para convertir todo el colesterol presente en la muestra en una
quinona coloreada cuya absorbancia maxima corresponde a 550 nm. Las

reacciones que tendran lugar para dicha reaccién son las siguientes:

Colesterol esterasa
Colesterol esterificado » Colesterol + acidos grasos libres

Colesterol oxidasa
Colesterol + O2 » (Colest-4-en-ona + H202

Peroxidasa

2H202 + 4-aminoantipirina + p-hidroxibecenosulfonato———— Quinoneimina
+4 H20

Para efectuar la reaccion, se incubaron 2 pyl de muestra con 100 pl de
reactivo durante 30 minutos a temperatura ambiente, se incluyé una muestra sin
colesterol como blanco y un calibrador de colesterol cuya concentracion fue 200
mg/dl. La lectura de las absorbancias se llevd a cabo en el lector de placas
ESPECTROstar Nano (BMG labtech, Ottenberg, Alemania) a la longitud de onda
de 510 nm.
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V.3.4.2 Determinacién de los triglicéridos hepaticos

Los triglicéridos hepaticos se cuantificaron mediante el Kit colorimétrico
Infinity T Triglycerides (Thermo Fisher Scientific). El cual contiene las enzimas
necesarias para llevar a cabo la hidrdlisis enzimatica de los triglicéridos y la
subsiguiente fosforilacion y oxidacion del glicerol liberado. Fruto de eta oxidacion
surge el H202 que se procesara para dar el mismo compuesto coloreado que con
el colesterol: la quinoneimina. Las reacciones que tendran lugar seran las

siguientes:

Lipasa
Triglicéridos + H2O —— > Gilicerol + acidos grasos libres

Glicerol quinasa

Glicerol + ATP » Glicerol-3-fosfato + ADP
Glicerol fosfato oxidasa
Glicerol-3-fosfato + Oz » Dihidroxiacetona-fosfato + H202
Peroxidasa

H202 + 4- aminoantipirina + 3,5 DHBS —— > Quinoneimina + 2 H20

Las condiciones de lectura fueron las mismas que en el caso del
colesterol, a diferencia de que, en esta vez, ademas del blanco, se incluyd una

recta de calibrado de glicerol con concentraciones desde 0,625 hasta 10 mM.
V.3.5 Lipidémica

Reactivos

Isopropanol (Sigma Aldrich; Merck Millipore)

Acetronilo (Sigma Aldrich; Merck Millipore)

Agua calidad HPLC (Sigma Aldrich; Merck Millipore)

Formiato amdnico (Sigma Aldrich; Merck Millipore)

Cloroformo (Sigma Aldrich; Merck Millipore)

Metanol (Sigma Aldrich; Merck Millipore)

Shimadzu HPLC System (Shimadzu UK Limited, Milton Keynes, United
Kingdom)

+ Columna Waters Acquity UPLC® CSH C18

» Scientific Exactive Orbitrap (Thermo Fisher Scientific)
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Procedimiento:

El analisis de lipidomica se llevd a cabo en las instalaciones del Dr.
Koulman en el Institute of Metabolomic Science de la Universidad de Cambridge.
En primer lugar se realizé una extraccion de Folch, para ello 5-10 mg de higado
se lisaron en 1 ml de cloroformo:metanol (2:1) mediante un homogenizador y
bolas metalicas. Posteriormente se afiadieron 150 yl con los estandares internos
recogidos en la tabla 4 y 400 ul de agua. Tras agitar y centrifugar, 300 yl de la
fase organica se recogieron y secaron mediante el speedvac, para
posteriormente reconsituirlos en 100 pyl de un mix constituido por
isopropanol:acetronilo:agua (2:1:1). Una vez reconstituidos se procedié a su

estudio mediante cromatografia liquida seguida de espectrometria de masas.

Clase lipidica Estandar Casa Referencia Concentracion
Interno comercial estandares

internos en el

premix (ug/ml)

Ceramidas C16-d31 AVANTI 868516P 1,8
Cardiolipinas TG(45:0-d29) QMX D-5213 2,5
Acido fosfatidico PA(C16:0- AVANTI 860453P 2,5
d31/C18:1) Na*
Lisofosfatidil colina LPC(C14:0)-d42 QMX D-5885 2,5
Lisofosfatidil LPC(C14:0)-d42 QMX D-5885 2,5
etanolamina
Acidos grasos FA(C17:0-d33) QMX D-5261 2,5
Fosfatidil colina PC(C16:0- AVANTI 860399P 2,5
d31/C18:1)
Fosfatidil etanolamina PE(C16:0- AVANTI 860374P 2,5
d31/C18:1)
Fosfatidil inositol P1(C16:0- AVANTI 860042P 2,5
d31/C18:1)
NHas*
Fosfatidil glicerol PG(C16:0- AVANTI 860384P 2,5
d31/C18:1) Na*
Fosfatidil serina PS(C16:0-d62)  AVANTI 860401P 2,5
Na*
Triglicéridos TG(45:0-d29) QMX D-5213 2,5
Esfingomielinas SM(C16:0-d31)  AVANTI 868584P 2,5
Sulfolipidos PG(C16:0- AVANTI 860384P 2,5

d31/C18:1) Na*

Tabla 4. Estdndares internos utilizados para el andlisis de lipiddmica.
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Para ello 10 yl de la muestra se inyectaron con el equipo Shimadzu HPLC
System (Shimadzu UK Limited, Milton Keynes, United Kingdom) en una columna
Waters Acquity UPLC® CSH C18 mantenida a 55°C. Se utilizaron dos fases moviles
en gradiente, una fase movil A constituida acetronilo y agua (6:4) con formato de
amonio 10 mM y una fase movil B formada a partir de isopropanol y agua (9:1)
con formiato de amonio 10 Mm. El flujo se mantuvo a 500 pl/minuto con el

siguiente gradiente:

Tiempo (min) 0.00 0.40 | 0.45 2.40 2.45 7.00 8.00

% Fase B 40% 43% | 50% 54% 70% 99% | 40%

La aguja de inyeccion fue limpiada utilizando isopropanol y acetronilo (9:1)
con acido formico al 0,1%. El espectrometro de masas utilizado fue Scientific
Exactive Orbitrap con un electrosplay de ionizacion caliente (Thermo Fisher
Scientific, Hemel Hempstead, UK). Antes de procesar las muestras, se calibro el
espectrometro de masas utilizando unas soluciones de calibracion tanto en
ionizacion negativa como positiva. Adicionalmente, la fuente del electrospray fue
optimizada para que con una mezcla 50:50 de la fase moévii A y B
rociase/pulverizase/spray la muestra de manera estable (Temperatura del
capilar: 380 °C, temperatura del calentador de la fuente; 420 °C, voltaje de la
fuente, 3,5 Kv. La resolucién del espectrémetro de masas fue puesta a 25.000 a
modo full-scan desde 100 hasta 1800 Da, con continuos cambios entre modo
positivo y negativo. La cuantificaciéon de los lipidos se realizé utilizando el area
bajo la curva (AUC) del correspondiente cromatograma iénico de alta resolucién
(con una ventana de + 8 ppm) en su adecuado tiempo de retencién. Para hacer
el analisis semicuantitativo y corregir cualquier variacion durante la extraccion o
debida al instrumento la AUC de cada analito se relativizé al AUC del estandar

interno de dicha clase lipidica.
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V.4 Determinaciones analiticas del plasma
V.4.1 Glucosa

La medicién de la glucosa presente en la muestra de plasma se realizd
utilizando un kit de Biosystems (Barcelona, Espafa), Este kit contiene todas las
enzimas necesarias para realizar las reacciones descritas a continuacion y poder

valorar la presencia de la glucosa en una muestra:

Glucosa oxidasa
Glucosa + %2 O2 + H202 » Gluconico + H202

Peroxidasa
H202 + 4- aminoantipirina + 3,5 DHBS ———————— Quinoneimina + 2 H20
Para ello se incubaron 2 pl de la muestra con 100 pl del reactivo durante
5 minutos a 37 °C. La concentracién de glucosa se determind a partir de la
absorbancia medida a 510 nm en el lector de placas ESPECTROstar Nano a la
longitud de onda de 510 nm. Como calibrador se utilizé una solucion de glucosa
a 100 mg/dl y como blanco una muestra de agua.

V.4.2 Triglicéridos y colesterol

Las mediciones de triglicéridos y colesterol se realizaron utilizando los kits
anteriormente descritos para la medicion de estas biomoléculas en el higado. Se
depositaron 2-5 pl de la diluciéon adecuada del plasma y 100 ul de la mezcla de
reaccion, se incubd 15 minutos a temperatura ambiente y se leyo la placa en el
lector de placas ESPECTROstar Nano a la longitud de onda de 510 nm.

V.4.3 Acidos grasos no esterificados (NEFA)

Los acidos grasos no son solubles en soluciones acuosas, por ello para
su transporte en suero suelen estar asociados a lipoproteinas en forma de
triglicéridos. Esto sucede fundamentalmente cuando los lipidos se desplazan
desde el higado hacia el resto de tejidos. Sin embargo, también puede suceder
que estos se desplacen asociados a la albumina en forma de acido graso no
esterificado, siendo mas caracteristico de una situacién en la que la movilizacién

de lipidos desde los tejidos periféricos. Para medir este segundo transporte de

109



W atenial 4 metodos

acidos grasos se utilizé el kit comercial para la determinacién de NEFA (Fuijifilm
Wako Chemicals Europe GMBH, Neuss, Alemania). El cual contiene todas las
enzimas necesarias para llevar a cabo la conversion de los NEFA a un sustrato

cuantificable mediante colorimetria:

Acil CoA sintetasa

RCOOH + ATP + CoA » Acil-CoA + AMP + PPi
Acil-CoA oxidasa
Acil-CoA + O » 2 3-trans-Enoil-CoA + H202
Peroxidasa

H202 + 4-aminoantipirina + MEHA ~————— Complejo cromatico violeta +
H20

Se incubaron 2-6 ul de plasma con 100 pl del reactivo R1 a 37 °C durante
3 minutos, transcurrida la conversion de los NEFA a acil-CoA, se le anadio 50 ul
del reactivo R2 y se incubd durante 4 minutos a 37 °C. Tras esta segunda
incubacion todo el Acil-CoA se convirtié en un complejo cromatico violeta y se
procedié a medir la placa en el lector de placas ESPECTROstar Nano a la
longitud de onda de 546 nm. Como calibrador se utilizé una diluciéon de acido

oleico a 100 mg/dl y como blanco una muestra de agua.
V.4.4 Cuerpos cetonicos

La medicion de los cuerpos cetonicos plasmaticos se llevd a cabo
mediante el uso del kit colorimétrico Autokit total ketone Bodies de (Fujifilm Wako
Chemicals Europe). El cual determina la concentracién de cuerpos cetonicos
midiendo el ratio de produccion de Tio-NADH mediante las siguientes reacciones
catalizadas por la 3-hidroxibutirato deshidrogenasa (3-HBDH):

NAD 3-HB Thio-NAD
N/ \
3-HBDH 3-HBDH

NADH /\ AcAc /N

Thio-NADH

En cada pocillo de una placa de 96 pocillos se incubaron de 1-3 ul de

plasma junto con 90 pl del reactivo R1 durante 5 minutos. Posteriormente se le
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afiadio 30 pul del Reactivo R2 y se volvio a incubar 5 minutos mas. Finalmente,
una vez transcurrida la reaccion, se procedié a medir la placa en el lector de
placas ESPECTROstar Nano a la longitud de onda de 405 nm. Como calibrador
se utilizé una dilucion de cuerpos cetonicos a 300 uM y como blanco una muestra
de agua.

V.4.5 Enzimas hepaticas

Para la medicién de las enzimas hepaticas ALT, ALP, AST, GGP y de la
bilirrubina plasmatica, una alicuota de cada una de las muestras plasmaticas
fueron enviadas al laboratorio clinico del Hospital Clinico Universitario Lozano

Blesa (Zaragoza, Spain)

V.4.6 Separacion de lipoproteinas por cromatografia
liquida de filtracion por gel (FPLC)

Reactivos:

+ Tampon de elucion de la columna PBS (NaCl 136 mM, KCI 0,2 g/,
Naz2HPO4 1,44 g/l y KH2PO4 0,24 g/l, pH 7,4)

Tampon de almacenamiento PBS (pH 7,4) con NaNs al 0,1%
Columna cromatografica de Superose 6B (GE Healthcare)

Equipo de FPLC (GE Healthcare)

Colector de fracciones (GE Healthcare)

Procedimiento:

La separacion de las lipoproteinas de las muestras de plasma segun su
tamano se realiz6 a través del FPLC. Esta técnica consiste en una columna cuya
matriz permite separar los distintos solutos de una muestra en funcion de sus
caracteristicas. Para las lipoproteinas optamos por una columna cuya matriz
estaba formada por pequenas esferas de un polimero entrecruzado de agarosa,
las cuales contienen unos poros por los que las moléculas de tamafio pequefio
pueden entrar, teniendo que hacer un recorrido mayor hasta salir de la columna,
quedando asi retenidas temporalmente mientras que las moléculas mayores no
pueden penetrar y son eludidas mas rapidamente. La columna utilizada contenia
una matriz cuyas esferas tenian unos poros de tamano seleccionado para un

rango de separacion optima de 5x103-5x108 de peso molecular.
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La salida de las proteinas de la columna se detecta normalmente por
absorcién de la luz, a una longitud de onda de 280 nm. A esta longitud de onda,
las proteinas absorben mucha radiacién debido a la composicién de sus
aminoacidos, y utilizando un espectrofotometro se pueden detectar las proteinas
eluidas. Los datos se registran en un diagrama de elucion indicando la posicion

de las proteinas que se han separado.

Para analizar el perfil lipoproteico del plasma, se cargaron 100 pl de
plasma procedente de un pool de los animales de cada grupo. El volumen total
de la elucion fue de 21 ml, la filtracion se realizé con un flujo de 0,3 ml/min y se

recogieron fracciones de 0,5 ml.

V.4.6 Colesterol total y libre en las fracciones separadas
por FPLC

Para la determinacion de colesterol total y libre de las fracciones obtenidas

por FPLC se utilizé un Kit Fluorimétrico basado en el reactivo Amplex Red.

Reactivos:

* Tampon de reaccion x1 (fosfato potasico 100 mM, cloruro sédico 50 mM,
acido colico 5 mM y Triton X-100 al 0,1%, pH 7,4)

* Enzimas: Peroxidasa de rabano (HRP) 200 U/ml, colesterol esterasa 200 U/
ml y colesterol oxidasa 200 U/ml. Las dos primeras diluidas en tampon de
reaccion x1y la colesterol oxidasa en tampédn fosfato potasico 50 mM a pH
7.

*  Amplex Red (ARr) 20 mM en DMSO.

Agua destilada y desionizada (ADDE)

Procedimiento:

Se realiz6 una recta patron de colesterol en un rango de 0,25 a 10 uM. En
cada placa se cargaron por duplicado 50 pl del blanco, de los estandares de
colesterol y de las muestras a la dilucion éptima y 50 pl de la mezcla de reaccion.
La mezcla de reaccion contenia HRP, colesterol esterasa y colesterol oxidasa
para la medicidon del colesterol total y carecia de colesterol esterasa para la
valoracion del colesterol libre. La medicién del colesterol esterificado se obtuvo

mediante la diferencia entre el colesterol total y el colesterol libre. La mezcla se
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formulé de acuerdo a la siguiente tabla (volumenes para cargar una placa de 96

pocillos):
Colesterol total Colesterol libre
Agua ADDE 4,82 ml 4,82 ml
Tampodn x1 4,82 ml 4,82 ml
Colesterol esterasa 5 ul -
Colesterol oxidasa 50 pl 50 pl
HRP 50 pl 50 pl
Amplex Red 75 pl 75 pl

Y las reacciones que sucedieron fueron las siguientes:

Colesterol esterasa
Colesterol esterificado » Colesterol + acidos grasos libres

Colesterol oxidasa
Colesterol + O2 » Colest-4-en-ona + H202

H202 + Reactivo Amplex Redﬂ fluorescencia de resorufina

Tras cargar la placa, se incub6 30 minutos a 37 °C y se midio la
fluorescencia usando un filtro de excitacion de 550 nm y un filtro de 595 nm para
la emisién en el equipo Spectrostar OMEGA. Se corrigio la fluorescencia del
blanco y el factor de dilucion de la muestra y se interpold en la recta de
calibracion para conocer la concentracién del colesterol en cada una de las

fracciones lipoproteicas obtenidas.

V.4.7 Lipidéomica

Para el estudio de lipiddmica de los plasmas, a 25 ul de plasma se le
adicion6 a 1 ml de cloroformo:metanol (2:1). Y se continué con el mismo

procedimiento que el descrito para los higados.
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V.6 Deteccion de proteinas

V.5.1 Extraccion y cuantificacion de proteinas

La extraccion de las proteinas se hizo mediante homogenizacion del tejido
en un tampdn con urea 8M/tiourea 2M a pH 9. El procedimiento que se siguid
consiste en la toma de una alicuota de aproximadamente 50 mg de tejido y su
homogenizacion en 1 ml de dicho tampon mediante un ultraturrax a revoluciones
bajas. Tras la destruccion del tejido, se procedié a una centrifugacién a 1200 g
durante 10 minutos para eliminar restos de tejidos, y se recogi6 el sobrenadante

en otro tubo eppendorf para su cuantificacion y estudio.

La cuantificacidn de proteinas se realizé siguiendo el protocolo basado en
el método Bradford (Bradford, 1976), el cual consiste en el cambio de color del
Azul Brillante de Coomasie al interaccionar con los aminoacidos aromaticos y

con los residuos de arginina (490).

Para ello, se crea una recta de calibrado con el blanco y 7 puntos por
duplicado con concentraciones comprendidas entre 0 y 1.00 pug/ml de un
estandar de albumina de suero bovino (BSA). En una placa de 96 pocillos se
depositaron 2 pl de muestra a la dilucion oportuna, del blanco y de la recta de
calibrado y 100 pl del reactivo de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) diluido
en agua 1/5, se dejé incubar la reaccién durante 15 minutos a temperatura
ambiente para completar la reaccion y la lectura se realizé a 595 nm con el lector

de placas Spectrostar Nano.

V.5.2 Andlisis de proteémica dirigida (PRM)

Tras la extraccidon y cuantificacion de proteinas, una muestra de 250 pg
fue enviado a las instalaciones del servicio de protedbmica de la Universidad
Complutense de Madrid (Madrid, Espafa) para la deteccion de proteinas
mediante el método de protedmica dirigida (“PRM” Parallel Reaction Monitoring).
Una vez alli, 25 yl de cada muestra se concentraron mediante un gel SDS PAGE
al 4%, seguida del separador al 10% (la formulacion de estos geles queda

detallada en el apartado de electroforesis desnaturalizante para separacion de
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proteinas) y se aislaron las bandas de proteina concentrada para ser digeridas
con tripsina recombinante (Roche Molecular Biochemicals) en bicarbonato
amonico 25 mM (pH 8,5) en un ratio 1/20 (w/w) y se incubd durante toda la noche
a 37 °C. Tras extraccion de péptidos con acetonitrilo (ACN) al 80%, TFA 0,1%
durante 15 min, los péptidos procedentes de la digestion se desalaron y
concentraron mediante cromatografia de fase reversa C18 en punta (Omix C18,
Agilent technology), se secaron por centrifugacion en vacio (SpeedVac, Savant)
y se reconstituyeron en 30 yl de 2% ACN, acido formico (AF) 0,1%, siendo
congelados hasta el momento de su analisis por LC-MS.

V.5.2.1 Diseino del analisis por PRM

Para realizar un analisis por protedbmica dirigida necesitamos conocer
cuales son los péptidos unicos de las proteinas de interés, que en nuestro caso
eran SPP1, PAQR7, LGALS3, SMPDL3 e ISG15. Estos péptidos se buscaron
utilizando una simulacién de digestion con tripsina a partir de las secuencias de
dichas proteinas y sus isoformas obtenidas del proteoma humano
(UP000005640) y del proteoma porcino (UP000008227) descargados desde

Uniprot (http://www.uniprot.org). Los péptidos candidatos tenian que cumplir con

los siguientes criterios: ser péptidos tripticos, sin error de corte y con un minimo
de 6 y un maximo de 25 aminoacidos y su valor de m/z (siempre que la carga
sea >1) comprendida entre 250 y 1500 Da.

Tras este estudio, fueron incluidos 43 péptidos unicos en el método PRM,
86 de ellos precursores, ya que los péptidos incluyen diferentes estados de carga
(+2 y +3), pertenecientes a las proteinas (tr|Q9TSY3|Q9TSY3 PIG;
sp|P14287|0OSTP_PIG; sp|Q865K8|PAQR7_PIG; tr|[ASEX84|A3EX84 PIG;
sp|Q92484|ASM3A_HUMAN; sp|Q92485|ASM3B_HUMAN;
tr|AOA287AB58|A0A287AB58_PIG).

V.5.2.2 Analisis por PRM

Los péptidos fueron analizados por nano-cromatografia liquida (nano
Easy-nLC 1000, Thermo Fisher Scientific) acoplada a un espectrémetro de

masas de alta resolucion Q-Exactive HF (Thermo Fisher Scientific). La entrada
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de los péptidos se realizé por ionizacion con electrospray utilizando la punta

integrada en la columna analitica.

La adquisicion de datos se realiz6 con un voltaje de 1,8 kV para el
electrospay y el ‘ion transfer tube” que guia los iones desde el spray hasta el
interior del espectrometro de masas tenia una T2 de 250 °C. Los péptidos de
cada muestra fueron analizados con un método que combina la deteccion de
forma dirigida o PRM (Parallel Reaction Monitoring) y un método Shotgun MSMS,
este ultimo con el fin de detectar otras proteinas presentes en las muestras

ademas de las de interés.

V.5.3 Deteccidon inmunoespecifica

V.5.3.1 Western-Blot

Es una técnica analitica usada para detectar proteinas especificas en una
muestra determinada, previa separacion por tamano y mediante el uso de

anticuerpos marcados conjugados directa o indirectamente (491).

V.5.3.1.1 Electroforesis desnaturalizante para separacion de proteinas

La electroforesis es una técnica que permite diferenciar moléculas en
funcién de su tamano y carga eléctrica por ello es la técnica mas utilizada para
separar moléculas bioldgicas. Esta técnica aplica una corriente eléctrica continua
a través de un material conductor, en el caso de las proteinas es un gel de
poliacrilamida con SDS (sodio dodecil sulfato). Logrando separar las proteinas
de acuerdo a su peso molecular, de esta manera, las proteinas mas ligeras
recorren una mayor distancia. La resistencia que ofrece el gel dependera del
porcentaje de acrilamida del gel ya que el tamafio de poro del gel viene
determinado por la proporcién de acrilamida y bisacrilamida que son los que

polimerizan y realizan los entrecruzamientos.

Para el presente trabajo se utilizaron dos tipos de métodos para la
separacion desnaturalizante de proteina. El primero caracterizado por la
presencia de glicina en el buffer de electroforesis, y el segundo por la presencia

de tricina en su buffer de electroforesis y la adicion de glicerol en los geles. Estos
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segundos fueron utilizados para las proteinas cuyo peso molecular era inferior a
30 kDa (ISG15, LGALS3).

Geles de glicina

Reactivos:

e Tampon de electroforesis, Tris/HCI (pH 8,3) 25 mM, glicina 192 mM y SDS
al 0,1%

e Solucion de acrilamida al 30%: Acrilamida 29,2% y bisacrilamida 0,8%.

e Tampon del gel Inferior, Tris/HCI (pH 8,8) 1,39 mM, EDTA 8 mM y SDS al
0,4%.

e Tampon del gel Superior, Tris/HCI (pH 6,8) 0,45 M, EDTA 8 mM y SDS al
0,4%.

e (APS 10%: Solucién de persulfato amonico al 10%.

e TEMED (N,N,N,N'-tetrametilnediamina)

e Tampon de carga, Tris/HCI (pH 6,8) 45 mM, EDTA 0,8 mM, glicerol al 10%
(v/v), B-mercapto etanol (v/v) al 5%, azul de bromofenol al 0,004% y SDS al
3%.

e Marcador de pesos moleculares (Biorad).

e |sopropanol.

e Agua destilada desionizada y estéril (ADDE).

Procedimiento:

Los geles de poliacrilamida se forman debido a la polimerizacion de la
acrilamida por accion de un agente entrecruzador ('cross-linking') la bis-
acrilamida en presencia de un iniciador TEMED y un catalizador, el ion
persulfato, que se afiade en forma de persulfato amonico (APS). La electroforesis
desnaturalizante, la mas comun, es la que somete a las proteinas a migracion
asegurando la pérdida de la estructura tridimensional. El agente desnaturalizante
mas empleado es el 0 SDS, un detergente que provoca la ruptura de los enlaces
que mantienen la estructura de las proteinas proporcionandoles ademas una
carga neta negativa, por lo que éstas se separan en funcion de su peso

molecular.

Para los geles al 12% se afiadieron en ultimo lugar el TEMED y el APS al
10%, que son los responsables de la polimerizacién, segun las siguientes

cantidades:
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Gel inferior Gel superior
Acrilamida 30% 1.95 ml 333 ul
Tampon del gel inferior 1,25 ml 500 pl
Agua 1,8 ml 1,2 ml
TEMED 4 ul 7 ul
Persulfato aménico 10% 34 pl 20 pl

Los geles se realizaron entre dos cristales de 10,2 x 8,1 cm de longitud
con un espaciador de 0,75 mm, utilizando el sistema de Biorad Mini-Protean II.
En primer lugar, se introdujo el gel inferior o separador y se afadié isopropanol
para favorecer su polimerizacion. Posteriormente se eliminé el isopropanol, y se
afadio el gel superior o concentrador, introduciéndose inmediatamente el peine

adecuado donde posteriormente se cargan las muestras.

Geles de tricina

Reactivos:

Solucion de acrilamida (30%).

Tampédn del gel (Gel Buffer) (Tris/HCI 3 M y SDS al 0,3%, pH 8,45).
Persulfato amonico al 30% (APS 30%).

TEMED

Glicerol

Agua destilada desionizada y estéril (ADDE).

Procedimiento:

Los geles de tricina se realizaron al 16%, el modo de preparar los geles fue

idéntico al descrito para los geles de glicina, cambiando la composicién de los

geles:
Gel inferior Gel superior

Acrilamida 30% 4 ml 333 ul
Tampon del gel 2,5ml 500 pl
Agua 0,25 mi 1,2 ml
Glicerol 0,75 ml -
TEMED 7 pl 7 ul
APS 30% 7 ul 20 pl
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En cada pocillo se cargo 10-20 ug de las muestras, a las que previamente
se les habia afadido tampdn de carga en un volumen correspondiente al 20%
del volumen final de muestra para aumentar su densidad facilitando su depdsito
en el gel y para desnaturalizar la muestra ya que el tampén de carga contiene 3-
mercaptoetanol, el cual durante 20-24 horas de incubacién a 4°C logra romper

los puentes disulfuro.

Tampones de electroforesis:

Estos varian en funcién del tipo de gel elegido. En el caso de los de
glicina, solo se utilizé (Tris/HCI 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0,1%). Mientras
que en el caso de los geles de tricina se utilizaron dos, uno para el tanque del
anodo (el inferior) (Tris/HCI 2 M) y otro para el tanque del catodo (el superior)
(Tris 1M, Tricina 1M y SDS al 1%).

Para visualizar en todo momento el estado de la electroforesis y comparar
el tamafno de las proteinas se utilizé un marcador coloreado de pesos

moleculares (Fermentas).

V.5.2.1.2 Transferencia a membrana de PVDF, deteccién con anticuerpos y
revelado

Reactivos:

* Tampodn de transferencia Tris base 25 mM, con metanol al 10%.

«  Tampédn PBS (NaCl 136 mM, KCI 0,2 g/l, Na2HPO4 1,44 g/l y KH2PO4 0,24
all).

* Solucion de Bloqueo: Tampdn PBS (pH 7,4) con BSA al 5%.

* +Solucion dilucidon anticuerpos: Tampdén PBS (pH 7,4) con BSA al 2,5% vy
Tween 20 al 1%.

* Solucion lavados: Tampoén PBS (pH 7,4) con Tween 20 al 1%.

* Anticuerpo policlonal anti LGALS3 generado en conejo (ref. 14979-1-AP,
Proteintech Group, Inc., Manchester).

* Anticuerpo policlonal anti ISG15 generado en conejo (ref. 15981-1-AP,
Proteintech Group).

* Anticuerpo policlonal anti PARQ7 generado en conejo (ref. HPA046936),
Sigma-Merk).

* Anticuerpo monoclonal frente a ACTINA generado en conejo (ref. A2066,
Sigma-Merk)

* Anticuerpo secundario de cabra anti conejo IgG (H&L) DyLight 800 (ref. SAS-
35575, Thermo Fisher Scientific).
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Procedimiento:

Tras la electroforesis, se realizd una transferencia semiseca de las
proteinas a una membrana de PVDF (GE Healthcare) utilizando un aparato de
transferencia trans-blot SD (Bio-Rad) durante 30 minutos a 20 V y a 1,5 mA/cm?

de membrana.

A continuacién, se procedio al bloqueo de los sitios de unidn inespecificos,
introduciendo la membrana entre 1-3 horas a temperatura ambiente en la
solucion de bloqueo. La expresion de las proteinas de interés se evidencid
diluyendo los anticuerpos primarios en PBS con BSA al 2,5% y Tween 20 al 1%
a la dilucién oportuna (anti-LGALS3 (1/2 000); anti-ISG15 (1/2 000) y anti-PAQR7
(1/1 000)) e incubando las membranas durante toda la noche a 4 °C y al dia
siguiente 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo primario. Se lavaron
3 veces las membranas con PBS con Tween 20 al 0,1% (10 minutos/ lavado) y
a continuacion se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario diluido en PBS con BSA al 2,5% y Tween 20 al 1%. Como
control de carga, se utilizé anticuerpo frente a ACTINA a la dilucién 1/3000 en
las mismas condiciones de incubacién que las descritas para las proteinas de
interés. Para la deteccion de LGALS3S, ISG15 y PAQRY7 se utilizé un anticuerpo
secundario anti conejo DyLight 800 generado en cabra a una dilucién 1/150.000.
Después de la incubacion se lavo 3 veces con PBS con Tween20 al 0,1% (10
minutos/ lavado) y tras un cuarto lavado con agua destilada se procedio a la
captura de las imagenes usando el aparato Odyssey® ClIx (LI-COR, Bad
Homburg, Germany). Todas las incubaciones con anticuerpos descritas se
realizaron con agitacion moderada, mientras que los lavados se realizaron con

agitacion intensa.

V.5.3.2 ELISA Sandwich

El ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) es una técnica basada
en la unién especifica antigeno-anticuerpo que permite a través de una recta de
calibrado hacer medidas cuantitativas de una proteina de interés. Una variante
del ELISA es del ELISA tipo Sandwich, en el cual encontramos una primera capa

de anticuerpos o anticuerpo de captura (generalmente monoclonales) fijados en
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la superficie del pocillo, posteriormente se le adiciona la muestra y se incuba, de
manera que nuestras proteinas de interés se uniran a este anticuerpo. A
continuacién, se afiade un segundo anticuerpo frente a la proteina de interés o
anticuerpo de deteccion que reconozca un epitopo distinto al que reconoce el
primer anticuerpo primario. Finalmente, se le afade un anticuerpo secundario
capaz de reconocer al segundo primario, y se revela con distintos sustratos en
funcién del marcaje del anticuerpo secundario. Este sistema permite obtener una

sefal proporcional a la cantidad de antigeno presente en la muestra (14).

Para este trabajo se utilizaron varios kits comerciales basados en esta
técnica para detectar las siguientes proteinas: Leptina (EP0103, Finetest Wuhan,
Hubei, China), Adiponectina (EP0006 Finetest), Galectina-3 (MBS7606136,
Mybiosource, San Diego, CA, USA) e Insulina (EP0100, Finetest). La presencia
de ISG15 en plasma también fue caracterizada mediante un ELISA tipo sandwich
con el siguiente par de anticuerpos: anticuerpo de captura a la dilucién 0,2 ug/ml,
y anticuerpo de deteccion marcado con biotina a la dilucion 0,25 ug/ml
(MBS7041946, Mybiosource) junto con un sistema de deteccion basado en una
peroxidasa unida a estreptavidina diluida 1/2000 (MBS2090690, Mybiosource),
y el uso de tetrametilbencidina (TMB) (MBS135892, Mybiosource) como sustrato

de la peroxidasa.

Tras las diversas incubaciones, la reaccién se paré mediante la adicion de
acdo sulfurico 2 M y las placas fueron leidas a 450 nm de absorbancia utilizando

el equipo Spectrostar nano.

V.5.3.3 Multiplex

La tecnologia multiplex ha surgido como una técnica capaz de medir
cuantitativamente diferentes analitos simultaneamente utilizando un volumen de
muestra reducido. El multiplex utilizado esta basado en los principios de ELISA
tipo sandwich utilizando microesferas magnéticas de diversos tamafos unidas a
anticuerpos de captura frente a cada una de las proteinas de interés. Una vez
unida la muestra, se adiciona el anticuerpo de deteccion, el cual esta marcado
mediante fluorescencia. Combinando 3 microsferas de distintos tamarfos y tres

canales de florescencia se pueden medir 9 analitos.
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Mediante esta tecnologia los siguientes analitos: IL-13, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12p40, IFN- a, IFN- vy, y TNF-a fueron detectados en el plasma porcino a
través de una procartaplex multiplex (EPX090-60829-901, Thermo Fisher
Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando el analizador
mutiplex LABSCAN 100 IS del servicio de separacion celular y citometria del

Centro de Investigaciones Biomédicas de Aragon (CIBA, Zaragoza, Espafia).

V.6 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el software
GraphPad (San Diego, CA, USA). El test de Shapiro-Wilk se aplico para analizar
el tipo de distribucion. Cuando este rechazo la hipotesis de distribucion normal
de la muestra, las diferencias entre los grupos se calcularon por el test de Mann-
Whitney para muestras no apareadas. En caso contrario, las diferencias se
evaluaron por el test ANOVA de Tukey para muestras no apareadas. Asimismo,
las correlaciones entre los distintos parametros analizados se realizaron
mediante el programa SPSS 15 (IBM, Amonk, NY, USA) mediante el test de
Spearman para distribuciones no paramétricas. En todos los analisis estadisticos
realizados en el presente trabajo el nivel de significacion se establecié en un

valor de probabilidad inferior a 0,05.
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VI. 1 Pgc1a is responsible for the sex
differences in hepatic Cidec/Fsp27 mRNA
expression in hepatic steatosis of mice fed a
Western diet

Abstract

Hepatic fat-specific protein 27 (Cidec/Fsp27) mRNA levels have been
associated with hepatic lipid droplet extent under certain circumstances. To
address its hepatic expression under different dietary conditions and both sexes,
Apoe-deficient mice were subjected to different experimental conditions for 11
weeks to test the influence of cholesterol, Western diet, squalene, oleanolic acid,
sex and surgical castration on Cidec/Fsp27 mRNA expression. Dietary
cholesterol increased hepatic Cidec/Fsp27 expression, an effect that was
suppressed when cholesterol was combined with saturated fat as represented by
Western-diet feeding. Using the latter diet, oleanolic acid or squalene did not
modify its expression. Females showed lower levels of hepatic Cidec/Fsp27
expression than males when they were fed Western diets. A result also confirmed
in LdIr-deficient mice and in AML12 cells incubated with estradiol. While male
surgical castration did not modify the expression, ovariectomized females did
show increased levels compared to control females. Females also showed
increased expression of Pgc1a, suppressed by ovariectomy, and the values were
significantly and inversely associated with those of Cidec/Fsp27. When Pgc1a-
deficient mice were used, the sex-differences on Cidec/Fsp27 expression
disappeared. Therefore, hepatic Cidec/Fsp27 expression has a complex
regulation influenced by diet and sex hormonal milieu. The sex differences are

controlled by Pgc1a.

Keywords: Lipids/liver, lipid droplets, animal models, gene expression, non-
alcoholic fatty liver disease Cidec/Fsp27, Pgc1a, apolipoprotein E deficient mice,
high-fat diet, sex.
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Abbreviations: AML12, American
murine liver 12; ApoE, apolipoprotein

E; BAT, brown adipose tissue; Cide,

Cell-death-inducing DNA
fragmentation  effector  (CIDE);
Crebh, Factor cyclic-AMP-

responsive-element-binding protein
H; CRTC2, CREB
transcription coactivator 2; Fsp27, fat

regulated

specific protein 27; LXR, liver X
receptor; LD, lipid droplet; LdlIr, IdI
receptor; Pgc1a, PPAR coactivator
alpha; PKA, protein kinase A; PPAR,
peroxisomal proliferator; Prka2,
PALM2 and AKAP2 fusion gene;
SREBP1c, sterol regulatory element
binding protein 1c;
TAK1/TR4/NR2C2, nuclear orphan
receptor subfamily 2 group C
member 2; TNFa, Tumor necrosis

factor alpha; and WD, western diet.

1. Introduction

Fat-specific protein 27 (FSP27)
gene encodes a protein of 27 kDa
with 238 amino acids, belonging to
the cell-death-inducing DNA
fragmentation effector (CIDE) family,
composed of CIDEA, CIDEB, and
CIDEC/CIDE-3/FSP27, all of which
contain a conserved CIDE N-domain
and a unique C-terminal domain.
CideclFsp27 is expressed at high

levels in white adipose tissue (1). By

alternative splicing in HepG2, CIDE-
3 gene displays two transcripts,
CIDE-3 and CIDE-3alpha. While
CIDE-3 comprises a full-length open
CIDE-3alpha

encodes a truncated protein (2). In

reading frame,

the liver, a third
FSP27beta, which contains 10

additional amino acids at the N-

transcript,

terminus of the original protein and is
activated through the liver-enriched
cyclic-AMP-
responsive-element-binding protein
H (CREBH) but not by peroxisome

receptor

transcription  factor

proliferator-activated
gamma, has been described (3, 4). In
this organ, CIDEC/CIDE-3/FSP27
contributes to triglyceride
accumulation both in humans and
pigs (5) and to the regulation of
lipidation and maturation of very low-
density lipoproteins (6). It is localized
droplets (LD) and

endoplasmic reticulum (7). The latter

to lipid

participates in the regulation of LD
formation, expansion, and
morphology under lipid-deficient
conditions (8). To promote the
formation of a unilocular droplet, the
formation a ternary complex of
AS160, the GTPase activating
protein for RAB8a, FSP27 and

RAB8a is required (9).
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Fsp27-deficient mice show
increased energy expenditure and
lower levels of plasma triglycerides
and free fatty acids (10). Only when
they are crossed with leptin-deficient
mice or BATless mice, or are fed
them a high-fat diet, hepatic steatosis
and insulin resistance are observed.
Therefore, Fsp27 deficiency requires
further implication of genes to display
hepatic insulin resistance (11, 12). In
contrast, mice with adipocyte-
specific disruption of the Fsp27 gene
upon high-fat diet feeding are
resistant to weight gain and fat-
storing. This results in a lipid overflow
from adipose tissue that generates
hepatosteatosis, dyslipidemia, and
systemic insulin resistance pointing
out a role for this adipocyte protein to
prevent lipodystrophies (13). An
increased expression of Cidec has
been found in a number of
experimental or pathological
conditions, such as in endoplasmic
reticulum stress (14), spontaneous
mouse insulin resistance (15) and
hepatocellular carcinoma cells (16).
Similar effects have been described
in liver steatosis and in obese
humans (17), being the latter
increase reduced by weight loss (18).
A homozygous human mutation of

CIDEC has been reported to induce

lipodystrophy and insulin-resistant
diabetes (19, 20). Reduced
expression of hepatic Fsp27
abolished  fasting-induced liver
steatosis (21) and the former
condition in combination with a
PPARalpha agonist was also found
to reduce hepatic steatosis (22) and
even atherosclerosis (23) in Ldir-
deficient mice, a model of
atherosclerosis and hepatosteatosis

(24).

The expression of CIDEC is
controlled at both transcriptional and
posttranslational levels (17, 25).
Different molecules seem to be
involved in its expression, such as
CD44 (26) or osteopontin, whose
absences decrease its levels (27),
while leptin absence displays the
opposite (28). Ceramide (29) and
TNF-alpha reduced its expression
while insulin upregulated it. In the
latter response, the activity of
phosphatidylinositol 3-kinase was
involved (30), so was the
phosphatase and tensin homologue,
an enzyme involved in degradation of
phosphorylated phosphatidylinositol
(31). Final effectors of these
signaling pathways seem to be
nuclear receptors such as
TAK1/TR4/NR2C2, RORalpha and
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PPARalpha, nuclear
(CAAT-enhancer-binding proteins),
LXRa and SREBP-1c (21, 32-36).

Peroxisome

proteins

proliferator-activated
receptor gamma2 (PPARgamma2)
also plays a role (37).
Posttranslational
FSP27 involves stability through the

ubiquitin-dependent

regulation of

proteasomal
protein catabolic process (38),
glycosylation (39) and acetylation
(40).

A complex physiological
regulation of CIDEC seems to exist,
in which fasting and diet composition
play important roles. In this regard,
during the initial stages of fasting,
Fsp27 expression has been found
dramatically
involvement of the PKA-CREB-
CRTC2 signaling pathway (41). The
fasting effect was not present in
PPARalpha-deficient mice (42).

However, after a long period of

increased by

fasting, a decrease in Fsp27
expression was observed (41).
Despite the observed hepatic
steatosis after a choline-deficient
diet, no changes were observed for
Fsp27 (42). Nevertheless, a marked
induction of its expression was found
in the high-fat- or methionine- and

choline-deficient diet-induced fatty

liver, but not in alcohol-induced fatty
liver. The induction of Fsp27 mRNA
was independent of peroxisome
proliferator-activated receptor
gamma (PPARgamma) levels and
completely absent in the liver from
PPARgamma-deficient mice (43). In
less extreme dietary conditions, it
has been reported that a high fat diet
increased Fsp27 expression through
activation of PPARgamma (44). In
vitro, a high supply of fatty acids
stimulated hepatic expression (8).
Using Apoe-deficient mice as a
model of spontaneous
hepatosteatosis, nature of fatty acids
was important to increase its
expression in these mice fed a
Western-type diet enriched with
linoleic acid isomers since only those
mice receiving trans-10, cis-12-
conjugated linoleic acid showed this
effect. Furthermore, consuming olive
oil-enriched diet reduced Fsp27
expression (45). In addition, only one
study has addressed the influence of
sex on its expression in young mice
(46). Growth hormone has also found
to regulate this protein (47, 48).
Therefore, influence of sex may be
different in adult mice. Based on
these facts, it was hypothesized that
Fsp27 hepatic regulation might be
complex. To this end, the present
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work was undertaken to characterize
the influence of different dietary
conditions and sex on Fsp27 gene
expression in adult liver of several

animal models.

1. Material and methods

Animals: Charles River
(Charles River Laboratories,
Barcelona, Spain) was the source of
Apoe-deficient mice on the C57BL/6J
genetic background. Dr. Nobuyo
Maeda (University of North Carolina
at Chapel Hill, NC, USA) generously
provided these mice on the
C57BL/6Jx0Ola129
background. Ldlr-deficient mice on
the C57BL/6J.SJL
background were obtained from Dr.
Vicente Andrés from CNIC, (Madrid,
Spain). C57BL/6J wild-type and

Pgc1a-deficient mice were part of a

genetic

genetic

colony established at the |IB animal
facility (Madrid) and originally derived
from mice provided by Dr. Bruce
Spiegelman (DFCI, Boston, USA).
Wistar rats were obtained from
Charles River (Charles River

Laboratories, Barcelona, Spain).

For all experiments, two-month-
old mice were used. Blood samples
were taken (after four-hour fasting)
from the facial vein to determine

plasma cholesterol and accordingly

establish groups with similar initial
values. Animals, housed in sterile
filter-top cages, were maintained
under a 12-h light/12-h dark cycle at
the CIBA, Universidad de Zaragoza.
Pgc1a-deficient mice were
maintained at Autonoma Universidad
de Madrid. Wistar rats were
maintained at Universidad de
Cordoba. Animals were handled and
killed observing guidelines (Directive
2010/63/UE) from the European
Union for care and use of laboratory
animals in research. All had ad
libitum access to food and water and
study protocols were approved by
the Ethics Committees for Animal
Research of the Universities of
Zaragoza, Madrid and Cérdoba.
After the diet intervention, and four-
hour fast, the animals were killed by
suffocation with COz2. The livers were
removed, weighed, frozen in liquid
nitrogen, and stored at — 80 °C until

analysis.

Experimental design: Table
S1 shows a summary of all
experiments. In Apoe-deficient mice,
Cidec/Fsp27
expression of dietary cholesterol,

the effects on

Western  diet, oleanolic acid,
squalene, sex, interaction of sex and

diet and surgical castration were
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studied. Detailed composition of
purified diets are shown in Table S2.
The sex-differences were also tested
in LdIr- or Pgc1-deficient mice on
C57BL/6J genetic background fed a
purified Western diet. A confirmation
of the effects of ovariectomization on
Cidec/Fsp27 expression was carried
out in female Wistar rats fed a

Western diet.

Isolation and quantification
of hepatic RNA: RNA was isolated
using Tri-reagent (Ambion, Austin,
TX, USA). Contaminant. DNA was
removed using the DNA removal kit
from Ambion. Absorbance at Ajgo0so
quantify RNA
concentrations and the ratio 28S/
18S ribosomal RNAs wused to
estimate their quality. Changes in

served to

MRNA expression were determined
by RT-gPCR. cDNA synthesis was
carried out using the First Strand
synthesis kit (Thermo Scientific,
Madrid, Spain). The Sybr Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA) was used to analyze
gene expression by qPCR. Specific
primers, designed and checked as
previously described (49) were
purchased from Applied Biosystems.
Sequences are shown in Table S3.

RT-gPCR reactions were performed

on a Step One Real Time PCR
(Applied

following the standard procedure and

System Biosystems)
using equal amounts of DNA-free
RNA from each animal. The relative
amount of all mMRNAs was calculated
using the comparative 2-22¢2 method
and Cyclophilin B (Pipb) mRNA

expression as the reference gene.

Liver histology analysis:
Aliquots of liver, stored in neutral
formaldehyde, were used and
processed as described (50).

Hepatic homogenate
preparation: A piece of liver was
homogenized in homogenization
buffer (Phosphate buffered solution
with protease inhibitor cocktail,
Roche) and used to estimate protein
concentration by the BioRad dye
binding assay (BioRad, Madrid,
Spain).

Hepatic lipid extraction:
Extracted lipids according to Folch’s
method (51) were evaporated under
N2 stream and dissolved in 100 uL of
isopropanol. Infinity kits (Thermo
Scientific) were used to measure

total cholesterol and triglycerides.

AML12 cell culture: The
murine hepatocyte cell line was

grown in a humidified atmosphere of
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5% CO2 at 37°C in Dulbecco's
modified Eagle's minimum essential
medium (DMEM) (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA): F12-
Ham’s medium (GE Healthcare Life
Science, South Logan, Utah) in 1:1
ratio supplemented with 10% foetal
bovine serum
Scientific), 1:500
insulin/transferrin/selenium (Corning,
Bedford, MA, USA), 40 ng/ml

(ThermoFisher

Germany) 1% nonessential amino
acids (ThermoFisher Scientific), 1%
penicillin (1000 U/ml) (ThermoFisher
Scientific), 1% streptomycin (1000
mg/ml) (ThermoFisher Scientific) and
4 mM L-glutamine (ThermoFisher
Scientific) in a 6 multiwell plate (in
triplicate). Medium was changed
every two days. After one week of
growth, this medium was removed,

and cells were washed twice with

dexamethasone (Sigma-Aldrich; phosphate buffered saline (PBS)
Merck Millipore, Darmstadt, prior to the addition of the serum-free
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Figure 1. Effect of dietary cholesterol on hepatic steatosis and Cidec/Fsp27 expression in male Apoe-deficient mice.
Representative liver micrographs at x600 magnification from Apoe-deficient mice consuming the chow (A) and
cholesterol-enriched (B) diets. Morphometric evaluation of surface of liver section occupied by fat, total cholesterol and
triglyceride contents (C). Hepatic Cidec/Fsp27 and Fsp278 expressions determined by RT-gPCR normalized to Cyclophilin
B (D and E, respectively). Data are medians and 10-90 percentile range for control (n=7) and cholesterol (n=7) groups.
Statistical analyses were done according to Mann-Whitney’s U test. a, P< 0.05 vs control. Association between hepatic
cholesterol content and Cidec/Fsp27 expression (F). Open squares correspond to control and striped squares to
cholesterol-fed mice. Spearman’s correlation is shown.
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media supplemented with 200 pm
stearic acid for 24 hours or 200 uM
stearic acid for 24 hours and 50 nM
estradiol dissolved in ethanol for 6
hours. Then, media were removed
and cells collected with Tri-reagent
solution (Ambion). RNA isolation and
cDNA synthesis were performed as
above described.

Statistical

Statistical

analysis: The
Package for Social
Sciences (SPSS,
Chicago, IL, USA) or Prism § for
windows software for Windows
(GraphPad, S. Diego, CA, USA)
were used for statistical analyses.

version 15

Variables, not showing normal
distribution  (according to the
Shapiro-Wilk’s test), or homology of
variance, were analyzed with the
Mann-Whitney’s U test. Data are
shown as medians and 10-90
percentile range of the values.
Correlations between variables were
tested using the Spearman’s
correlation test. The statistical
significance was considered when p

<0.05.

2. Results
Dietary fat and hepatic
Cidec/Fsp27 expression in Apoe-

deficient mice.

To characterize the dietary
regulation of the expression of this
gene in mice, the supplement of
dietary cholesterol to male mice was
tested. Increased hepatic surface
occupied by lipid droplets as well as
hepatic total cholesterol and
triglyceride contents (Figure 1a, b
and c) was observed following
dietary cholesterol supplementation.
The latter induced a significant
increase in the hepatic Cidec/Fsp27

expression as shown in Figure 1d.

When using primers specific to
Fsp278

observed increase corresponded to

analyze isoform, the

this transcript (Figure 1e).
Accordingly, no expression of
Fsp27alpha was detected (data not
shown). Correlation analyses
between both transcripts reached a
p= 0.93 (P<0.000).

cholesterol content was associated

Hepatic

with hepatic Cidec/Fsp27 expression
(Figure 1f).

In a second study, the influence
of a Western diet (WD), containing
cholesterol and palm oil as source of
saturated fat, was explored in male
Apoe-deficient mice on C57BL/6J
genetic background (Figure 2).

Significant increased hepatic areas
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occupied by lipid droplets (Figure 2a,
b and c) as well as hepatic total
cholesterol and triglyceride contents
were also observed in mice on the
Western diet. Unexpectedly, a
significant decrease of hepatic
Cidec/Fsp27 expression was found
(Figure  2d).
inversely associated with hepatic

expression  was

cholesterol (Figure 2e).

Cidec/Fsp27 and Western diet, its
expression was tested in two dietary
components that had been shown to
influence dietary droplets without
altering lipid content (oleanolic acid)
or viceversa (squalene). In the first
experiment and as expected, male
mice receiving an oleanolic acid-
enriched WD showed an increase in

the hepatic area occupied by lipid

droplets (Figure S1a, b and c¢)

To  further explore this , , . .
without changes in hepatic (Figure
dissociation between hepatic
P S1c). In these conditions, no
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Figure 2. Effect of Western diet on hepatic steatosis and Cidec/Fsp27 expression in male Apoe-deficient mice.
Representative liver micrographs at x600 magnification from Apoe-deficient mice consuming the chow (A) and Western (B)
diets. Morphometric evaluation of surface of hepatocyte occupied by fat and hepatic total cholesterol and triglyceride
contents (C). Analysis of hepatic Cidec/Fsp27 expression determined by RT-gPCR normalized to Cyclophilin B (D). Data are
medians and 10-90 percentile range for chow (n=13) and Western (n=9) groups. Statistical analyses were done according to
Mann-Whitney’s U test. a, P< 0.05 vs chow. Association between hepatic cholesterol content and Cidec/Fsp27 expression (E).
Spearman’s correlation is shown. Open squares correspond to control and striped squares to Western-fed mice.
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significant change was observed for
hepatic Cidec/Fsp27 expression
S1d). In the

experiment, the effect of a squalene-

(Figure second
enriched WD was explored, again in
males. No significant changes were
noted for the percentage of hepatic
surface occupied by lipid droplets
the

cholesterol and triglyceride contents

despite decreased liver
(Figure S2a, b and c). Nor was there

any significant change in the hepatic

(Figure  S2e). Overall, these
nutritional experiments emphasize
that hepatic Cidec/Fsp27 expression
possesses a fine  nutritional
regulation at transcriptional level in
Apoe-deficient mice, where
cholesterol increased its levels and
saturated fat reverted this finding,
being the latter not influenced by
minor dietary components, such as
oleanolic acid or squalene, despite

the changes in hepatic lipids.

Cidec/Fsp27 expression by squalene
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Figure 3. Effect of sex on hepatic steatosis and Cidec/Fsp27 expression in Apoe-deficient mice fed on a Western diet.
Representative liver micrographs at x600 magnification from male (A) and female (B) Apoe-deficient mice consuming
Western diets. Morphometric evaluation of surface of hepatocyte occupied by fat and hepatic total cholesterol and
triglyceride contents (C). Analysis of hepatic Cidec/Fsp27 expression was determined by RT-qPCR normalized to Cyclophilin
B (D). Hepatic expression of Fsp27beta normalized to Cyclophilin B (E). Data are medians and 10-90 percentile range for male
(n=9) and female (n=10) groups. Statistical analyses were done according to Mann-Whitney’s U test. 2, P< 0.05 vs male.
Relationship between hepatic triglyceride content and Cidec/Fsp27 gene expression (F). Open squares correspond to males
and striped squares to females. Correlations were calculated according to Spearman’s test.

135



Resaltados

Hepatic Cidec/Fsp27
expression is influenced by sex
hormones in Apoe-deficient mice

and in vitro.

The influence of sex on
Cidec/Fsp27

explored in Apoe-deficient mice on a

expression was

chow diet of low fat content. As
females showed lower surface
occupied by lipid droplets despite a
increase in

significant hepatic

cholesterol content and no changes

in triglycerides. In this experiment, no
significant changes were observed in
hepatic Cidec/Fsp27 between sexes.
In the second experiment, the
differences between sexes were
explored when both groups received
a WD. As shown in Figure 3a, b and
c, no significant change was
observed in the percentage of liver
surface occupied by lipid droplets.
However, the levels of hepatic total

cholesterol and triglycerides were
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Figure 4. Effect of ovariectomy on hepatic steatosis and Cidec/Fsp27 expression in female Apoe-deficient mice fed
on a Western diet. Representative liver micrographs at x600 magnification from control (A) and surgically castrated
(B) female Apoe-deficient mice consuming Western diets. Morphometric evaluation of surface of hepatocyte occupied
by fat and hepatic total cholesterol and triglyceride contents (C). Analysis of hepatic Cidec/Fsp27 expression
determined by RT-qPCR normalized to Cyclophilin B (D). Hepatic expression of Fsp27beta normalized to Cyclophilin B
(E). Data are medians and 10-90 percentile range for control (n=9) and castrated (n=9) groups. Statistical analyses
were done according to Mann-Whitney’s U test. a, P< 0.05 vs control. Relationship between hepatic triglyceride
content and Cidec/Fsp27 gene expression (F). Open squares correspond to control and striped squares to
ovariectomized females. Correlations were calculated according to Spearman’s test.
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significantly lower in females than in

males. In  this experimental
approach, females showed
significantly = decreased  hepatic
Cidec/Fsp27 and Fsp27beta

expressions (Figure 3d and e).
These data indicate that sex is
playing an important role in hepatic
Cidec/Fsp27 expression in the

presence of WD.

The involvement of hormonal

changes on sex-differences was
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characterized in Apoe-deficient mice
of both sexes that underwent surgical
removal of gonads and were fed a
purified Western diet. As shown in
Figure S4, no significant change in
Cidec/Fsp27

observed in orchiectomized males;

expression was

nor was there any significant change
in hepatic total cholesterol, or in
hepatic triglycerides. However, there
was a significant increase in the liver
surface occupied by lipid droplets in

orchiectomized males. A significant
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Figure 5. Effect of sex and castration on hepatic Ppargcla/Pgcla expression in Apoe-deficient mice fed on a Western
diet. Influence of sex in Apoe-deficient mice (A). Relationship among Cidec/Fsp27, Fsp27beta and Pgcla gene expression
levels (B). Open squares correspond to males and striped squares to females. Correlations were calculated according to
Spearman’s test. Effect of orchiectomy on hepatic Pgcla expression in male Apoe-deficient mice (C). Effect of ovariectomy
on Pgcla expression in female Apoe-deficient mice (D). Analysis of hepatic Pgcla expression was determined by RT-qPCR
normalized to Cyclophilin B. Data are medians and 10-90 percentile range for each group. Statistical analyses were done

according to Mann-Whitney’s U test. a, P< 0.05 vs control.
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association was obtained between
Cidec/Fsp27 expression and surface
of lipid droplets (Figure S4f). In
ovariectomized females
(Figure 4d and e)

significant increase in Cidec/Fsp27

contrast,

showed a

and Fsp27B expressions compared
to control females. Ovariectomy
resulted in significant increases in
hepatic cholesterol, triglycerides,

and in the surface occupied by lipid

association was also found between
hepatic Cidec/Fsp27 values and
those of hepatic triglycerides (Figure
4f). These results indicate that
ovarian hormones are responsible
for the

Cidec/Fsp27 expression observed in

decreased hepatic
females consuming WD. In fact,
stearic-stimulated
hepatic AML12 cells with estradiol

resulted in a significant decrease in

incubation  of

droplets. A positive significant Cidec/Fsp27 expression (Figure S5).
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Figure 6. Effect of sex on hepatic steatosis and Cidec/Fsp27 expression in Pgcla-deficient mice fed on a Western
diet. Representative liver micrographs at x400 magnification from male (A) and female (B) Pgcla-deficient mice
consuming Western diets. Morphometric evaluation of surface of hepatocytes occupied by fat and hepatic total
cholesterol and triglyceride contents (C). Analysis of hepatic Cidec/Fsp27 expression was determined by RT-gPCR
normalized to Cyclophilin B (D). Hepatic expression of Fsp27beta normalized to Cyclophilin B (E). Data are medians
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squares correspond to males and black squares to females. Correlations were calculated according to Spearman’s
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Pgc1a is involved in hepatic
Cidec/Fsp27

differences in vivo.

expression  sex

PKA and PPAR have been
described in the regulation of hepatic
Cidec/Fsp27 expression (21, 32-36).
To verify whether or not those agents
were involved in the observed sex-
dependent responses, hepatic Prka2
expression was determined and no
significant changes were observed
(data  not
PPARgamma, the
expression of its regulator, Pgc1a,

shown). Regarding

hepatic
was significantly increased in
females compared to males
consuming the Western diet (Figure
5a) and an inverse significant
relationship was found between
Cidec/Fsp27 expression and that of
Pgcia in both sexes (Figure 5b).
While orchiectomy had no effect on
Pgcl1a expression (Figure 5c),
ovariectomy induced a significant
decrease in its expression in Apoe-
(Figure  5d).

Likewise, ovariectomized female rats

deficient females

also showed a trend to increase
Cidec/Fsp27 expression (Figure
SS6e) and decreased hepatic Pgc1a
expression (Figure S6f). Both effects
were even more pronounced in rats

neonatally androgenized by

testosterone administration and then
ovariectomized. In this model,
hepatic fat, cholesterol and TG
contents followed a similar pattern
(Figure S6d) and Cidec/Fsp27
expression was associated with
hepatic TG content (Figure S6g). The
sex differences in Cidec/Fsp27
expression were observed Ldlr-
deficient fed on WD as well. As
shown in Supplementary Figure 7d
and e, female mice showed
significantly lower levels of hepatic
Cidec/Fsp27 expression and this
corresponded to a decrease in
Fsp27b. Concomitantly, a significant
increase in Pgc1a was observed in
these female mice (Figure ST7f).
Overall, these  findings are
suggestive of an inverse association
between Cidec/Fsp27 and Pgcla
expressions as a general response,

independent of absence of APOE.

According to this association, it
was  hypothesized that sex-
differences in hepatic Cidec/Fsp27
would be abolished in the absence of
Pgc1a. To test this hypothesis,
Pgc1a- deficient mice from both
sexes were fed WD. In this model,
female mice increased hepatic fat
area, total cholesterol and TG

contents (Figure 6a, b, c). As shown
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in Figure 6d and e, no differences
were observed in hepatic
Cidec/Fsp27 and Fs27b expressions
between sexes when using
homozygous Pgc71a-deficient mice.
These results provide further support
to the in vivo involvement of Pgc71a in
the female decrease of hepatic
Fsp27b expression in response to

WD.

3. Discussion
The present work explores the
Cidec/Fsp27

transcriptional changes induced by

putative hepatic
dietary components and sex. Using
Apoe-deficient mouse as a model of
hepatic steatosis, dietary cholesterol
Cidec/Fsp27,

repressed  when

increased hepatic
which  was
combined with saturated fat. The
latter was not influenced by dietary
minor components such as oleanolic
acid or squalene administered at
pharmacological doses. Moreover,
our study revealed a previously
unnoticed sex regulation dependent
on the prevailing diet, being the
female sex a negative regulator. An
effect observed in two models of
genetic hepatic steatosis (Apoe- and
LdIr-deficient mice). Using
ovariectomized females, it was

shown that ovarian hormones are

crucial for the observed decrease in
Cidec/Fsp27 expression noted in
Apoe-deficient mice. This effect was
also observed in Wistar female rats.
An increased expression of Pgcia
inversely associated with that of
Cidec/Fsp27 and the lack of such
effect after ovariectomy in Apoe-
deficient mice allow us to infer that
ovarian hormones are executing their
action through Pgc1a. This was
confirmed in mice lacking Pgcia
where the sex differences on hepatic
Cidec/Fsp27were erased providing
further in vivo support for this role.

The present work has explored
the influence of two main
components of Western diet,
cholesterol and saturated fat. Using
the first dietary component, an
increase in the expression of this
gene was noted. The increase
corresponded to Fsp27beta, a
recently described isoform of the
protein regulated by CREBH (3).
Using information from ENCODE, it
was observed that both SREBP1 and
2 bind to this gene (52). Recently, the
involvement of SREBP-1c has been
proved (36).

combination of cholesterol and

Surprisingly,  the

saturated diet decreased hepatic

Cidec/Fsp27 expression. In this
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regard, variable effects of high fat
diets have been described
depending on the length of fat
administration (53). While a short-
term administration (3 weeks)
increased the expression, a long-
term administration of 12 weeks had
the opposite effect. In this sense, our
study lasted 11 weeks and would be
in agreement with the latter finding.
Similar results were observed in
Apoe-deficient mouse males
receiving an olive oil-enriched diet
(45). Likewise, a

expression was found in a

decreased

postprandial regimen after a virgin
olive oil bolus in male Wistar rats and
this decrease was inversely
associated with hepatic triglyceride
and cholesterol contents (54). In the
latter case, the hepatic mMmRNA
changes occurred just 4 hours after
fat intake. In fasting rats, a rapid
increase was equally observed four
hours after its start (41). Elevations of
Cidec/Fsp27 mRNA expression by
high fat diets required additional
dietary deficiencies such those of
methionine and choline (Table S4) or
under certain metabolic
derangements such as those posed
by Db mice, PPAR-alpha-deficient
mice (Table S4). In a previous study,

using Apoe-deficient mice with

C57BL/6Jx0Ola129

background and fed Western diets

genetic

with different conjugated linoleic acid
(CLA) isomers, we observed high
Cidec/Fsp27 MmRNA

expression in those mice receiving

hepatic

the trans-10,cis-12 CLA isomer and
the levels were associated with the
hepatic surface occupied by lipid
droplets. In contrast, when the cis-9,
trans-11 CLA isomer was provided
resulted in decreased Cidec/Fsp27
MRNA expression (45). Overall,
regimen of administration and
nutritional components are critical
modulators of hepatic Cidec/Fsp27
expression and this MRNA
undergoes a rapid metabolic

variation in few hours.

In the present study, the intake
of oleanolic acid, a pentacyclic
triterpene, and squalene, a lineal
triterpene, had no effect on
Cidec/Fsp27 expression despite the
changes induced in lipid droplet area
(55). Similar finding was reported by
the administration of a dietary
supplement of Boswellia serrata, an
extract rich in particular derivatives of
boswellic acid, also a pentacyclic
triterpene-based compound (56). As
triterpenes tend to accumulate in the

liver  altering distribution of
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triglycerides in lipid droplets (57, 58),
it could be hypothesized that those
lipid droplets would not need
changes in Cidec/Fsp27 expression
or these are not executed at the
MRNA level.

In a previous study, we
observed that hepatic Cidec/Fsp27
gene expression was significantly
associated with hepatic steatosis in
Apoe-deficient mice fed different
conjugated linoleic acid isomers, in
Cbs-deficient mice and in olive oil-fed
Apoe-deficient mice (45). When this
association has been searched for in
the present study, it was only
observed in the study of castration in
males (Supplementary Figure 4).
Notably, Cidec/Fsp27 expression
was associated with  hepatic
triglyceride (Figures 3 and 4) or
cholesterol contents (Figures 1 and
2). The genetic background and the
diet composition are main
differences between the previous
and the current study. The former
one used Ola129xC57BL/6J mixed
genetic background mice while the
present study has been carried out
using C57BL/6J mice. Due to both
strains do have important differences
in hepatic fat content (59), the

experimental setting may have

influenced the outcome. The second
aspect is the use of AIN-93 purified
diet (60) in the present study
compared to commercial ones in the
previous one. This choice was forced
by the high variability noted in our lab
among control mice for years in
atherosclerotic lesions when using
commercial chows and the failure of
obtaining the same batch throughout
years. Indeed, source of protein has
also been shown to induce changes
in Cidec/Fsp27 expression (61, 62).
By and large, dietary components
are an important source of variation
(24), and our current study, in well-
defined conditions of mouse strains
adds further

evidence supporting this contention.

and purified diets,

A striking result observed in
this work was the decreased hepatic
Cidec/Fsp27 expression in female
mice consuming WD in Apoe- and in
Ldir-deficient mice. An effect that
was abolished when ovariectomy
was performed in Apoe-deficient
mice and Wistar rats. Interestingly,
female mice lacking steroid receptor
coactivator-2 showed increased
hepatic expression of this gene
(Table S4). Steroid

coactivator-2 promotes the

receptor

transcriptional activation of estrogen
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receptor in some tissues (63). These
results are indicating a negative
regulation of the gene by the
influence of female hormones. This
could be executed by Pgc1a due the
significant inverse association noted
between Pgcla and Cidec/Fsp27,
the binding of PGC1a to this gene
reported by the ENCODE consortium
(52) and the suppression of the effect
by ovariectomy. Indeed, estradiol
action has been found modulated by
Pgcia (64). The experiment carried
out in Pgc1a-deficient mice is also
supporting the role of Pgc1a in the in

vivo sex differences.

In conclusion, the present
report evidences two axes of hepatic
Cidec/Fsp27 regulation defined by
diet and sex. Regarding the first one,
cholesterol and the nature of fatty
acids are a key component. On the
other hand, the fact that the female
decrease in hepatic gene expression
was not observed in ovariectomized
mice strongly suggests that ovarian
hormones are involved in the control
of hepatic Cidec/Fsp27 expression
and this is modulated by Pgc17a.
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Supplemental data:

Table S1. Summary of experimental conditions

Resaltados

Experime Genetic Diet Sex Groups and sample size Influence
nt backgroun
d
Apoe-deficient mice
1 C57BL/6J x Commercial chow (B & K Universal Males Control (n=7) Cholesterol
OLA 129 Ltd, Humberside, UK) w/wo 0.1% _
cholesterol for 10 weeks (65) Cholesterol (n=7)
2 C57BL/6J Purified chow and Western diets for  Males Chow (n=13) Western diet
11 weeks Western (n=9)
3 C57BL/6J Purified Western w/wo 0.01% Males Western (n=8) Oleanolic acid
oleanolic acid (OA) (Extrasynthese, _
Genay, France) for 11 weeks (55) Western + OA (n=9)
4 C57BL/6J Purified Western w/wo 1% squalene  Males Western (n=9) Squalene
(Sigma, Madrid, Spain) for 10 weeks Western + Squalene (n=10)
(50)
5 C57BL/6J  Purified chow for 11 weeks Both sexes Males (n=13) Sex in chow diet
Females (n=13)
6 C57BL/6J  Purified Western for 11 weeks Both sexes Males (n=9) Sex in Western
Females (n=10) diet
7 C57BL/6J Purified Western for 11 weeks Orchiectomized and  Control (n=9) Testicular

non- orchiectomized

contribution in
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Ldir-
deficient
mice
Pgc1a-
deficient
mice

Rats

C57BL/6J

C57BL/6J.

SJL

C57BL/6J

Wistar

Purified Western for 11 weeks

Purified Western for 11 weeks

Purified Western for 11 weeks

Purified Western for 100 post-
weaning days(66)

males

Ovariectomized and
non- ovariectomized
females

Both sexes

Both sexes

Ovariectomized and
non- ovariectomized
females

Orchiectomized on postnatal day

30 (n=9)

Control (n=9)

Ovariectomized on postnatal day

30 (n=9)

Males (n=17)
Females (n=18)

Males (n=8)
Females (n=8)

Control (n=6)
Ovariectomized (n=6)

Ovariectomized + a single
injection of 1250 ug of
testosterone propionate on
postnatal day 1 (n=6)

Resaltados

males

Ovarian
contribution in
females

Sex in Western
diet

Sex in Western
diet

Ovarian
contribution and
neonatal
androgenization
in females

w/wo, with or without
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Zesultados

Table S2. Composition of purified diets used in the different studies, based on AIN-93 recommended diets for laboratory

rodents (60)

Ingredients Chow (g/kg) Western (g/kg)
Corn starch @ 465.7 371.9
Casein P 140.0 111.8
Maltodextrin @ 155.0 123.8
Saccharose ¢© 100.0 79.9
Soybean oil @ 40.0 31.9
Cellulose © 50.0 39.9
Mineral mix 35.0 27.9
Vitamin mix 9 10.0 8.0
Choline bitartrate " 2.5 2.0
L-Cystine " 1.8 1.4
Cholesterol " -- 1.5
Palm oil ! - 200

a Cargill, Barcelona, Spain. ° Lactalis Ingredients, Bourgbarré, France.® Azucarera Ibérica S.L., Madrid, Spain. ¢ Aceites Mufioz, Toledo, Spain. ¢ Vitacel R200, Rettenmaier Ibérica
S.L, Barcelona, Spain. f AIN-93M Mineral Mix (MP Biomedicals, lllkirch, France). The salt mixture contains the following amounts (g/kg): calcium carbonate, 357; monopotassium
phosphate, 250; potassium citrate monohydrate, 28; sodium chloride, 74; potassium sulphate, 46.6; magnesium oxide, 24; ferric citrate, 6.06; zinc carbonate, 1.65; manganese
carbonate, 0.63; copper carbonate, 0.3; potassium iodate, 0.01; sodium selenate anhydrous, 0.01025; ammonium molybdate.4H20, 0.00795; sodium metasilicate.9H20, 1.45;
chromium potassium sulfate.12H20, 0.275; lithium chloride, 0.0174; boric acid, 0.0815; sodium fluoride, 0.0635; nickel carbonate, 0.0318; ammonium vanadate, 0.0066 and
powdered sugar, 209.806. ¢ AIN-93-VX Vitamin Mix (MP Biomedicals, lllkirch, France). Vitamin mixture contains the following amounts (mg/kg): nicotinic acid, 3; D-calcium
pantothenate, 1.6; pyridoxine HCI, 0.7; thiamine HCI, 0.6; riboflavin, 0.6; folic acid, 0.2; D-biotin, 0.02; vitamin B12 (0.1% triturated in mannitol), 2.5; a-tocopherol powder (250
U/g), 30; vitamin A palmitate (250,000 U/g), 1.6; vitamin D3 (400,000 U/g), 0.25; phylloquinone, 0.075 and powdered sucrose, 959.655. " Sigma-Aldrich Quimica, Madrid, Espafia.

" Gustav Heess, Barcelona, Spain
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Table S3. Characteristics of primers used in gPCR according to MIQE guidelines.

Gene symbol Accession Seqguence Amplicon  Junction [Primer] Efficiency
length

Cidec/Fsp27 NM_178373.3 Sense: CATCAGAACAGCGCAAGAAGAG 151 Exon 4-5 100 nM a5
Antisense: TGTCATAGAGGGTTGCCTTCAC

Fsp27b XM_006505531.3 Sense: GTGACCACAGCTTGGGTCGGA 170 Exons 1-2  100/50 104
Antisense; GGGTCTCCCGGCTGGGCT TA M

Prkaa2 MNM_175143.2 Sense: TACATCTGCAAACATGGGCG 100 Exons 3-4 200 nM 95
Antisense: TGGACAACCATATGCCTGTGAC

Fpara MM_001113418  Sense: CATCGAGTGTCGAATATGTGGG 89 Exons 4-5 100 nM 93
Anlisense: TTCGCCGAAAGAAGCCCTTA

Ppargcia/ NM_002204 Sense. GTGTTCCCGATCACCATATTCC 151 Exons 8-8 100 nM 80

Facta Antisense: AGGGTGACCTTGAACGTGATCT

Ppib NM_011149 Sense: GGAGATGGCACAGGAGGAA 71 Exon 3 100 nM 97
Antisense:
TAGTGCTTCAGCTTGAAGTTCTCAT

Rat Fsp27 NM_001024333.2 Sense: TCACTGTCCAGGCATGTAGCA 117 Exons 2-3 100 nM 100
Antisense: CCTTTGCGAACCTTCCGAT

Rat Pgcifa NM_D31347 1 Sense. GTGTTCCCGATCACCATATTCC 153 Exons 8- 100 nM 80
Antisense: AGGGTGACCTTGAACGTGATCT

Rat Finb NM 0225361 Sense: TCGGAGCGCAATATGAAGGT 102 Exons 1-2 100 nM ar

Antisense: CTTCTTCTTATCGTTGGCCACG

Resultados
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Table S4. Changes in hepatic Cidec/Fsp27 expression according to Genome Expressed Omnibus data bank and Array

express.

Zesultados

Experimental condition

Type of change

Accession number

Steroid receptor coactivator-2-deficient female mice
NADH-cytochrome P450 reductase deletion effect on liver

Hepatocyte nuclear factor 4 alpha depletion on hepatocellular carcinoma cell line
Stearoyl-CoA desaturase 1-deficient mutants on a very low-fat, high-carbohydrate

diet
Metabolic stress effect on MCAD-deficient mutants

Thioredoxin reductase 1-null liver

Alcoholic hepatitis

Sebacic acid supplemented diet effect on db/db liver

Ketogenic diet effect on the liver

Resveratrol and high-fat high-calorie diet effect on liver

Liver response to a high fat diet deficient in methionine and choline

Diet induced changes in liver

Perfluorooctanoic acid effect on livers lacking PPAR-alpha

Peroxisome proliferator-activated receptor subtype activation effect on liver cell
Liver response to a high fat diet: time course

Transcriptional coactivator PGC-1beta hypomorphic mutation effect on the liver
RORa-deficient staggerer mice

Increased
Increased
Increased
Increased

Increased by fasting and
LPS

Increased
Increased
Increased
Increased
Increased
Increased
Increased
Increased
Increased by PPARg2
Increased 12 h
Decreased
Decreased

GDS4785
GDS1093
GDS4798
GDS1517

GDS4546

GDS4928
GDS4389
GDS3807
GDS2738
GDS2413
GDS4883
GDS279
GDS3407
GDS1373
GDS4783
GDS3197
GSE23736
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SIRT3 deficient liver response to a high fat diet Decreased GDS4817
GPR120-deficient liver response to a high fat diet Decreased GDS4830
TAK1/TR4-deficient mice Decreased GSE21903
Conditional GBA1 deletion model of Type 1 Gaucher Disease Decreased GDS4162
Atherogenic diet effect on the liver: time course Decreased long term GDS2292
Streptozotocin induced type 1 diabetes Decreased GDS4845
Adrenalectomized liver at light and dark periods of the circadian cycle Variable GDS1870
Sex specific transcription in somatic and reproductive tissues No change GDS565

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/
https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/.
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Resultados

Figure S1. Effect of dietary oleanolic acid on hepatic steatosis and Cidec/Fsp27 expression in Apoe-deficient mice fed on a
Western diet. Representative liver micrographs at x400 magnification from Apoe-deficient mice consuming the Western (a) and
oleanolic acid-enriched (b) diets. Morphometric evaluation of surface of hepatocyte occupied by fat and hepatic cholesterol and
triglyceride contents (c). Analysis of hepatic Cidec/Fsp27 expression determined by RT-gPCR normalized to Cyclophilin B (d). Data
are medians and 10-90 percentile range for control (n=8) and oleanolic acid (n=9) groups. Statistical analyses were done according
to Mann-Whitney’s U test. @, P< 0.05 vs control.
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Resaltados

Figure S2. Effect of dietary squalene on hepatic steatosis and Cidec/Fsp27 expression in Apoe-deficient mice fed on a
Western diet. Representative liver micrographs at x400 magnification from Apoe-deficient mice consuming the Western (a) and
squalene-enriched (b) diets. Morphometric evaluation of surface of hepatocyte occupied by fat and hepatic cholesterol and triglyceride
contents (c). Analysis of hepatic Cidec/Fsp27 expression determined by RT-gPCR normalized to Cyclophilin B (d). Data are medians
and 10-90 percentile range for control (n=9) and squalene (n=10) groups. Statistical analyses were done according to Mann-Whitney’s
U test. a, P< 0.05 vs control.
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Resultados

Figure S3. Effect of sex on hepatic steatosis and Cidec/Fsp27 expression in Apoe-deficient mice fed on a chow diet.
Representative liver micrographs at x400 magnification from male (a) and female (b) Apoe-deficient mice consuming chow diets.
Morphometric evaluation of surface of hepatocyte occupied by fat, and hepatic cholesterol and triglyceride contents (c). Analysis of
hepatic Cidec/Fsp27 expression determined by RT-gPCR normalized to Cyclophilin B (d). Data are medians and 10-90 percentile
range for male (n=13) and female (n=13) groups. Statistical analyses were done according to Mann-Whitney’s U test. a, P< 0.05 vs
control.
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Resultados

Figure S4. Effect of orchiectomy on hepatic steatosis and Cidec/Fsp27 expression in male Apoe-deficient mice fed on a
Western diet. Representative liver micrographs at x400 magnification from control (a) and orchidectomized (b) Apoe-deficient mice
consuming Western diets. Morphometric evaluation of surface of hepatocyte occupied by fat and hepatic cholesterol and triglyceride
contents (c). Analysis of hepatic Cidec/Fsp27 expression determined by RT-qPCR normalized to Cyclophilin B (d). Hepatic expression
of Fsp27beta normalized to Cyclophilin B (e). Data are medians and 10-90 percentile range for control (n=9) and castrated (n=9)
groups. Statistical analyses were done according to Mann-Whitney’s U test. a, P< 0.05 vs control. Association between hepatic fat
content and Cidec/Fsp27 expression (f). Spearman’s correlation is shown. Open squares correspond to control and black squares to

castrated mice.
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Zesultados

Figure S5. Effect of estradiol and stearic acid on Cidec/Fsp27 expression in hepatic AML12 cells. Cells were incubated in
presence of 200 ym stearic acid (18:0) or in presence of stearic acid for 24 hours and 50 nM estradiol (E2) for 6 hours. Then RNA
was extracted and Cidec/Fsp27 expression normalized to Cyclophilin B was determined by RT-gPCR. Three independent
experiments in sextuplicate were carried out. Data are medians and 10-90 percentile range for each group. Statistical analyses were
done according to Mann-Whitney’s U test. a, P< 0.05 vs vehicle.

E d

= — —

= -

- 1.0+ —_—

%

: T

o 0.5+ E

(0

T

Q.0 T T
5 N
'\qb- l;::.‘:-c';:;c"'-
*&."

158



Resaltados

Figure S6. Effect of ovariectomy and neonatal androgenization on hepatic steatosis and Cidec/Fsp27 expression in female
Wistar rats fed on a Western diet. Representative liver micrographs at x400 magnification from control (a), ovariectomized (b) and
ovariectomized and neonatally androgenized females (c) on Western diets. Morphometric evaluation of surface of hepatocyte
occupied by fat and hepatic cholesterol and triglyceride contents (d). Analysis of hepatic Cidec/Fsp27 expression determined by RT-
gPCR normalized to Cyclophilin B (e). Hepatic expression of Pgc1a normalized to Cyclophilin B (f). Data are medians and 10-90
percentile range for 6 rats each group. Statistical analyses were done according to Mann-Whitney’s U test. a, P< 0.05 vs control and
b, P< 0.05 vs ovariectomized rats. Relationship between percentage of hepatic triglyceride content and Cidec/Fsp27 gene expression
(g)- Open and black squares correspond to control and ovariectomized rats, respectively, and crosses reflect results from
ovariectomized and neonatally androgenized rats. Correlations were calculated according to Spearman’s test.
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Resultados

Figure S7. Effect of sex on hepatic steatosis and Cidec/Fsp27 expression in LdIr-deficient mice fed on a Western diet.
Representative liver micrographs at x400 magnification from male (a) and female (b) LdIr-deficient mice consuming Western diets.
Morphometric evaluation of surface of hepatocytes occupied by fat and hepatic cholesterol and triglyceride contents (c). Analysis of
hepatic Cidec/Fsp27 expression was determined by RT-qPCR normalized to Cyclophilin B (d). Hepatic expression of Fsp27beta
normalized to Cyclophilin B (e). Hepatic expression of Pgc1a normalized to Cyclophilin B (f). Data are medians and 10-90 percentile
range for range for male (n=17) and female (n=18) groups. Statistical analyses were done according to Mann-Whitney’s U test. 2, P<
0.05 vs males.
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VI. 2 Transcriptomic and proteomic analyses
identify potential biomarkers of hepatic
Steatosis in a cross-bred porcine model

Abstract:

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is currently a growing epidemic disease
that can lead to cirrhosis and hepatic cancer and it remains partially understood.
To characterize this disease, pigs have surged as the most similar to human
experimental animal model. Until the date all swine-based settings have been
carried out using rare predisposed breeds or long-term experiments. Herein, we
fully describe a new experimental swine model for early and reversible NAFLD
using cross-bred animals fed on a high saturated fat, cholesterol and cholate, and
choline and methionine deficient diet. To gain insight into the hepatic
transcriptome that undergoes steatosis, we used RNA sequencing and verified
its results by RT-gPCR. Several genes modified their expression in the studied
conditions: ISG15, LGALS3, PAQR7, SMPDL3, SPP1, and SRGN augmented
their expression while APC5, CYP51, FDPS, and an unknown RNA were found
to decrease their expression. This phenomenon was verified in a second
experiment in which we studied the regression of NAFLD. LGALS3 and ISG15
were confirmed at the protein level in liver and serum using several analysis
methods. As a result, we detected potential new biomarkers whose expression is
highly related to the hepatic steatosis status, increasing when the disease

appears, and vanishing as soon as NAFLD reverts.

Keywords: NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease, RNAseq, transcriptome,
steatosis, pig, swine, LGALS3, ISG15.
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Abbreviations: ALP, alkaline liver
phosphatase; APCS5, anaphase
promoting complex subunit 5; AST,
aspartate aminotransferase; CYP51,
cytochrome p450 family 51; ELISA,
enzyme-linked immunosorbent
assay; FDPS, farnesyl diphosphate
synthase; GULO, gulonolactone (L-)
oxidase; GEO, gene expression
omnibus; GGT, gamma-glutamyl
Transpeptidase; HDLc, HDL
cholesterol; 1SG15, ubiquitin like
modifier 15; KB, ketone bodies;
LDLc, LDL cholesterol;
LGALS3/GAL3, galectin 3; NAFLD,
non-alcoholic fatty liver disease;
NASH, non-alcoholic steatohepatitis;
NEFA, non-esterified fatty acids;
PAQR7, progestin and adipoQ
receptor family member 7; PLD3,
phospholipase D family member 3;
PTPRU, protein tyrosine
phosphatase receptor type U; RT-

gPCR, real time quantitative
polymerase chain reaction;
SMPDL3A, sphingomyelin

phosphodiesterase acid like 3A;
SPP1, secreted phosphoprotein 1;
SRGN, serglycin; TG, triglycerides;
UBA52, ubiquitin A-52 residue
ribosomal protein fusion product 1;
VLDL, very low density lipoprotein

1. Introduction:

Nonalcoholic fatty liver disease
(NAFLD) is currently the most
common liver disease among
Western countries with a prevalence
of 20-34% in the general population.
In the Middle East and South
America it reaches its highest
prevalence (14-58%) and its lowest

in Africa (6-29%) (1). An evolved
form is predicted to become the
predominant cause of cirrhosis
requiring liver transplantation within
the next two decades (2). These
features highlight the pressing need
to improve our understanding of the
pathophysiology and progression of
NAFLD and to

therapeutics targets (3).

identify new

The liver has a key role as a
regulator of lipid metabolism, being
responsible for the lipid uptake, the
synthesis of fatty acids, their export
and relocation to other tissues, as
well as their consumption as energy
substrates (4). An imbalance of one
or more of these pathways, in
absence of alcohol abuse, results in
accumulation of fat within the liver
and the subsequent development of
NAFLD (5). However, the molecular
mechanisms underlying the
pathological fat store within the liver
are not fully elucidated (5, 6).

Histologically, NAFLD is largely
categorized into simple steatosis,
corresponding to the presence of
steatosis without additional liver
nonalcoholic
steatohepatitis (NASH) which is

thought to be a progressive condition

damage, and

which can lead to advanced fibrosis,
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cirrhosis, hepatocellular carcinoma
and liver failure (3, 7-10). This
classification corresponds to the
“two-hit  hypothesis”, an initial
framework for understanding the
pathogenesis of NASH (11).
However, the validity of this
oversimplified concept has been
questioned (12, 13 ). Other authors
“two-hit”

hypothesis wherein non-esterified

propose a modified
fatty acids (NEFAs) coming from
lipolysis or de novo lipogenesis play
a direct role in promoting oxidative
stress and inflammation-mediated
liver injury, whereas the esterification
of NEFAs can function as a
protective mechanism (14).
Moreover, there is also a “multiple
parallel hits” hypothesis, which
considers the role of gut microbiota
and adipose tissue-derived factors
(15).

Transcriptomics, either by
DNA- microarrays or sequencing,
offers a new possibility to understand
the pathophysiology and progression
of NAFLD. Both techniques have
been validated in nutraceutical
studies (16). RNAseq provides
accurate transcript levels and their
isoforms (17). Despite this fact, few

examples of RNAseq have been

carried out in swine (only 13
references using RNAseq and swine
or pig as key words in Pubmed
database). Selected examples
address microRNA expression in
adipose tissue and inflammation-
related genes in NASH of Bama

minipigs (18, 19)

To find out the molecular
mechanisms of NAFLD, animal
models offer possibilities that would
be inviable in humans (20). In this
regard, swine is emerging as a
valuable translational model to close
the gap between rodents and
humans. The pig has evolved
genetic, anatomical and
physiological human resemblances
(21) such as cardiovascular system,
gastrointestinal tract, morphology
and physiology of the pancreas, body
fat distribution, proportional organ
sizes, propensity for sedentary
behavior, fat cell size or metabolic
disease progressions (19, 22-24).
Swine also provide a variety of
genetic backgrounds, classified in
two main groups: the modern
commercial breeds (e.g. Large
White, Pietrain) and the minipigs (e.g
Ossabaw,  Gottingen,  Yucatan,
Bama) (20, 23). The easy access to

commercial and diverse (natural or
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selected) pig populations offers an
opportunity to combine different
phenotypes for specific research
purposes (25). Another important
benefit is the availability of biological
samples (26). Therefore, pigs are
good models for studying human
metabolic diseases in a time-
dependent manner (27). Despite all
those advantages, which makes
swine an excellent model for NAFLD,
detailed information at the molecular
level including gene expression and
proteome composition is lagging
behind in comparison to other

available organisms (19, 24, 25).

Pig could also be a potential
source of liver for
xenotransplantation in order to
provide a therapeutic solution to
meet the increasing demand. In this
regard, the pig is considered the
most suitable donor source for
xenogeneic applications (28) and is
already in use for various clinical
indications (i.e. heart valves and
matrices) (23, 26).
Moreover, the elimination of pig

acellular

endogenous retroviruses (29) and
the partial deletion of the immune
system response (30) will favor this
choice. Characterization of swine

liver is, therefore, crucial to achieve

successful xenotransplantation and
a pressing condition to characterize
better biomarkers to establish
functionality of steatotic livers. With
this aim, we have tested a dietary
intervention wherein a reversible
NAFLD is developed in just 8 weeks
with easily accessible commercial
breeds. To our knowledge, this is the
first report achieving an early NAFLD
in a commercial breed swine model,
and an RNAseq approach has been
used to characterize this pathology.

2. Material and methods:

Animals. They had
unrestricted access to food and
water. Two experimental settings,
the progression and the regression of
liver steatosis, are the basis of this
report. Regarding the first approach,
after one month of adaptation, twelve
male Large White x Landrace pigs,
weighing 42 + 1.5 kg, were used to
induce liver steatosis by feeding a
steatotic diet for two months. Once
completed the analyses of this
experiment, the second approach
was tackled. In the latter, after one
month of adaptation, eight male
Large White x Landrace pigs,
weighing 38 + 2.8 kg, were fed the
steatotic diet for 2 months. At this

moment, they were switched to the
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control diet for a month and then,
euthanized. Unfortunately, only six
out of eight animals completed this
second experiment.

Diets. Control diet, purchased
from CADEBRO
Zaragoza, Spain), provided 72.8% of

(Casetas,

energy from complex carbohydrates,
18% from protein and 9.2% from fat
(Supplemental Table 1). The
steatotic diet, prepared at the
Veterinary School Facility, was
designed to be methionine-deficient
and choline-restricted. It was also
enriched in 2% cholesterol (Sigma-
Aldrich, Germany), 0.5% sodium
cholate (Molekula Group, Darlington,
UK) and saturated fat (JL Supervia,
Cuarte de Huerva, Zaragoza, Spain).

This diet provided 50% of energy

from hydrogenated palm and
sunflower  oil  (approximatively,
saturated fatty acids represented a
50%), 43% from

carbohydrates and 7% from protein.

complex

Sampling. As displayed in
Figure 1, samples were obtained at
the beginning and at the end of the
experiments for both experimental
settings after overnight fasting.
Sampling was performed under
general anesthesia, induced and
maintained with Propofol® (B/Braun-
Vetcare, Rubi, Barcelona, Spain)
administration. The abdomen was
opened through a middle line
laparotomy and open liver biopsies
were obtained. At the end of the
experiment, pigs were euthanized by

an anesthetic overdose and liver

A MNon steatosis- Steatosis-final
initial sampling sampling
lAda ptation pericn:lll' Steatosis period Il’
I | I
day -30 day 0 day 60
B Steatosis-initial Mon steatosis-
sampling final sampling
Adaptation period Steatosis period l‘Regressiun peri:ml
[ | | |
| I | |
day -30 day 0 day 60 day 90

Figure 1. Scheme displaying the used experimental approaches. NAFLD progression study design (A) and NAFLD

regression experimental setting (B).
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samples were taken. All the
procedures were performed
according to the European Union
guidelines for the handling and care
of laboratory animals and the
protocol was approved by the Ethics
Committee for Animal Research of

the University of Zaragoza.

Hematoxylin-eosin staining:
Liver samples were stored in 4%
paraformaldehyde and embedded in
paraffin. Sections (4 pm) were
stained with hematoxylin and eosin
and observed wusing a Nikon
microscope. Images were captured
and hepatic fat content was blindly
evaluated as previously described
(31).

Trichromic staining. Paraffin
sections were stained following the
Masson’s  trichromic  technique.
Morphometric analyses of fiber area
was carried out in each liver section
with Adobe Photoshop CS3 and
expressed as percentage of total

liver section.

Lipid extraction and
triglyceride and cholesterol
measurements. Livers (20 mg) were
extracted according to Folch’s
method (32). The organic phases

were evaporated under N2 stream.

Isopropanol extracts were used to
measure cholesterol and triglyceride
contents using Infinity Reagents from
Thermo (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).

Plasma parameters: Plasma
samples were analyzed for
triglycerides using Infinity Reagent
(Thermo) and total, free, low-density
lipoprotein (LDLc) and high-density
lipoprotein cholesterol (HDLc) using
a fluorometric method (Amplex Red,
Molecular Probes, USA). Ketone
bodies and non-esterified fatty acids
were assayed using kits from Fujifilm
(Wako Pure Chemical Corporation,
Tokyo, Japan). Biochemistry
parameters (glucose, bilirubin, AST,
ALP, ALT, GGT) were measured at
the Clinical Laboratory of Hospital
Clinico  Universitario (Zaragoza,
Spain). Insulin (EP0100, Finetest
Wuhan, Hubei,
(EPO103,
(EPO0O06, Finetest) and LGALS3
(MBS7606136, Mybiosource, San
Diego, CA, USA) were determined by
ELISAs

instructions. In-

China), leptin

Finetest), adiponectin

commercial following
manufacturers’
house ELISA with the following pair
of antibodies analyzed 1SG15: (0.2
Mg/ml capture antibody and 0.25

pg/ml detection antibody labeled with
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biotin) (MBS7041946, Mybiosource).
HPR-labeled streptavidin  diluted
1/2000 (MBS2090690, Mybiosource)
and TMB (MBS135892,
Mybiosource) as substrate. The
following analytes: IL-1beta, IL-4, IL-
6, IL-8, IL-10, IL-12p40, IFN-alpha,
IFN-gamma, and TNF-alpha were
assayed using multiplex (EPX090-
60829-901, Thermo) according to

manufacturer’s instructions.

RNA isolation: Liver samples
were immediately frozen in liquid
nitrogen and stored at -80°C. RNA of
each liver was isolated using Tri
Reagent from Ambion® (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA)
following the manufacturer’s
instructions. DNA contamination was
removed using TURBO DNAse
treatment and removal kit from

Ambion® (Life Technologies).

Quantification and evaluation
of RNA quality: RNA was quantified
by absorbance at 260 nm, and purity
was verified regarding the A260/280
ratio (greater than 1.8) with
SPECTROstar Spectrophotometer’'s
LVis plate (BMG Labtech, Offenburg,
Germany). Integrity of the 28 S and
18 S ribosomal RNAs was verified by
1% agarose gel -electrophoresis

followed by ethidium bromide

staining. Furthermore, quality of
RNAseq samples was verified by a
Bio-Rad experion chip (Hercules,
CA, USA) in order to know that their
RQI were superior to 9.

RNAseq analysis. Two RNA
pools were prepared with 4 animals
of each condition of the first
experiment (non steatosis-initial and
steatosis-final stages) and sent to
GATC Dbiotechnology (Konstanz,
Germany), now belonging to Eurofins
genomics (Ebersberg, Germany), to
perform the RNA library construction,
sequencing and  bioinformatics
analysis. They executed a paired end
run which read length was 2 x 125 bp
with an llumina Hiseq 2500 system
as a sequencing platform. The RNA-
Seq reads were aligned to the
reference genome (Ensembl Sus
scrofa genome 10.2;
www.ensembl.org) using Bowtie
generating genome/ transcriptome
alignments. Then, the transcripts
from the preprocessed RNA-Seq
alignment assembly were identified
and quantified using Cuffinks.
Identified transcripts were merged to
full length transcripts and annotated
based on the given annotations using
Cuffmerge software. Finally, merged

transcripts from samples were
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compared using Cuffdiff to determine
the differential expression levels.
RNA sequencing results have been
deposited in GEO database with the
accession number: GSE130924.

RT-gPCR: 500 ng of total RNA
of each animal was reverse
transcribed using the First Strand
cDNA Syntesis Kit from Thermo
Scientific. PCR real time reactions
were performed using 2x qPCRBIO
Sgreen Mix Hi-ROX, from PCR
Biosystems (London, UK), according
the manufacturer’s instructions, in a
ViiA7 Real-TIME PCR System (Life
Technologies). The used primers
(Supplementary Table 3) were
designed with NCBI primer design
software and checked by BLAST
analysis  (National Center for
Biotechnology Information) to verify
gene specificity. The relative amount
of all mMRNAs was calculated using
comparative 222Ct method. Three
reference genes were assayed,
being UBA52 (NM_214211.1) mRNA
the most stable, therefore it was
selected as the reference (house-

keeping) gene.

Western blotting: An
approximate 50-mg sample of liver
was homogenized in 500 pl of 8M

urea/2M thiourea buffer pH 9 with an

ultraturrax homogenizer followed by
a centrifugation during 10 minutes.
Protein concentration was measured
by Bio-Rad dye binding assay (Bio-
Rad, Madrid, Spain). 20 pg of protein
were loaded onto a 16% tricine-SDS-
polyacrylamide gel (33) and
electrophoresed for 150 min at 85V
in a Bio-Rad Miniprotean cell
(Hercules, CA). Proteins were
transferred to PVDF membranes (GE
Healthcare, Madrid, Spain) using
semidry transfer cell Bio-Rad Trans-
Blot SD apparatus with 1.5 mA/cm?
membrane 25 min at 20V.
Membranes were blocked with PBS
buffer containing 5% BSA for 1 h at
room temperature. The primary
antibody, diluted in PBS buffer
containing 2.5% BSA and 1% Tween
20, was added, and the membranes
were incubated overnight at 4°C and
then 2 h at room temperature.
Protein presence was evidenced by
using a rabbit polyclonal antibody
against the different protein targets:
LGALS3 (ref. 14979-1-AP) (1/
2,000), ISG15 (ref. 15981-1-AP) (1/
2,000) both from
(Manchester, UK) and PAQRY7 (ref.
HPA046936) (1/ 1,000) from Sigma-
Merk (St Louis, MO USA). Equal
loadings were confirmed by using a

Proteintech

rabbit polyclonal anti-actin (1/ 3,000)
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from Sigma (St Louis, MO, USA).
Membranes were washed three
times with PBS buffer containing
0.1% Tween 20 and incubated for 1
h at room temperature with
conjugated goat anti-rabbit 1gG
(H&L) DyLight 800 secondary
antibody  (SA5-35575,
scientific, diluted 1/200,000). Images
were captured using an
Odyssey®ClIx (LI-COR, Bad
Homburg, Germany).

Thermo-

Targeted proteomics.
Proteins extracted following the
previous method were sent to the
proteomic facility of the Complutense
University (Madrid, Spain). After
concentration, digestion and
desalting, peptides were subjected to
PRM-MS

monitoring-mass spectrophotometry)

(parallel reaction
to detect the proteins of interest
(trlQ9TSY3|QITSY3_PIG;
sp|P14287|0STP_PIG;
sp|Q865K8|PAQR7_PIG;
trlASEX84|A3EX84_PIG;
Sp|Q92484|ASM3A_HUMAN;
Sp|Q92485|ASM3B_HUMAN;
tr|AOA287AB58|A0A287AB58_PIG)
using a RP-LC-ESI-MS/MS in an
EASY-nLC 1000 System coupled to
the Q-Exactive HF mass

spectrometer (Thermo Scientific)

through the Nano-Easy spray
source. The data acquired in the Q-
EXACTIVE HF were analyzed using
Skyline v 4.1 software where they
were manually inspected to confirm
the peptides and transitions that
provided accurate detection of
peptides/proteins. The MS/MS data
were carried out using Proteome
Discoverer software v.2.2 (Thermo
Scientific)  with
MASCOT 2.6
London, UK) to identify the peptides

search engine

(MatrixScience,

against in house DataBase with the
fasta sequence of targeted protein (8
sequence), Contaminant data Base

(247 sequence) and Sus scrofa

proteome (48918 sequences;
2018/05/18) (UP000008227)
downloaded from Uniprot

(www.uniprot.org).

Immunohistochemistry: The
antigenic sites were retrieved by
incubation of the sections in boiling
citrate buffer. Next, endogenous
peroxidase activity was quenched by
incubating the sections with the
peroxidase blocking solution from
Dako Kit (K4010) (DAKO
Corporation, Carpinteria, CA, USA).

Immunohistochemistry was
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Figure 2. Characterization of liver in a porcine model of dietary NAFLD development. Representative liver
micrographs, stained with hematoxylin-eosin, at x400 magnification from commercial breed swine before (A) and after
consuming the steatosis diet for 2 months (B). Bar denotes 50 um. Morphometric changes in hepatic fat content
expressed as percentage of area of total liver section (C). Representative liver micrographs at x100 magnification from
initial state (D) and steatosis (E) using Masson’s trichrome staining. Bar denotes 100 um. Morphometric changes in
fiber area (F) of livers, expressed as percentage of total liver section. Hepatic triglyceride (G) and cholesterol (H)
contents before and after consuming the steatosis diet for 2 months. Data are expressed as mean + SD for each group.
Statistical analyses were carried out using (C, F-H) Mann—-Whitney U test. *p<0.05; **p<0.01. Associations among
hepatic lipid droplet and ATL (1) and serum cholesterol levels (J). Correlations were calculated by the Spearman’s rho
test.
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performed using rabbit polyclonal
(14979-1-AP) and ISG15 (ref. 15981-
1-AP), both from Proteintech Group,
Inc., Manchester, UK), diluted 1/200
in 1% BSA TBS incubated overnight
at 4°C. For peroxidase signal
EnVision+System-HRP
(DAB) for rabbit primary antibodies
(K4010, DAKO
Carpinteria, CA, USA) was used

following the

detection

Corporation,

manufacturer’s
instructions. Finally, the sections
were counterstained with
hematoxylin. To assess the
specificity of the immunolabeling,
controls were performed by
incubating the liver sections with 1%
BSA TBS instead of the primary

antibody.

Statistical analyses: Results are
expressed as mean £ SD. Data were
analyzed by one tail Mann-Whitney’s
test using Instat 3.02 software for
Windows (GraphPad, San Diego,
CA, USA).

considered significant when P<.05.

Differences  were

Correlations between variables were
tested by calculating the Pearson or

Spearman correlation coefficients.

3. Results:

Characterization of fast and
simple development of steatosis
in a commercial cross-breed

swine

One of the main problems
working with commercial cross-breed
swine is their genetically resistance
to generate NAFLD due to the
human directed selection over the
last decades to convert all their
intakes in muscle weight gain (34).
Based in our previous experience
with medium term experiments (35),
swine fed a high saturated fat, high
cholate, high cholesterol, methionine
and choline deficient diet (Table S1)
for two months could overcome this
drawback for the use of this large
animal as NAFLD model. In fact, the
percentage of hepatic area occupied
by lipid droplets (Figure 2A-C)
significantly increased in the studied
animals consuming this diet for two
months. Meanwhile, fiber areas
remained unmodified and no
inflammatory cells were observed
according to histological analyses
(Figure 2D-F). Hepatic triglyceride
and cholesterol (Figure 2G-H)
contents also augmented reinforcing
the histological data. Regarding the

hepatic plasma parameters (Table
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test_id_and gene_idgene Locus (based on ensembl 10.2)  status Cm2014 Ci2014  log2(fold change, test stat value value _significant
XLOC_085665 PAQR7 chr6:76874380-76883069 oK 837,585 0.804829 -20 -658,924 5.00E-050.02982 yes
XLOC_005522 1SG15 GL895967.2:57937-59056 OK 595,904 236.71 -11 659,574 5.00E-050.02982 yes
XLOC_075097 FDPS chr4:103291795-103304840 oK 771,587 38,229 -4 536,355 5.00E-050.02982  yes
XLOC_102029 (D36 chr9:110040006-110104058 oK 208,615 16,229 -4 -737,893 5.00E-050.02982 vyes
XLOC_005684 noannotated gen GL896091.1:713-957 OK 960,511 151,362 -3 -369,238 5.00E-050.02982  yes
XLOC_013723 no annotated gen chr1:152102970-152106945 OK 605,457 105,802 -3 -520,482 5.00E-050.02982 yes
XLOC_013694 noannotated gen chr1:152032486-152037630 0K 538,101 102,348 -2 -505,494 5.00E-050.02982 vyes
XLOC_054812 MSR1 chr17:4110505-4191701 OK 510,675 101,124 -2 -512,962 5.00E-050.02982 yes
XLOC_013700 no annotated gen chr1:152045477-152048971 OK 577,038 118,277 -2 -475,064 5.00E-050.02982 yes
XLOC_018875 FAM1698 chr1:153304732-153427776 OK 128,394 28,306 -2 -487,609 5.00E-050.02982 yes
XLOC_097628 TSKU chr9:12036544-12050254 OK 187,073 43,781 -2 -41,074 5.00E-050.02982 vyes
XLOC_006262 ENSSSCG00000026418 GL896288.1:7672-8076 OK 657,614 159,116 -2 -105,881 5.00E-050.02982  yes
XLOC_082720 PTPRU chr6:80024188-80219461 OK 975,027 236,384 -2 -43,023 5.00E-050.02982 yes
XLOC_041132 SRGN chr14:78197805-78215869 oK 995,705 241,463 -2 -578,435 5.00E-050.02982  yes
XLOC_008034 ENSSSCG00000027995 JH118806.1:24260-29064 oK 477,126 116,005 -2 -552,353 5.00E-050.02982 yes
XLOC_087854 uBD chr7:25330322-25332753 oK 670,663 165,586 -2 -556,202 5.00E-050.02982 vyes
XLOC_057243 INMT chr18:46637173-46641831 oK 278,967 72,055 -2 -584,532 5.00E-050.02982 vyes
XLOC_087004 DIO1 chr6:146076378-146094314 OK 442,447 119,563 -2 -489,054 5.00E-050.02982 vyes
XLOC_084929 PLD3 chr6:44511403-44528219 OK 934,763 270,201 -2 -502,625 5.00E-050.02982  yes
XLOC_097148 SPP1 chr8:140308014-140315430 OK 224,316 803,046 2 -119,849 5.00E-050.02982 yes
XLOC_004269 no annotated gen GL894923.1:11-684 OK 204,509 766,895 2 -138,577 5.00E-050.02982 yes
XLOC_075022 APCS chr4:98899399-98901457 OK 113,158 469,507 2 462,265 5.00E-050.02982  yes
XLOC_017312 SMPDL3A chr1:44076446-44094723 OK 48,972 305,035 3 -926,765 5.00E-050.02982  yes
XLOC_101482 CYP51 chr9:78793623-78814950 OK 101,055 646,955 3 673,378 5.00E-050.02982 yes
XLOC_042148 SCD chr14:120964264-120980903 OK 12411 107,468 10  -77,097 5.00E-050.02982 vyes
XLOC_014551 LGALS3 chr1:204956564-204974034 OK 279.71 449,705 11 -146,243 5.00E-050.02982  yes
XLOC_039595 GULO chr14:12480019-12512420 oK 175.52 304,574 11 -634,402 5.00E-050.02982  yes
XLOC_098077 no annotated gen chr9:46646462-46665517 OK 0.550356 258,294 19 489,381 5.00E-050.02982  yes
XLOC_098078 noannotated gen chr9:46665601-46674004 OK 0.443215 257,353 19 505,665 5.00E-050.02982  yes

Figure 3. RNAseq experiments comparing expressions of livers in a porcine model of dietary NAFLD
development. Ci2014 denotes the group of sequences obtained from a representative pool of hepatic RNAs at
the initial state, while Cm2014 represents those of the steatosis group (the same animals on the steatotic diet
for 2 months). Total amount of raw sequence data and results of the quality itering (A). Number of reads
mapped to the reference genome/ transcriptome for each sample (B). The 100 most abundant genes from the
samples and their heatmaps (C). Volcano plots of the genes that significantly differ between the conditions
tested based on the fold change and test statistics performed on the RNAseq data between conditions (D). List
of genes with differential pattern RNA expression in the studied conditions (E).
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S2): ALP, GGT and total bilirubin
augmented, ALT diminished and
AST remained unchanged after the
two-month  dietary intervention.
Other serum parameters such as
glucose, insulin and adiponectin
(Table S2) did not increase,
indicating the lack of insulin
resistance; neither was an open
systemic inflammation observed due
to their low levels of inflammatory
cytokines (even if there were
significant increases of IL-6 and IL-8,
they remained in a low level).
Interestingly, a diminution of an anti-
inflammatory cytokine, IL12p40, was
observed. Triglycerides (TG), ketone
bodies (KB), and non-esterified fatty
acids (NEFA)

diminished after the

significantly
dietary
treatment. Plasma total cholesterol
significantly augmented due to the
increase in LDL (Table S2 and Figure
S1). There was a striking increase in
plasma leptin by the dietary
administration. Overall, it has been
obtained a simple steatotic model in
a commercial cross-breed swine with
a fast two-month development.
Interesting features of the model are
the absence of inflammation and
insulin resistance, and the

hyperleptinemia.

Gene expression in NAFLD

progression study

To meet this end, we selected
four representative animals, isolated
their RNA Dbefore and after
consuming the steatotic diet and
characterized their transcriptome by
RNAseq (Figure 3). More than 80
million reads (96.4% clean) and
almost 60 million (95.5% clean) were
collected in the initial state and
steatotic = samples, respectively
(Figure 3A). With these reads, we
were able to map more than 85% of
genome in both conditions (Figure
3B). The fragment per kilobase per
million mapped reads (FPKM) for
each transcript of both samples were
used, and only those reaching a logz
signal ratio higher than 2 (for up-
regulated genes) or lower than -2 (for
down-regulated) were enlisted in

Figure 3E.

Due to the novelty of RNAseq, the
relatively poor annotation of pig
genome compared with the human or
mouse genomes, and the existence
of cross-bred animals, the RNAseq
data require further verification by a
more established technique, such as
RT-gPCR. Therefore, 14
differentially expressed genes from

the RNAseq data were assayed by
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RT-gPCR (Figure 4A). Surprisingly,
not all of them showed the same
differential expression pattern, even

a few of them showed an inverse

pattern (Table S4). Thereby, the
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Figure 4. Validation and biological meaning of RNAseq data in a porcine model of dietary NAFLD development. Verification
by RT-gPCR of the changes in 14 differentially expressed genes according to RNAseq analysis (A). Data (mean * SD) represent
arbitrary units normalized to UBA52 expression. Statistical analyses were carried out by Mann-Whitney’s U test. *, p<0.05;
** p<0.01 and *** p<0.005. Correlation analysis between RNAseq and RT-qPCR data (B). Log2 of steatosis/initial state ratio
of RNAseq values of selected genes were plotted against the steatosis/non-steatosis ratio of mean expression values of the
same genes by RT-qPCR (see Table S4). Association among hepatic lipid droplet content and CYP51 (C), FDPS (D) LGAGS3 (E)

absence of correlation between both
technigues was not a surprise
(Figure 4B). Nevertheless, according

to the RT-qPCR data for some of the
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(CYP51 and FDPS) and direct
(LGALSS3 and SMPDL3A)
correlations with hepatic lipid droplet
accumulation were observed (Figure
4C-F).

Characterization of NAFLD
regression in a commercial cross-

breed swine

One of the characteristics of a
simple steatosis is its ability to revert
to a healthy status. Thereby, to study
this characteristic in our steatosis
model and to verify whether the
observed metabolic and genetic
changes were consistent, we carried
out a second intervention in which we
studied the regression of the
disease. To this end, pigs once done
steatotic were switched to their
control diet. As shown in figure 5,
after a month on the control diet,
hepatic lipid accumulation was
decreased as well as hepatic
triglycerides and cholesterol.
Strikingly, fiber amount continued to
increase (Figure 5 D-F), this could be
an effect of a faster diminution of cell
size compared with the collagen
resorption. Regarding serum
parameters, once again, ALT
showed a reverse correlation with
cholesterolemia and a direct one with

lipid droplet enlargement (Figure 5 I-

J). Among the modifications
observed in the serum parameters
(Table S2) of regression experiment:
ALT, ALP, GGT, total bilirubin,
cholesterol, LDLc, and IL12p40 were
consistent with the  previous
experiment. In this experiment, as no
leptin augmentation was observed in
the steatotic condition, no diminution
could have been observed as an

effect of the regression procedure.

Gene expression in NAFLD

regression study

Those genes differentially

expressed in the progression
experiment were assayed. As shown
in Figure 6A, 8 out of 11 genes
repeated their pattern, two (CD36
and unknown RNA) did not reach a
significant difference, and only one
(APCS) showed an inverse result.
Due to this high conservation of the
expression pattern, we observed a
positive correlation between genetic
expression changes in the
progression and the regression
experiments (Figure 6B). In addition,
hepatic lipid droplet accumulation
displayed a reverse correlation with
CYP51 and FDPS and a direct
correlation with  LGALS3 and

SMPDL3A (Figure 6 C-F), thereby
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Figure 6. Confirmation of mRNA gene expression changes in the regression experiment using the porcine model of
dietary NAFLD development. Analyses by RT-gPCR of 11 previously observed differentially expressed genes (A). Data
(mean * SD) represent arbitrary units normalized to UBA52 expression. Statistical analyses were carried out by Mann-
Whitney U test. *, p<0.05, **, p<0.01 and ***, p<0.005. Correlation analysis between qPCR data from progression and
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against the regression samples values (see Table S4). Association among hepatic lipid droplet content and CYP51 (C),
FDPS (D) LGAGS3 (E) and SMPDL3A (F) gene expressions. Correlations were calculated according to the Spearman’s

rho test.

corroborating the results obtained in

the previous e

xperiment.

Confirmation at protein level

of RNA changes

We studied proteins codified by

genes

whose RNA expression ratios

were higher than 5 in any of the

studied

conditions (Table S4).

According to this, ISG15, LGALSS,

PAQR

7, SMPDL3A and SPP1 were
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assayed. By Western blot (Figure
7A), significant changes regarding
ISG15, LGALS3, PAQR7 were
observed in agreement with their
RNA  findings.
SPP1 showed no
between steatotic and healthy
samples and SMPDL3A antibody
was unable to detect its target in the

Notwithstanding,

differences

studied conditions (Data not shown).
In order to corroborate the Western
blot results, we performed
proteotypic peptides detection with
mass-spectrometry. For two of them,
we were able to gather the quality
parameters needed to carry out a
quantitative determination
(unmistakably detection of at least
three proteotypic peptides from a
protein) (Figure 7B). The obtained
results corroborated those seen by
Western blot. Likewise,
immunohistochemistry analysis was
in agreement with these previous
LGALS3 and ISG15
showed a cytoplasmic distribution
but with different patterns. 1ISG15
was diffuse and homogeneous along
the tissue in contrast to LGALSS3 that

tended to cluster and displayed an

findings.

irregular pattern (Figure 7C).

Selected proteins: ISG15 and
LGALS3 as potential biomarkers
of NAFLD

UNIPROT
(https://www.uniprot.org/), ISG15
(AOA287AB58 PIG) and LGALS3
(ASBEX84_PIG=  K7GRV5) are
secreted proteins. Using ELISA, we

According to

quantified them in plasma (Figure 8
A-D). Plasma ISG15 showed no
NAFLD

progression nor in regression, and

differences neither in
plasma LGALS3 only displayed an
augmentation for the steatotic
condition in the progression model.
Interestingly, plasma LGALS3 levels
were positively correlated with leptin
levels in both experimental
approaches (Figure 8 E-F), but no
correlation with its hepatic gene
expression or hepatic lipid
accumulation was observed (Table
S7).

4. Discussion:

This study shows an
experimental model of NAFLD in a
large animal such as the commercial
breed pig through altering its diet for

a short period. The diet manipulation
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Figure 77. Confirmation of selected protein expression changes in the regression experiment using the porcine model of
dietary NAFLD development. Representative Western blots of proteins and quantification of their expressions normalized

to the actin (40 kDa) as loading control (A). Parallel reaction monitoring detection of proteotypic peptides and

quantification of detectable proteins in targeted proteomics (B). Representative chromatograms of proteotypic peptides
(VAVNDAHLLQYNHR and EIGVPAFQQR for LGALS3 and ISG15, respectively). PSMs mascot values were divided by their
protein molecular weight and the number of detected proteins of each sample. Data are expressed as mean + SD for each
group. Statistical analyses were carried out using Mann—Whitney U test. *p<0.05. Inmunohistochemical localization of

LGALS3 and ISG15 proteins in liver (C). Representative liver micrographs at x400 magnification. Positive signals of

immunolabeling are shown in brown. Bar denotes 50 um.

involved a combination of high

saturated fat and cholesterol, cholate

and

contents. This diet was able to

low methionine and choline

that

develop a reproducible model of
hepatic steatosis in two months. Our
biochemical characterization proved
this

model showed
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hypercholesterolemia, low level of
inflammation, absence of insulin
resistance and variable leptinemia
(Table S2). The hepatic lipid
accumulation was reverted when the
steatotic diet was removed for a
month but not the fiber extent (Figure
2 and 5). Using RNAseq to assess
hepatic  transcriptome, several
changes in gene expression were
identified and confirmed by RT-
gPCR (APCS5, CYP51, FDPS, ISG15,
LGALS3, PAQR7, SMPDL3, SPP1,
SRGN, and an unknown RNA)
(Figure 3 and 4). Most of the genes
maintained their expression pattern
in both experiments (Figure 6).
Finally, we verified the hepatic
protein  expression  within  the
steatosis condition of two genes,
whose proteins had secretable
properties (ISG15, LGALS3), by
three different methods (Figure 7),
and we were able to detect their
serum presence (Figure 8) which
could have a complex regulation
implying interaction within different

tissues.

The availabilty of a large
animal model of NAFLD in a short
period may be of particular interest to
explore new treatments for this

ailment and to better characterize

this type of livers for transplant
procedures. Moreover, the usage of
cross-bred animals is reflecting the
genetic makeup of any subject
regarding disease in human studies
where each subject has a unique
genome stemmed from the
combination of two different options
for thousands of genes which can
lead to very different responses to a
treatment (36). The fact that these
increased gene expression levels
were clear even with such a variable
genetic background reinforces the
key role of detected genes in early

steatosis.

Plasma, triglycerides (TG),
ketone bodies (KB) and non-
esterified fatty acids (NEFA) were
found significantly diminished with
the steatosis treatment (Table S2),
which could be due to a deficient
mobilization of stored fat, decreased
use of fat as source of energy and an
impediment of TG to be loaded into
VLDL because of the deficiency of
methionine in the diet. Nonetheless,
hypercholesterolemia, in particular
carried by LDL (Figure S1), was
present with the dietary intervention,
as well as augmented total bilirubin,
ALP and GGT. These increases

could indicate a blockage of bile

181



Resaltados

A)
2.0~
L ]
515 . o
vy »
w3 1.0
% L N | — —oo—
~ 0.5 ot og
' T o
0.0 . .
3° &°
‘%E;ﬂ C}ﬂlﬁh
C) s
4_
3 o
57 o .
z o .
[Ty] 2_
M o
%)
i 0
.
0 nnl:l T
x a 0
& ;3@
x&\ &F
E) @ o
5.000 -
o
2»4.000 - S
3,000 - o ° o
£ 2,000 =)
3 1,000 - g PROBT,P<0.001
0 +e0 W § ° °

LGALS3 (ng/mL)

B)

F)

25+
T ap o
E 20 :mo
o (=}
£ 154
o —_—
w -
o 10+
b= %
(V] 5. - oo
) —-'ﬁ“—
- _» o
0 - .
&* &°
5 I
e e
& %
101 "
2 6]
= n
G 4 -
< D "
9 2 a2
0 g8 '
& L
cz.“"{f: @'C’d:@
&
q__ac-"
B00 -
.---.
] ) .
400 - o =l
o L
o P =0.75, P<0.01
200 { o P
a
0 T T T T ]
0 2 4 & 8 10

LEAGSI serum (ng/mL)
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secretion and higher availability of
cholesterol to accumulate in the liver

and to be secreted as VLDL.

The 10-fold increase in
leptinemia found in the first
experiment of progression was not
observed in the  regression

experiment. Several aspects should

be considered. First, the second

experiment was carefully designed
by artificial insemination with only
one boar as progenitor to decrease
genetic variability, so a founder effect
cannot be rejected. Second, in the
second experiment the steatotic
group showed an early peak in the
FPLC cholesterol profile compatible
with the presence of VLDL or
chylomicron remnants (Figure S1).
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Fatty acids are known to inhibit leptin
secretion from adipocytes (37), and
this effect could have been carried
out by VLDLs. Furthermore, in our
experimental
IL12P40

significant association with the

designs, serum
showed a  strikingly
steatosis process, being this a new
aspect not previously reported in
humans (38) or mice (39). Further
investigation should be carried out to
discern whether or not this
association between this anti-
inflammatory protein and NAFLD is

consistent among species.

Regarding hepatic gene

expression, the absence of
correlation between RNAseq and
gPCR data was an unexpected result
(Figure 4B and table S4).
Nevertheless, we ought to remember
that pig genome and transcriptome
are not as studied as mouse and
human transcriptomes. Also, the
absence of a uniform genetic
background due to the use of cross-
bred animals could have interfered
with the transcriptome response and
the following RNAseq analysis (36).
Most of the

maintained their expression pattern

verified  genes

both in NAFLD progression and

regression reflecting that 1-month

period after 2 months of steatosic
diet was enough to revert the
progress in agreement with the

histological analyses.

LGALS3 gene expression was
increased with the hepatic steatosis
in both experiments (Figure 4 and 6)
and increased hepatic protein
expression was also confirmed
(Figure 7). But, its serum presence
was only augmented for the
progression model steatotic
condition (Figure 8). This fact,
together with its high direct
correlation with leptinemia in both
experiments reveal a complicate
regulation of its serum presence
(Figure 8 and Table S7). Two
possibilities could explain this effect:
first, maybe its serum presence is
due to other tissue secretion (40).
The second possibility implies a
leptin effect on liver LGALSS3
secretion. Leptin is known to regulate
liver metabolism in a highly intricate
mode depending on the insulinemia
and the liver state (41). This fact,
together with the absence of
hyperleptinemia in the steatosis
condition in the second setting could
imply a regulatory role for leptin in
hepatic secretion of LGALS3, in

which low leptinemia would lead to
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the absence of LGALS3 hepatic

secretion.

LGALS3 has already been
related to cardiometabolic disease
(42) and hepatic steatosis (43). Its
gene absence has been observed to
cause both steatosis (44) and
resistance to steatosis in mice (45).
The latest works point to a role for
LGALS3 promoting fibrosis and
inflammation in mouse models (43,
46). The second fully characterized
protein, ISG15, has already be linked
to hepatitis from viral infection (47,
48) but no relation to NAFLD has
been described. According to GEO
database, further evidences for a link
between LGALS3 liver expression
and diet interventions exists, but a
slight one for ISG15 liver expression,
which  could have a more
complicated behavior (see Table S5
and S6). Further experiments will be
required to discern the link between
leptinemia and LGALS3 secretion
and the implication of LGALS3 and
ISG15 in steatosis.

5. Conclusions:
Several approaches have been
performed concerning NAFLD in
swine, most of them based on
predisposed breeds and long term

experiments (49, 50). Hence, we

present a fast dietetic development
of a reversible simple steatosis

model in commercial breed swine

characterized by hepatic lipid
accumulation without fibrosis
development, neither systemic

inflammation nor insulin resistance.
We propose ALT, ALP, GGT, total
bilirubin, cholesterol, LDLc, and
IL12P40 as the best serum
parameters to study steatosis among
the studied parameters. Further
attention should be addressed
regarding IL12P40 serum levels and

their implication in NAFLD pathology.

Regarding protein  results,
LGAL3 seems to be a candidate to
have a key role in steatosis
development and in the interaction of
the liver with the rest of the body.
Further research should be carried
out to understand its function and
relevance, as well as its interaction

with serum leptin levels.

Commercial cross-breed swine
can be a steatosis experimental
model and LGALS3, ISG15,
SMPDL3A, CYP51, and FDPS could
play an important and unknown role
in early NAFLD and pathology of big

livers.
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Supplemental data:

Table S1. Diet composition and fatty acid profile.

Control Diet Steatosis Diet
ﬁ‘(‘ézrlzfiz ,Zr;i;gy Intake 2622 + 219 3832 + 576
Carbohydrates (%)? 72.8 43.0
Starch (%)? 45.0 17.2
Sucrose (%)? 8.1 1.5
Fructose (%)? 8.5 13.5
Glucose (%)? 6.7 10.8
Protein (%)? 18.0 7.0
Fat (%)? 9.2 50.0
Fat Source Palm oil Hydrogenated palm

and sunflower oil

Caprilic (C8:0)° 0.1 0.1
Capric (C10:0)° 0.2 0.04
Lauric (C12:0)° 3.9 0.5
Miristic (C14:0)° 1.8 1.0
Palmitic (C16:0)° 27 39.0
Palmitoleic (C16:1)® 0.1 0.2
Estearic (C18:0)° 2.9 8.7
Oleic (C18:1)° 28.0 32.7°
Linoleic (C18:2 n6)® 32.5 12.6°
Linolenic (C18:3 n3)° 2.3 0.1
Araquic (C20:0)° 0.4 0.4
Gadoleic (C20:1)° 0.4 0.14
Cholesterol (ppm) Nil to negligible 20 000
Sodium Cholate (ppm) Nil to negligible 500
Methionine (ppm) 2160 100
Choline (ppm) 90 16

aValues represent percent of total daily calories.

b Fatty acid profile percentage

¢ Trans isomers observed. Oleic: 4%, linoleic: 0.2%
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Table S2. Serum biochemistry parameters

Resaltados

Experiment A. Progression Experiment B. Regression
Non Steatosis-initial stage | Steatosis-final stage | Steatosis-initial stage | Regression-final stage

(n=12) (n=12) (n=28) (n =6)
Glucose (mg/dL) 91+9 93 + 20 92 + 22 92 +13
TG (mg/dl) 33 +10 24 + 72 22 +15 26+6
Cholesterol (mg/dl) 82+ 10 147 + 62 156 + 107 77 + 79
cLDL (mg/dL) 23+3 90 + 38° 64 + 44 29 + 3¢
cHDL (mg/dL) 54 +7 52 + 22 58 + 40 43 +4
Free Chol (mg/dL) 17 +2 23 +10 60 + 41 24 + 2¢
KB (uM) 149 + 87 36+35° 31+35 0+0
NEFA (mM) 0.11+ 0.1 0.05+ 0.092 0.23 +0.35 0.37 + 0.36
AST (U/L) 48 + 16 60 + 22 60 + 24 33 +23¢
ALT (U/L) 42 +6 24 +5° 24 +4 34 +4¢
ALP (U/L) 5+2 132 + 74° 136 + 84 3+1¢
GGT (U/L) 51+13 60 + 102 50 + 10 34 +5°
Bil T (mg/dL) 0.2+0.2 0.5+0.3° 0.4+0.2 0.1 +0.0°
Insulin (ng/mL) 3+1 2+ 12 4+ 2 2+ 1d
Adiponectin (ug/mL) 14 + 2 13+ 2 14 + 4 17 + 39
Leptin (pg/mL) 199 + 138 2229 + 1531°¢ 236 + 86 408 + 1324
TNFa (pg/mL) 25+ 20 43 +70 40 + 17 74 + 53
IL-1beta (pg/mL) 16.3 + 27.8 11+ 17 3+5 22 + 29
IL-4 (pg/mL) 0+0 0.1+0.2 0+0 0.3+04
IL-6 (pg/mL) 4+8 16+ 162 7+18 43 + 68
IL-8 (pg/mL) 3+4 7 +6° 3+4 6+6
IL-10 (pg/mL) 26 +24 50.1 +46.9 26 +24 49 + 49
IL-12p40 (pg/mL) 384 + 227 129 + 94¢ 177 + 121 392 + 238¢
IFN-alpha (pg/mL) 09+2 09+2 4+5 1+1
IFN-gamma (pg/mL) 0.0 +0.0 13 + 20 5+13 20 + 29

Data were analysed using one tail Mann Whitney U test. Data are presented as the mean + SD. Experiment A: 3, P <0.05; ®, P < 0.01; ¢, P < 0.001. Experiment B: ¢, P <
0.05;¢ P<0.01
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Table S3. Characteristics of primers used in RT-qPCR assays according to MIQE guidelines.

Zesultados

Gene symbol  Accession Sequence Amplicon  Junction [Primer] Efficiency
length
APCS XM 001929287.5 Sense: GAGACCAAAGCCCTCACTCC
324 / 100 nM 97%
Antisense: TGGACTCCTGTGCGATCCTA
CD36 NM 001044622.1 Sense: CACTGCCTCACTGGAGTGTT
) 104 / 100 nM 97%
Antisense: GCTTCAAGTGCTGGGTCAA
CYP51 NM 214432.1 Sense: GGCTTACTGCAAGCTGGG
0
Antisense: GACTGGATAGGAGATTGACGCC Exon 1 100 nM 106%
FDPS NM 001185131.1 Sense: GGCACAGACATCCAGGACAA
122 / 50 nM 96%
Antisense: GCCACCTTCTCAGCATCCTT
GULO NM 001129948.1 Sense: CGCTGTTTGTTTGGGTGGAG
) 268 Exon 1-2 100 nM 104%
Antisense: GCCATAGGTCTTTGCCCAG
ISG15 NM 001128469.3 Sense: GGTGAGGAACGACAAGGGTC
176 Exon 2 100 nM 92%

Antisense: GGCTTGAGGTCATACTCCCC
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LGALS3 NM_001097501.2 Sense: TCTGGACCACTGAATGTGCC
318 Exon3-5  100nM 92%
Antisense: GAGCATCATTGACCGCAACC
PAQR7 NM 213739.1  Sense: CAGGGGACAGAAACCAGTCA
182 Exon1-3  100nM 108%
Antisense: GGATGGACCTGTCGCAAACT
PLD3 NM _001244500.1 Sense: CACCATGGAGTTCTCCCACC
, 154 / 200 nM 94%
Antisense: AGCCAGGGAGAGCAGGAAG
PTPRU XM 021095725.1 Sense: GATCACCAAGCTGGTGGAGG
400 / 200 nM 94%
Antisense: GGAGCAGAGGGTCTTCACAC
SMPDL34 XM 0034802564 Sense: ACTGGCCACAGGATCAACTG
183 / 100 nM 90%
Antisense: TAGGGTCACGACATTTGGGC
SPPI XM_005667004.3 Sense: CACATTGTAGCGAGGTGGGA
Antisense: GACCGTCGACTAAACCCTGA 170 / 100 nM 96%
SRGN XM 0139904112 Sense: TTCCGCACAGGAGAACCTTG
106 / 90 nM 101%

Antisense: GTGAGCCTGTCACAATGCAG
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Unknown RNA AK345473.1 Sense: GGCCCCTCTTAAGAAGCCAG

139 / 100 nM 97%
Antisense: GAACCGCTGACAAGTCCTCA
HMBS NM 001097412.1 Sense: CGCAACGGCGGAAGAAAATA 100 1M/ 200
, 493 108%
Antisense:  GTGTGTTGAGGTTTCCCCGA nM
UBAS?2 NM 214211.1  Sense: ACCCTGACGGGCAAGACCAT
Antisense: CGGCCATCCTCCAGCTGTTT 142 100 nM 90%
188 NR_046261.1 Sense:  TTTTCGGAACTGAGGCCATG
81 100 nM 90%

Antisense: CCGGTCCAAGAATTTCACCTCT
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Table S4. Comparison of loci expression ratio. Comparison of RNAseq and
gPCR techniques. Logz of steatosis/initial state ratio of RNAseq values of 14
selected genes and the steatosis/non-steatosis ratio of mean expression values
of the same genes obtained by RT-qPCR (A). Comparison between progression
and regression studies (B). Logz of steatosis/ non-steatosis ratios from
progression and regression experiments are shown.

A B
Steatosis/Initial state Steatosis/ Non-
Ratio esteatose Ratio
RNA seq gPCR |Progression|Regression
Gene (n=8) (n=8) (n=20) (n=14)
APC5 0.24 0.34 0.40 2.37
CD36 12.85 11.04 1.38 1.84
CYP51 0.16 0.02 0.04 0.33
FDPS 20.18 0.15 0.12 0.11
GULO 0.00 0.92 - -
ISG15 2517.44 0.42 2.57 8.26
LGALS3 0.00 74.0 53.93 17.46
PAQR7 1040699.33 1.84 2.38 30.26
PLD3 3.46 1.01 - -
PTPRU 412 1.05 - -
SMPDL3 0.16 3.85 3.17 6.48
SPP1 0.28 76.84 56.9 4.60
SRGN 412 2.7 2.62 3.09
unknown RNA 0.00 0.2 0.22 0.44
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Table S5. Changes in hepatic Lgals3 expression levels related to diet.

Experimental Type of change Ratio Accession
condition (tx/control) number
High fat diet deficient Increase 247 GDS4883

in methionine and
choline diet in mice

Ketogenic diet in WT Increase 23.6 GDS2738
mice

Low-fat, high- Increase 15.8 GDS1517
carbohydrate diet in

SCD1 null mice

Sebacic acid Increase 6.8 GDS3807
supplementation in db

null mice

HFD in RIdI null mice Increase 6.14 GDS279
RIdI null mutation in Increase 4.2 GDS279
HFD

HFD in GPR120 null Increase 41 GDS4830
mice

GPR120 null mutation Increase 3.3 GDS4830
in HFD

Genetic obesity in Increase 2.3 GDS4506
mice

Dietary intervention in Decrease 0.44 GDS3423

obese humans

Data obtained from Genome Expressed Omnibus data bank and Array express.
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Table S6. Changes in hepatic Isg15 expression levels related to diet.

Experimental Type of change Ratio Accession
condition (tx/control) number
High fat high Increase 2.8 GDS2413
cholesterol diet in WT

mice

HFD in GPR120 null Increase 2.8 GDS4830
mice

Mogat null genetic Increase 2.8 GDS5425
modification in mice

Low-fat, high- Increase 2.5 GDS1517
carbohydrate diet in

SCD1 null mice

Ketogenic diet in WT Increase 24 GDS2738
mice

Soy protein diet Increase 2.3 GDS3923
ABCA1 cassette Increase 2.2 GDS2303
overexpression in

mice

High fat diet deficient Decrease 0.6 GDS4883
in methionine and

choline diet in mice

Ob/ob genetic Decrease 0.6 GDS4506
modification in mice

Resveratrol on high fat Decrease 0.2 GDS2413

high cholesterol fed
WT mice

According to Genome Expressed Omnibus data bank and Array express.
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Table S7. Correlation analyses of serum GALS3. Correlations were calculated by the Spearman’s rho test: Only significant
correlations with a coefficient of correlation higher than 0.6 or lower than -0.6 are shown.

Hepatic parameters Plasma parameters 1
LD% TG Cho ALP BilT Leptin IL12p40
E Progression 2 h_L
o P 0.00 0.6
g Regression 2
O P 0.00 0.00 0.01 0.00 0.01 0.00 0.02
Hepatic gene expression
SMPDL3AISG15 LGALS3 SPP1 CIDEC  FPDS CYP51  PARQ7
s Progression r? 0.6
@ P 0.01 0.01
g Regression 2
O P 0.00 0.02 0.00 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 -1

197



Resaltados

Figure S1: Plasma lipoprotein profiles of pigs in the progression and
regression experiments. Independent pools of all samples per experimental
group were prepared. Lipoproteins were separated using fast protein liquid
chromatography (FPLC) and collected fractions analyzed for total (A-B), free (C-
D) and esterified cholesterol (E-F). Fraction numbers 11-19 corresponded to
VLDL, 20-28 to LDL (two types of LDL are characteristic of swine LDL) and 29—
35 to HDL. Representative profiles are shown from progression experiment (left
panels) and regression experiment (right panels).
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VI. 3 Shot-term squalene supplementation
decreases triglyceride accumulation in a new
Swine steatosis model

Abstract:

Squalene is the major minor component of olive oil, the main source of fat
in the mediterranean diet, and has shown to improve liver metabolism in rabbits
and mice. This experimental setting was carried out to decipher if this squalene
effect was conserved in a new swine model of hepatic steatosis. The current
study reveals that a 0.5% squalene supplementation during a month has been
able to change the hepatic metabolism of the steatosis decreasing the amount of
lipid droplets and triglycerides without influencing the cholesterol trend nor the
fibrosis area. The repercussion of this effect was studied at two different levels.
On the one hand, gene expression was interrogated and only changes in the
expression of PLIN2 and Unknown RNA were detected. On the other hand, the
lipid composition was assessed by liquid chromatography-mass spectrometry,
revealing important changes regarding the ceramides, cardiolipins and
triglycerides. These facts together points to a lipid metabolism regulation activity
for the squalene in a transcriptional independent manner. This squalene
supplementation had little effect on plasma biochemistry parameters, but
important changes in plasma lipidome where an unexpected increase in
ceramide content and a decrease of triglycerides, especially short-chain
triglycerides, were observed. Lipids such as the 36:2 and 42:1 ceramides and the
46:1 triglyceride have been especially sensitive to the squalene supplementation.
To sum up, squalene has been able to improve the steatosis in swine through the

modification of hepatic and plasma lipid metabolism.

Keywords: Squalene, swine, NAFLD, lipidomic, cardiolipins, triglycerides,
ceramides.
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Abbreviations: Cer, ceramides; CL,
cardiolipins; FA, fatty acids; GGT,
gamma-glutamyl transpeptidase
LPC- lysophoshatidylcholine; LPE,
lysophosphatidylethanolamine; LC-
MS, Liquid chromatography-mass
spectrometer; NAFLD, non-alcoholic
liver disease; PA, phosphatic acid;
PC, phosphatidylcholine; PE,
phosphatidylethanolamine; PG,
phoshatidylglycerol; Plin2, perilipin 2;
PI, phosphatidylinositol, PS,
phosphatidylserine; TG,
triglycerides; SM, sphingomyeline; S,
sulpholipids; and RT-gPCR, Real
time quantitative polimerase chain

reaction.

1. Introduction:

The Mediterranean dietary
pattern has been proposed as a
healthy choice for preventing
diseases. Its main source of fat is
virgin olive oil (1). Extra virgin olive oil
(EVOOQ), as a fruit juice, is a complex
mixture where triglycerides are
combined with other biologically
active substances (minor
components) (2). Its administration
had shown healthy properties
independently of its oleic acid
content pointing to benefits of these

minor components (3) such as

squalene, which is the major minor
component (1.5 to 9.6 g/ kg) (4). This
cholesterol precursor has antioxidant
and anti-inflammatory properties
both in vitro and in vivo models that
have been explored in different
experimental settings such as
adaptive (5, 6) and innate (7)
immune  system, cancer (8),
atherosclerosis (9, 10), and non-

alcoholic fatty liver disease (NAFLD)
(11).

The latter

“characterized by

disease
intracellular
accumulation of fat in hepatocytes”
has become a burden disease in
Western countries which prevalence
has surpassed 40% in some
epidemiology studies (12). NAFLD is
an entity inducing whole genome
(13) and

homeostasis

expression changes
compromises  cell

through the effect in diverse
organelles such as mitochondria
(14), endoplasmic reticulum (15) and
lipid droplets (16). NAFLD develop a
spectrum of liver pathologies such as
steatohepatitis, cirrhosis and
hepatocellular carcinoma (16) and
the effect of squalene on the
progression of this disease remains

partially understood.
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Few works have been carried
out in mice and rabbits to
characterize the effect of squalene
on NAFLD showing that squalene
accumulates in the liver and
decreases hepatic cholesterol and
triglycerides in a sex-dependent
manner (17, 18), and these actions
are exerted through a complex
network of gene expression changes
both at transcriptional and
posttranscriptional level (19, 20).
Nonetheless, these animal models
could be wundergoing their own
metabolic response which could
differ from the human one. In this
aspect, swine is one of closest
animal models and has emerged as
a valuable model to fill the gap

between rodents and humans.

The pig offers a large diversity
of genetic backgrounds regarding
NAFLD, from resistant (commercial
breeds) to predisposed (minipigs)
breeds that could reflect the genetic
makeup of human society. In
addition, swine is the most suitable
donor source for xenogeneic
application, being already in use for
various clinical indications (i.e. heart
valves and acellular matrices) (21,
22), and is likely to become a source

for organ xenotransplantation

regarding the elimination of pig
endogenous retroviruses (23) and
partial deletion of the immune system
response (24) have already been
achieved.

Despite all this swine
advantages, no study has been
addressed yet to characterise the
squalene effect on porcine livers.
Considering together the squalene
positive effects diminishing the
severity of NAFLD, the need to
characterise the swine liver to
achieve a successful
xenotransplantation method and the
pressing condition to find better
biomarkers to establish functionality
of steatosis livers (25), we decided to
study the squalene effects on hepatic
gene expression and hepatic and
serum lipidome based on an early
NAFLD swine model using easy

accessible commercial breeds.

2. Material and

methods:

Animals and experimental
procedure: After one month of
adaptation, twenty-four male Large
White x Landrace pigs, weighing 38
+ 2.8 kg, were fed the steatotic diet
for 1 months. At this moment, the

initial sampling took place and they
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were split in two groups according to
their intrahepatic triglycerides and
cholesterol baseline levels. One of
them supplemented with 0.5%
squalene to evaluate the squalene
effect on NAFLD progression. After
one month, all animals were
reintervented and euthanized except
6 animals of the control group that
were maintained one extra month
with a conventional diet to achieve a
regression state (Figure 1). Animals
were housed at the facilities of
Servicio General de Apoyo a la
Investigacion, Division of
Experimentacion Animal,
Universidad de Zaragoza. Animals
had unrestricted access to food and

water, and food.

Diets. The diet, prepared
weekly at the Veterinary School

facility and frozen preserved, was

designed to be methionine-deficient
and choline-restricted. It was also
enriched in 2% cholesterol (Sigma-
Aldrich, Germany), 0.5% sodium
cholate (Molekula Group, Munich,
Germany) and saturated fat (JL
Cuarte de

Zaragoza, Spain). The squalene of

Supervia, Huerva,
the treatment group was provided by
Molekula Group. This diet provided
50% of energy from hydrogenated
palm and sunflower oil
(approximatively, saturated fatty
acids represented a 50%), 43% from
complex carbohydrates and 7% from

protein (Table S1, Ms#2).

Sampling. As displayed in
Figure 1, two sampling took place,
the first one after one month of
steatosis diet, and the other at the
end of the experiment. First sampling

was performed under general

Initial sampling ’

Adaptation pericd Steatosis period

ﬁ}ﬁ:&&

Post-intervention
% sampling Regressed
Oy sampling
oy

Regression l

| | | |
| I | I

day 0 day 30 day 60 day 90 day 120

Figure 1. Scheme displaying the used experimental setting.
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anaesthesia conditions, induced and
maintained with propofol® (B/Braun-
Vetcare, Rubi, Barcelona, Spain)
administration. The abdomen was
opened through a middle line
laparotomy and blood sample and
liver biopsies were obtained. At the
end of experiment, pigs were
euthanized by an anaesthetic
overdose and samples were taken.
All the procedures were performed
according to the European Union
guidelines for the handling and care
of laboratory animals and the
protocol was approved by the Ethics
Committee for Animal Research of
the University of Zaragoza.

Hematoxylin-eosin staining:
Aliquots from swine livers were
stored in 4% paraformaldehyde and
embedded in paraffin. Sections (4
pum) were deparaffinised, hydrated,
stained with hematoxylin and eosin
and observed wusing a Nikon
microscope. Hepatic fat content was
evaluated by quantifying the extent of
fat droplets in each section using
Adobe  Photoshop CS2 and
expressed as percentage of total

liver section (26).

Trichromic staining.
Sections were initially processed as

described above but for the tinction.

Once deparaffinized and hydrated,
samples were stained following the
trichromic

Masson’s technique.

Hepatic fibrosis content was
evaluated by quantifying the extent of
fibrosis infiltration in each liver
section with Adobe Photoshop CS2
and expressed as percentage of total

liver section.

Lipid extraction and
colorimetric measurements: 20
mg of liver tissue were homogenized
in 1 mL of PBS and lipids were
extracted according to Folch’s
method (27) and dissolved in 200 pL
of isopropanol. Cholesterol and
triglyceride  concentrations were
measured using Infinity Reagent kits
from Thermo Scientific (Thermo
Fisher Scientific Waltham, MA,

USA).

Squalene quantification:

Squalene extraction and
measurement were carried out as

previously described (18).
Plasma parameters:

Fasting plasma triglycerides
were measured using Infinity
Reagent from Thermo Scientific
(Thermo Fisher Scientific) and a
fluorometric method (Amplex Red,

Molecular Probes, USA) was used to
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determinate total cholesterol. Ketone
bodies and non-esterified fatty acids
were assayed by commercial
colorimetric kits from FUJIFILM
(Wako Pure Chemical Corporation,
Tokyo, Japan). Serum
biochemistries parameters (glucose,
bilirubin, AST, ALP, ALT, GGT) were
analysed at the Clinical Laboratory of
Hospital Clinico Universitario Lozano
Blesa (Zaragoza, Spain). Plasma
levels of IL-1beta, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12p40, IFN-alpha, IFN-
gamma, and TNF-alpha were
assayed through a procartaplex
(EPX090-60829-901,

Thermo Fisher Scientific) according

multiplex

to manufacturer’s instructions. The
proteins insulin (EP0100, finetest
Wuhan, Hubei,
(EPO103, finetest Wuhan, Hubei,

China), leptin

China), adiponectin (EP0O006
Wuhan, Hubei, China).
RNA isolation and

quantification: Livers samples were
immediately frozen in liquid nitrogen
and stored at -80°C. RNA of each
liver was isolated using Trigent
reagent (MRC, Cincinatti, OH, USA)
following the manufacturer’'s
instructions. DNA contamination was
TURBO DNAse

treatment and removal kit from

removed by

Ambion® (Life Technologies). RNA
was quantified by absorbance at 260
nm, and purity was verified regarding
the A260/280 ratio (greater than 1.8)
with SPECTROstar
Spectrophotometer's LVis plate
(BMG Labtech, Offenburg,
Germany). Integrity of the 28 S and
18 S ribosomal RNAs was verified by
1% agarose gel electrophoresis
followed by ethidium bromide

staining.

RT-gPCR: 500 ng of total
RNA of each animal were reverse
transcribed in a volume of 10 pL
using the Prime ScriptTM Reagent
(Perfect Real Time) from Takara
(Kusatsu, Japon). PCR real time
reactions were performed using 2x
gPCRBIO Sgreen Mix Hi-ROX, from
PCR Biosystems (London, UK),
according the
instructions, in a ViiA7 Real-TIME
PCR System (Life Technologies)

manufacturer’s

using 384-well plates. The primers
used (Table S1) were designed with
NCBI primer design program and
BLAST

(National Center for Biotechnology

checked by analysis
Information) to verify gene specificity.
The relative amount of all mMRNAs
was calculated using comparative 2-

AACt method and normalized with the
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reference gene UBAb2
(NM_214211.1).
Liver and plasma

lipidomics: For lipidomics studies
samples of 5-10 mg of liver and 25 L
of plasma were extracted according
to Folch method in 1 mL of
Chloroform:methanol (2:1), 400 pL of
water and 150 pL of internal standard
mix (Table S2). 300 pL from the
resultant organic phase were dried
down and reconstituted in 100 pL of
isopropanol:acetonitratile:water

(2:1:1).
chromatographic separation of intact
lipids (Virtue et al., 2018) was
achieved using Shimadzu HPLC
System (Shimadzu UK Limited,
Milton Keynes, United Kingdom) with

Posteriorly, full

the injection of 10 pL onto a Waters
Acquity UPLC® CSH C18 column;
1.7 pm, I.LD. 21 mm X 50 mm,
maintained at 55°C. Mobile phase A
was 6:4, acetonitrile and water with
10 mM ammonium formate. Mobile
phase B was 9:1, propan-2-ol and
acetonitrile with 10 mM ammonium
formate. The flow was maintained at
500 pL per minute through the
gradient: 0.00
minutes_40% mobile phase B; 0.40

following

minutes_43% mobile phase B; 0.45
minutes_50% mobile phase B; 2.40

minutes_54% mobile phase B; 2.45
minutes_70% mobile phase B; 7.00
minutes_99% mobile phase B; 8.00
minutes_99% mobile phase B; 8.3
minutes_40% mobile phase B; 10
minutes_40% mobile phase B. The
sample injection needle was washed
using 9:1, 2-propan-2-ol and
acetonitrile with 0.1 % formic acid.
The mass spectrometer used was
the Thermo Scientific Exactive
Orbitrap with a heated electrospray
ionisation source (Thermo Fisher
Scientific, Hemel Hempstead, UK).
The mass spectrometer was
calibrated immediately before
sample analysis using positive and
negative ionisation calibration
solution (recommended by Thermo
Scientific). Additionally, the heated
electrospray ionisation source was
optimised at 50:50 mobile phase A to
mobile phase B for spray stability
(capillary temperature; 380°C, ource
heater temperature; 420°C, sheath
gas flow; 60 (arbitrary), auxiliary gas
flow; 20 (arbitrary), sweep gas; 5
(arbitrary), source voltage; 3.5 kV.
The mass spectrometer resolution
was set to 25,000 with a full-scan
range of m/z 100 to 1800 Da, with
continuous  switching between
positive and negative mode. Lipid
quantification was achieved using
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the area under the curve (AUC) of
the corresponding high resolution
extracted ion chromatogram (with a
window of £ 8 ppm) at the indicative
retention time. The ratio of AUCs for
each lipid analyte relative to its
associated internal standard for that
lipid class was used to semi-quantify
and correct for any

extraction/instrument variation (28).

Statistical analyses: Results
are expressed as mean * SD.
Datawere analysed by one tail
Mann-Whitney’s test using Instat

3.02 software for Windows

(GraphPad, San Diego, CA, USA).
Differences were considered
significant when P<.05. Correlations
between variables were tested by
calculating the Pearson or Spearman
correlation coefficients. The
heatmaps were generated using the

platform of metaboanalyst.ca.
3. Results:

Short-time

supplementation is able to

squalene

decrease the amount of lipid
droplets in swine steatosis liver
without

modifying expected

expressed genes

Being squalene a known

antioxidant with cardiovascular and

hepatic properties we wondered
whether or not the effects observed
in other animal models were
conserved in pigs. Thereby, a two-
time intervention experiment was set
up using commercial crossbred
swine where after steatosis liver
development, a surveillance of the
squalene supplementation versus
the natural progression of the
disease was explored. The liver
histological analysis revealed a
decrease in the surface occupied by
lipid droplets (Figure 2C) and no
change in the evolution of fibrosis
area (Figure 2D) by the squalene
treatment. The first trend was also
observed for the hepatic triglyceride
content (Figure 2E), but no for
cholesterol content (Figure 2F). After
studying the squalene accumulation
in the liver (Figure 2G), the amount of
squalene after the intervention was
inversely correlated with the
observed trends of the lipid droplets
(Figure 2H) and triglycerides (Figure
21). This fact point to a positive role
for squalene supplementation in the
decreasing of triglycerides and lipid
droplets in a short period.

Previous experience in other
animal models have shown a

considerable squalene effect on liver
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transcriptome. Hence, we aimed to
study if this short time response
swine steatosis was carried out at
genetic level as observed in murine
models. Thereby, we interrogated
different genes related to lipid
metabolism, to hepatic steatosis in
this model and to squalene
metabolism in previous animal
experiments (Table S3). Strikingly,
only 2 of the 40 studied genes
modified its expression trend after
the squalene administration: PLINZ2,
which augmented its expression and
an Unknown RNA, which decreased

its expression.

Squalene decreases
various lipid classes in the

steatotic liver

Having such little effect in
gene expression, we aimed to know
what type of triglycerides were
diminishing in the liver, and if the
squalene-induced  decrease in
hepatic lipid droplets and
triglycerides were implying changes
in other lipids. To answer these
question, we carried out a lipidomic
assay where we assessed different
lipid classes: 20 ceramides (Cer), 56
cardiolipins (CL), 27 phosphatidic
acids (PA), 23
lysophoshatidylcholines (LPC), 19

lysophosphatidylethanolamines

(LPE), 27 fatty acids (FA), 43
phosphatidylcholines  (PC), 19
phophatidylethanolamines (PE),
phosphatidylinositol (PI), 34
phoshatidylglycerols (PG), 18
phosphatidylserines (PS), 89
triglycerides (TG), 28
sphingomyelins (SM), 45
sulpholipids (S). We detected detect
15 Cer, 37 CL, 14 PA, 15 LPC, 8
LPE, 2 FA, 39 PC, 11 PE, 19 PI, 15
PG, 10 PS, 64 TG, 15 SM and 26 S
(Figure 3A). When analysing the
evolution pattern of the lipids classes
after the squalene treatment, five of
them were modified: Cer which
seems to increase while the control
decrease (Figure 3B). PC (Figure
3D) and PI (Figure 3E) remain stable
in the squalene group while the
control group diminishes and CL
(Figure 3C) and TG (Figure 3F) that
decrease with the squalene
supplementation while the control
group did not modify its content. 102
lipids have been detected to evolve
differently between the squalene
supplementation and the natural
progression of the steatosis (Table
S4, figure 3G). A deeper analysis in
the lipid species of ceramides (Figure
3H) and TG (Figure 31) allowed us to
corroborate that these changes imply
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almost all the species in each lipid
class independently of their number

of carbons or insaturations.

Willing to know if the changes
in these 5 lipids classes after the
squalene supplementation were
leading to a healthier non-steatosis
state, we compared their
concentration in the final step of the
experimental condition against those
observed for 6 control animals after
recovering from the steatosis. The
changes observed for Cer, CL, PC
and TG after the squalene treatment
seems indeed to lead to a state more
similar to the regressed one (Figure
4), while PI did not show any change

(data non shown).

Short-time squalene
supplementation modify plasma
lipidome but not plasma

biochemistry.

Changes in liver homeostasis
frequently result in changes in
plasma biochemistry parameters,
taking it into consideration that the
liver is their source, we wondered
whether or not squalene hepatic
effects in lipid metabolism would be
translated into changes in plasma
parameters. Consequently, a total of

27 parameters were studied and
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Figure 4. Content of hepatic lipids in swine at the end of
experimental conditions. Controls received the steatotic
diet, squalene the steatotic diet supplemented with
squalene and regression animal received the steatotic
diet for 2 months and then one month of chow diet. Only
differently expressed lipid class are represented:
ceramides (A), cardiolipins (B), phosphatidylcholines (C),
and triglycerides (D). Individual data and mean * SD for
each group are shown. Statistical analyses were carried
out using (A-E) Mann-Whitney U test. *p<0.05;
*%p<0.01
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surprisingly only three parameters
conserved changes in the trend and

in the final stage comparison: GGT,

lipids were also explored (Figure 5)
and as a result 16 Cer, 0 CL, 16 PA,
15 LPC, 8 LPE, 20 FA, 36 PC, 6 PE,

16 PI, 5 PG, 6 PS, 45 TG, 13 SM and
(Figure 5A).

and two inflammatory markers IL-1b

and IL12P40 (Table S5). Plasma 31 S were detected
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conserved changes in liver and biggest reflect in these plasma
plasma after the squalene parameters correlating significantly
supplementation: Cer_36:2, with the 75% of them (Figure 7).

Cer 42:1, LPC 20:4, PC_33:0,
PI_38:3, TG 44:1, TG 46:2,

4. Discussion:

TG 45:1 TG 46:1 TG 49:2 This experimental setting was
TG 54:3 and SM_36:3 (Table S4 carried out to decipher the squalene
and S6). As a surprise, their effects on hepatic steatosis. The

correlations showed that only 0.5% squalene supplementation has

Cer 42:1. PC 33:0. and TG 46:1 been able to modify the hepatic

had a significant correlation between steatosis regarding its decrease in

their plasma and liver contents. the amount of lipid droplets and

Another interesting fact derived of triglycerides without influencing the

the correlation analysis was that the cholesterol trend nor the fibrosis area

plasma Cer 36:2, Cer 42:1 and (Figure 2). The repercussion of this

PC_33:0 had significant correlations effect was studied at two different

with 75%, 75%, 50% respectively of levels. On the one hand, gene

the selected 12 parameters in liver expression was interrogated and

: : . only changes in the expression of
while the liver TG 46:1 has the y g P
Liver
Cer_42:1 | LPC_20:4 | PC_33:0 | PI_38:3 | TG 44:1 | TG_46:2 | TG_45:1 | TG_46:1 | TG_49:2 | SM_36:3
Cer_36:2 Coef. De correl 0.425 0.462 -0.479 -0.432 -0.510 -0.613 -0.497
P 0.019() 0.012(") 0.009(*) 0.017(*) 0.005(**) 0.001(**) 0.007(**) 0.0002(*
Cer_42:1 Coef. De correl 0.463 -0.413 -0.524 -0.418 0.540
P 0.011(%) 0.022(*) 0.004(**) 0.021(") 0.003(*)
LPC_20:4 Coef.De correl -0.405
p 0.025(*)
- PC_33:0 Coef.De correl 0.458 0.457 0.433 -0.454 0.584
E P 0.012() 0.012() 0.017(") 0.013(") 0.001(**)
@ |TG_46.2 Coef.Decorrel 0.425 0.419
o
P 0.019(%) 0.021(*)
TG_46.1 Coef. De correl 0.458 0.452
P 0.012(% 0.013(%)
TG_49.2 Coef.De correl 0.406
p 0.024 (*)
TG_54:3 Coef.De correl 0.460 0.437 0.470 0.446
P 0.012(%) 0.016(*)  0.010(*)  0.014(*)
K 0.4 0.4 1
| [l
= | el

Figure 7. Correlation of conserved lipid changes between plasma and the liver. Correlations were calculated by the
Spearman’s rho test: *p<0.05; **p<0.01. Only significant correlations with a coefficient of correlation higher than 0.4 or
lower than -0.4 are shown.
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PLIN2 and Unknown RNA were
significantly altered (Table S3). On
the other hand, the lipid composition
was assessed by LC-MS, confirming
the decrease in triglycerides and
revealing an increase of ceramides
and a decrease of -cardiolipins
(Figure 3 y Table S4). Exploring the
impact of these hepatic changes in
plasma metabolism, we detected an
increase in GGT, and IL12P40 and a
IL-1b decrease (Table S5) and we
also interrogated the plasma
lipidome. As a result, we observed
changes in the total ceramides
(Figure 5 y Table S6) and 12 lipid
species with conserved changes in
liver and plasma, having the plasma
Cer_36:2 and Cer_42:1 significant
correlations with the majority of these
twelve parameters in liver while the
liver TG_46:1 had the biggest impact
in these plasma parameters (Figure
7).

Previous experience in mouse
and rabbit models has already shown
that squalene is able to reduce the
triglyceride content within the liver as
we have observed in our model (17-
20). Apparently, in mice and rabbits
this effect resides in a few differential
expressed genes and this effect

seems not to be completely

conserved in this experimental
setting. Two reason could explain
this, there could be specie-specific
effects or maybe these genomic
effects require a longer time,
experiments in mice and rabbit took
8-11 weeks and the present study
has explored the effects of one-
month supplementation (Figure 1).
As result of the transcript analyses,
only an increase in PLIN2 and a
decrease in Unknown RNA have
been detected (Table S3). PLIN2 is a
member of perilipins family which
protein is involved in LD formation,
stability and trafficking and,
according to the results observed in
liver specific PLIN2 KO mice, PLIN2
promotes microvesicular steatosis
and the progression of NAFLD (29).
Nevertheless, we ought to remember
that PLIN1, the best characterised
member of perilipins family, has
phosphorylation as his principal form
of regulation (30). This regulation
could play a key role on the PLIN2
function due to the presence of 64
out of 437 amino acids that are able
to be phoshorylated (Figure S1). It is
known that PLIN2 reaches its effect
through an inhibition of the
autophagy without involving neutral
lipases (31). Thereby, squalene
could be modulating the way that the
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hepatocyte consumes the TG
leading to a pathway independent of
the autophagy and involving neutral

lipases.

Regarding the Unknown RNA,
that according to nsemble database
could be related to the ZBTB16
mRNA, little is known. The only
previous information relating it to a
metabolic process is that the
steatosis decreases its expression
when regressing a non-steatosis
state increases it (2" manuscript of
this thesis). The squalene diminishes
it, indicating that this RNA could be
related to a compensative

mechanism.

While no important changes
have been observed in the transcript
analyses, the lipidome analyses
have been more fruitful (Table S4).
The diminution of TG has been
consistent between the LC-MS and
the colorimetric assay, also we have
been able to detect an increase of
Cer and PC and a decrease of CL
(Figure 3). According with literature
the increase in ceramides is one of
the pathological effects of NAFLD
(32) even if recently Turner and cols
have proven that the inhibition of
ceramide synthesis does no protect

against insulin resistance (33).

Probably the key to the ceramides’
homeostasis is that it should always
be considered regarding their
balance with the sphingosine-1-
phosphate (S1P), a interconvertible
molecule of ceramides who has
opposite effects to ceramides and
which function in NAFLD still
remains poorly understood (34). In
addition, in this setting we have seen
that the actual amount of the
regressed livers is actually higher
than the steatosic and the squalene
is leading to this state. Further
investigation on liver ceramides
should be carried on to decipher the
paper of the sphingolipid rheostat in
liver steatosis or if the contribution of
ceramides to the liver state depend
on their subcellular location as well
as the S1P role does. Concerning the
increase in PC, this could be a
positive effect and play a paper
delaying the
steatohepatitis (34, 35). And
regarding the decrease in CL, it has

progression  to

been already described that the
steatosis leads to an increase in CL
(36) and even an interventional
experiment shown that the
impairment of their biosynthesis
prevents from hepatic steatosis with
an improved electron flux between

mitochondrial respiratory complexes
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(37) and our results after the
squalene supplementation points to
this direction. This is not the first
report of squalene modifying the
mitochondrial metabolism, in 2012
Ramirez-Torres et al. showed a
complex regulation of mitochondrial
activity by the squalene
supplementation (19). This changes
in hepatic lipidome shows new
possibilities for squalene
independently of gene expression

modifications.

The plasma results show an
increase in IL12p40 protein in the
squalene group (Table S5). IL12p40
is an antagonist of the pro-
inflammatory protein IL12 (38).
Thereby, this effect reinforces the
ant-inflammatory role of squalene.
Being IL12P40 a subunit of IL12,
further analysis should be carried on
to discern whether this increase in
IL12P40 involves an increase in IL12

or not.

Regarding the plasma
lipidome results, the trend of
diminishing triglycerides observed in
the liver is maintained in the plasma,
particularly in short-chain TG (Figure
5 y table S6). In contrast, there is an
unexpected ceramide increase and

apparently unhealthy because the

non-steatosic state has low
concentration of ceramides, while the
squalene seems to increase it
independently of the ceramide
species. In this regard, a previous
work has described an increase in
ceramides after the diet
supplementation with fitosterols(39),
this points to the idea that there could
be different ways to recover from the
steatosis and not only a equitative
diminution of every lipid class as well
as there are several mechanism to
install it (40). Maybe the answer to
this incongruence resides in the
lipoproteins. In this aspect, a work
using pigs as experimental model
has already study from a lipidomic
perpective the influence of a
hypercholesterolemic ~ on HDL
revealing a decrease in their PC
content (41).

This is not the only published
study regarding lipidomics in pigs, a
previous study has been carried on
to wunderstand the hepatic and
plasma lipidome response to a
steatosis diet. Even a work has been
published regarding lipidomics, pigs
and steatosis. Ossabaw female pigs
received a steatosis diet (n=5) or a
basal diet (n=5) during 16 weeks and

little effect on plasma biochemistry
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was observed, but some
modifications regarding plasma and
liver lipids were observed as a
decrease in PC in the steatosis
group. No change in ceramides or
cardiolipins was described by the
authors (42).

Concerning the twelve
conserved changed lipids in liver and
plasma (Figure 7), it is surprising that
their plasma presence does not
mainly depend on their liver
homologue and had a higher
correlation with other hepatic lipids.
This fact reinforces a role for
squalene in the modulation of liver
lipid secretion where their targeted
lipids do not follow a mere secretion
and a lipid processing is taking place
while secreting. This fact is highly
interesting and the mechanism
underneath the effects of squalene
on the liver lipid secretion during
steatosis should be studied.

5.Conclusion:

Even if previous works have
been done regarding lipidomics, pigs
and diets intervention(33, 36, 41, 42),
this is the first time squalene effects
have been explored in steatosic pigs.
In this context squalene has been

able to improve the steatosis in

different models being the first
evidence that this effect is conserved
in swine. Squalene is modifying the
mitochondrial metabolism through
their cardiolipins even before a gene
response takes place and could be
regulating the oxidation of fatty acids
to other organelles, being the
increase of ceramides a
consequence of it. Furthermore,
squalene is modifying plasma
lipidome. Analyses regarding the
mitochondrial activity, the balance
between ceramides and S1P, and
the implications of the ceramides
increase in plasma should be done to
characterise whether these effects
are a consequence of a
postraductional regulation of proteins
or a consequence of modifying gene

transcription.
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Table S1. Characteristics of primers used in RT-qPCR assays according to MIQE guidelines.

Resaltados

Gene
symbol

Accession

Sequence

Amplicon
length

Junction

[Primer]

Efficiency

ACADS

ACACA

ACACB

ACLY

ACOX1

APCS

ARNTL1

NM_213898.1

NM_001114269.1

NM_001206399.1

NM_001257276.1

NM_001101028.1

XM_001929287.5

NM_001097425.1

Sense:
TTCATCAAGGAGCCGGCAAT
Antisense:
AGGGTAAAGGCACATGGCTC
Sense:
ACCCCAGGAGGATGTGCTAT
Antisense:
AGCTGGCTAGTGGAGGTGT
Sense:
CTGCACGGAAATGATCGCTG
Antisense:
CCCTCATCTGGGTTTTCGCT
Sense:
GGCCTTTCGTAGAGAGCAGG
Antisense:
CCATCCAGGGTGAGGTTGAC
Sense:
CCGCCGAGAGATCGAAAACAT
Antisense:
TGTCCTCGCTGCACAAAGTT
Sense:
GAGACCAAAGCCCTCACTCC
Antisense:
TGGACTCCTGTGCGATCCTA
Sense:
TAGTGGCCTACTCCCAGGAC

306

531

213

281

192

324

130

Exon 9-10

Exon 1-3

Exon 1

200 nM

80 nM

200 nM

200 nM

250 nM

100 nM

100 nM

92%

110%

99%

107%

96%

97%

103%
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CAV1

CASP1

CD36

CIDEA

CIDEB

CS

CPT1A

CYP2C42

NM_001348935.1

NM_214162.1

NM_001044622.1

NM_001112696.2

NM_001112688.1

NM_214276.1

NM_001129805.1

NM_001167835.1

Antisense:
GGGACTGCTTGAGCCTTGAT
Sense:
GGTCAGCAGCCTCCCTAAAG
Antisense:
CATTCAGCTGGTGAGAGGCA
Sense:
AGGAGGCTGTTTGTCCGTTC
Antisense:
ACCTGTGGAGAGTTCGAGGA
Sense:
CACTGCCTCACTGGAGTGTT
Antisense:
GCTTCAAGTGCTGGGTCAA
Sense:
CAAGGCCACCATGTACGAGA
Antisense:

AAGCAGAGATGAAGAGGAAGCAT

Sense:
GGCCTGCTCAGGTCAGTATC
Antisense:
GGCCTCCATTTCTGTCCCAA
Sense:
CATGGCCTTACTCACTGCGG
Antisense:
CCTTCATGCCTCTCATGCCA
Sense:
TTCAGTTCACGGTCACTCCG
Antisense:
TGACCACGTTCTTCGTCTGG
Sense:
GGTTGTGGTCCTGGTGCTTA

248

249

104

459

299

230

161

Exon 3

Exon 1-2

Exon 4-5

Exon 1-3

Exon 1-2

200 nM

250/350 nM

100 nM

No signal

200 nM

200 nM

90 nM

200 nM/ 250
nM

Resaltados

104%

92%

97%

96%

92%

104%

90%
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CYP2B22

CYP51

CYP7A1

DBP

FABP1

FASN

FATP1/
SLC27A1

FATP2/
SLC27A2

NM_214413.1

NM_214432.1

NM_001005352.3

XM_013998600.2

NM_001004046.2

NM_001099930.1

NM_001083931.1

NM_001278777 .1

Antisense:
GGGCCATAGACTTCTGCGAG
Sense:
AAACGCTTCGCCTACAGAGA
Antisense:
TCAAGAAGGCGGAGTAGAGC
Sense:
GGCTTACTGCAAGCTGGG
Antisense:

GACTGGATAGGAGATTGACGCC

Sense:
GGTTAAAGCGCCCAGAGACT
Antisense:
CCACAGGTATCAGAAGCGGA
Sense:
AGACCTTTGACCCTCGGAGA
Antisense:
TATTCTTGTACCGCCGGCTC

Sense: GTCTGCCCGACGAACTCAT

Antisense:
ACCTTGGACCCGGTAGTGAT
Sense:
ACGTCCTGCTGAAGCCTAAC
Antisense:
GGCTTCGATGTACTCCAGGG
Sense:
GGTGCTTGTGGCTTCAACAG
Antisense:
TCACCTGATAGGTAGGCGCT
Sense:
GGACGAGACGCTCACCTATG
Antisense:
CCAGCCAGAGCCACACATAA

103

76

269

135

106

311

266

143

Exon 1

Exon 1-3

Exon 2-3

Exon 2

Exon 9-10

Exon 1

450 nM

100 nM

No signal

80 nM

100 nM

200 nM

No Signal

250 nM

Resaltados

100%

106%

95%

102%

108%

91%

224



FATP4/
SLC27A4

FATPS/

SLC27A5

FDPS

GPX4

GULO

HMBS

ISG15

LGALS3

XM_021069609.1

XM_021097370.1

NM_001185131.1

NM_214407 1

NM_001129948.1

NM_001097412.1

NM_001128469.3

NM_001097501.2

Sense:
ATCTTATTCGCTGCCACCGT
Antisense:
GCAGGTTGGTGTTGATGAGC
Sense:
GTCCTCAGCTGCTTGGAACT
Antisense:
CTGGATCACAGTCACGCCAT
Sense:
GGCACAGACATCCAGGACAA
Antisense:
GCCACCTTCTCAGCATCCTT
Sense:
TGGCCTCTCAATGAGGCAAG
Antisense:
CCCTTGGGCTGGACTTTCAT
Sense:
CGCTGTTTGTTTGGGTGGAG
Antisense:
GCCATAGGTCTTTGCCCAG
Sense:
CGCAACGGCGGAAGAAAATA
Antisense:
GTGTGTTGAGGTTTCCCCGA
Sense:
GGTGAGGAACGACAAGGGTC
Antisense:
GGCTTGAGGTCATACTCCCC
Sense:
TCTGGACCACTGAATGTGCC
Antisense:
GAGCATCATTGACCGCAACC

250

105

122

253

268

494

176

318

Exon 3-4

Exon 3-4

Exon 1-2

Exon 2

Exon 3-5

250 nM

200 nM

50 nM

500 nM

100 nM

100 nM / 200
nM

100 nM

100 nM

Resaltados

94%

90%

96%

94%

104%

108%

92%

92%
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MAT1A

PAQR7

PGC1A

PLD3

PLIN1

PLINZ2

PLINS

PNPLA2

NM_001243187.1

NM_213739.1

NM_213963.2

NM_001244500.1

NM_001038638.1

NM_214200.2

NM_001123135.1

NM_001098605.1

Sense:
TCTCCATCTGTGGTTGGCAC
Antisense:
GAAGCCCAGATTCCAGTGCT
Sense:
CAGGGGACAGAAACCAGTCA
Antisense:
GGATGGACCTGTCGCAAACT
Sense:
TGCTCTGGTTGGTGAAGACC
Antisense:
TAGAGACGGCTCTTCTGCCT
Sense:
CACCATGGAGTTCTCCCACC
Antisense:
AGCCAGGGAGAGCAGGAAG
Sense:
TGGTGGCGTCTGTATGCAAT
Antisense:
CAGCACCGAGGACTTTGTCT
Sense:

TCGACTCTAATTTGCTGCTGGT

Antisense:
CTTGGCCCCAGTCACAGTAG
Sense:
TGGCCACCGTGAATGATCTC
Antisense:
TGGGCATGATGCTTCCTCTG
Sense:
TGTTCCCCAAAGAGACGACG
Antisense:
CGTTGGCCACTAGGGAGGA

125

182

370

154

288

427

427

117

Exon 9

Exon 1-3

Exon 2-4

Exon 2-4

Exon 1-5

Exon 3-5

Exon 1

250 nM

100 nM

300 nM

200 nM

No signal

100 nM

100 nM

No signal

Resaltados

94%

108%

93%

94%

100%

92%
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PTPRU

SCD

SLC25A1

SMPDL3A

SPP1

SRGN

THRSP

TXNDC5

XM_021095725.1

XM_021072070.1

NM_001190189.1

XM_003480256.4

XM_005667004.3

XM_013990411.2

NM_001244376.1

XM_021100160.1

Sense:
GATCACCAAGCTGGTGGAGG
Antisense:
GGAGCAGAGGGTCTTCACAC
Sense:
ACCCAGCCGTCAAAGAGAAG
Antisense:
GGGCCCACATTTCCTCAGTT
Sense:
CCAGCCCCGACCCATAACC
Antisense:
CTGCGTCTTCACGTACTCGG
Sense:
ACTGGCCACAGGATCAACTG
Antisense:
TAGGGTCACGACATTTGGGC
Sense:
CACATTGTAGCGAGGTGGGA
Antisense:
GACCGTCGACTAAACCCTGA
Sense:
TTCCGCACAGGAGAACCTTG
Antisense:
GTGAGCCTGTCACAATGCAG
Sense:
ACTCGGCATGGACGAGAAAG
Antisense:
GTCTGCCTTCCGTCGTGTAG
Sense:
GGAAGGCGTGACCTTCATCA
Antisense:
AAAGGGATCACGAGTTGCGT

400

420

243

183

170

106

522

457

Exon 4-6

Exon 1-2

Exon 8-10

200 nM

100 nM

No signal

100 nM

100 nM

90 nM

300 nM

450 nM

Resaltados

94%

95%

90%

96%

101%

92%

90%
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UBAS&2

Unknown
RNA

18S

NM_214211.1

AK345473.1

NR_046261.1

Sense:
ACCCTGACGGGCAAGACCAT
Antisense:
CGGCCATCCTCCAGCTGTTT
Sense:
GGCCCCTCTTAAGAAGCCAG
Antisense:
GAACCGCTGACAAGTCCTCA
Sense:
TTTTCGGAACTGAGGCCATG
Antisense:
CCGGTCCAAGAATTTCACCTCT

142 Exon 1-3

139 /

82 /

100 nM

100 nM

100 nM

90%

97%

90%

Zesaltados
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Table S2. Internal standards for Icms lipidomic assays.

Zesaltados

Lipid Class Internal standard Supplier Reference concentration (ug/ml)
Ceramides C16-d31 AVANTI 868516P 1.8
Cardiolipins TG(45:0-d29) QMX D-5213 25
Phosphatic acids PA(C16:0-d31/C18:1) Na* AVANTI 860453P 25
Lysophosphatidylcholine LPC(C14:0)-d42 QMX D-5885 25
Lysophosphatidylethanolamine LPC(C14:0)-d42 QMX D-5885 2.5
Fatty acids FA(C17:0-d33) QMX D-5261 25
Phosphatidylcholine PC(C16:0-d31/C18:1) AVANTI 860399P 25
Phosphatidylethanolamine PE(C16:0-d31/C18:1) AVANTI 860374P 25
Phosphatidylinositol PI(C16:0-d31/C18:1) NH4* AVANTI 860042P 25
Phosphatidylglycerol PG(C16:0-d31/C18:1) Na* AVANTI 860384P 25
Phosphatidylserine PS(C16:0-d62) Na* AVANTI 860401P 25
Triglycerides TG(45:0-d29) QMX D-5213 25
Sphingomyelins SM(C16:0-d31) AVANTI 868584P 25
Sulpholipids PG(C16:0-d31/C18:1) Na* AVANTI 860384P 2.5

229



Table S3. Hepatic RNA expression in different experimental conditions.

Resaltados

Control group

Squalene group

Initial stage Final stage Trend Initial stage Final stage Trend
(n=12) (n=12) (n=12) (n=11)

ACACA 1.1+£0.5 1.4+£0.8 1.9+23 1.1+£0.5 1.2+0.5 1.3+1.1
ACACB 1.1+0.7 1.3£1.0 1.6+1.2 14+1.0 1.3+1.3 09+0.5
ACADS 1.1+0.6 1.1+04 1.3+1,1 1.0+£0.2 1.4+£0.9 1.4+£0.9
ACOX1 1.1+0.5 1.4+0.7 1.7+£15 1.2+0.6 1.7+£09 22+21
ACLY 1.0+£0.3 1.0+£0.3 1.1+0.6 1.1+0.6 1.0+£0.3 1.0+£0.5
APC5 11204 1.2+04 1.2+0.7 1.0+£0.5 09+04 1.0£0.6
APCS 1.4+14 1.8+1.7 16+14 1.2+0.9 26+23 2527
ARNTL1 1.1+0.5 0.8+0.6 0.7+0.6 1.0+04 0.6 £0.4° 0.7+0.6
CASP1 0.9+0.3 1.1+0.8 1.3+0.8 1.4+12 1.5+13 1.7+1.8
CAV1 1.2+0.5 1.5+0.8 1.7+£1.6 1.1+0.7 211243 4.0+91
CD36 1.3+0.8 22+20° 1.3+0.5 1.0+£0.6 1.9+1.1@ 2112
CIDEB 11204 1.0£0.6 1.1+0.7 1.0+04 1.1+0.6 1.3+£1.3
CIDEC 1.1+04 1.0£04 1.0+£0.5 1.0+£0.3 0.8+0.3 09+0.5
CS 1.2+04 1.8+ 0.6° 1.7+0.8 1.0+£0.5 1.2+04 1.5+1.0
CPT1A 1.2+04 1.0£0.6 09+0.7 09+0.2 09+04 1.0£0.6
CYP2B22 1.3+14 3.2+3.2° 3.5+3.6 22+20 3.0+1.7 8.4+13.3
CYP2C42 1.4+0.6 1.5+1.3 1.1+£1.0 1.1+0.7 09+0.9 1.0+0.8
CYP51 1.0+£0.6 1.1+£0.9 1.4+12 1.4+13 0.6+0.3 0.8+0.6
DBP 1.4+09 2.7+1.8° 26+1.8 1.0+£0.8 2.7 +25° 3327
FABP1 1.2+0.8 1.2+04 1.4+£0.8 1.1+0.6 25222 28+3.3
FASN 1.5+£1.0 29120 3.7+4.5 22+34 21+1.5 3.6+4.7
FATP2 1.1+04 1.0+£0.6 1.1+£1.2 1.1+£0.5 1.1+0.6 1.7+£22
FATP4 11204 1.7 £0.62 23128 1.1+£0.5 21+1.0° 22114
FATPS 1.2+0.8 20+1.0 3.1+43 1.2+0.7 2014 28+28
FDPS 09+04 1.4+0.7 1.9+1.6 1.5+1.2 1.0+£0.5 1.0£0.6
GPX4 1.1+04 0.7+0.32 0.8+0.6 1.0+£0.3 0.8+04 09+0.6
ISG15 1.5+14 24+23 27+46 23+3.1 9.4 +23.6 145+ 394

230



LGALS3 1.1+0.8 1.8+1.2 21+138 1.8+25 19+14 19+14
MAT1A 1.2+0.5 0.7+£0.3° 0.6+0.3 1.0+£0.5 0.7+0.5 1.0+1.0
PARQ7 1.4+0.7 3.2+2.9° 23+x14 14+1.8 4.4 +5.6° 59+10.8
PLIN2 1.3+0.8 0.6 +0.4° 0.5+0.2 1.0+0.6 0.7+04 1.1+1.1d
PLINS 1.8+1.9 1.0+£0.5 1.7+£22 1.2+0.9 1.4+£15 3471

PGC1A 1.1+£0.7 1.6+0.8 20+22 1.2+0.7 20+1.32 22+18
SCD1 1.1+1.0 27+24 52+6.2 25+25 29+13 45+8.0
SMPDL3A 1.0+0.6 16+1.2 23+2.7 1.9+26 1.7+£0.9 1.7+1.2
SRGN 1.1+04 1.2+0.5 1.2+04 1.1+0.6 1.4+£0.9 1.4+0.8
SPP1 1.3+0.7 34+£22° 7.3+15.7 3.1+74 25+19 28+24
THRPS 1.5+1.7 27+26 7.3+19.3 1.7+1.5 1.8+1.9 26+43

TXNDC5 1.2+0.6 1.1+04 1.2+0.8 1.0+£04 1.3+0.5 1.6+1.3

Unknown RNA 719 1.7+1.6 3.6+8.0 0.5+0.5° 0.4 +0.2¢

§§

Results are shown as mediat standard deviation. Statistical analyses were carried out using paired Wilcoxon test when comparing
initial and final state in each group: 2, p<0.05; ®, p<0.01; ¢, p<0.01 and Mann-Whitney U test when comparing the trend of control vs
squalene samples: 9, p<0.05.
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Zesaltados

Table S4. Lipids significantly changed in the liver according to lipid classes.

Increases denoted as (“+”) and decreases as (“-) reflect the trend of squalene supplemented group when comparing to the control group.
Statistical analyses were carried out using Mann-Whitney U test. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Ceramides (Cer): “+”: Cer_36:2**, Cer_36:1*, Cer_36:0"*, Cer_40:1%, Cer_40:0%, Cer_42:1**

Cardiolipins (CL): “-“: CL_(66:06)**, CL_(72:09)*, CL_(74:11)*, CL_(74:10)*, CL_(72:08)*, CL_(74:09)*,
CL_(76:12)*, CL_(72:07)*, CL_(74:08)**, CL_(69:05)**, CL_(76:11)**, CL_(72:06)*,
CL_(74:07)*, CL_(76:10)*, CL_(76:09)*

Phosphatidic acids (PA): “+”: PA_(34:2)*

Lysophoshatidylcholines (LPC): “+”: LPC_(20:5)**, LPC_(18:2)*, LPC_(18:1)*, LPC_(20:4)*, LPC_(20:3)*

Fatty acids (FA): “+".FA_(17:0)*

Phosphatidylcholines (PC): “+”: PC_(31:0)*, PC_(32:0)**, PC_(34:1)*, PC_(38:4)*, PC_(33:0)**, PC_(36:2)***, PC_(35:1)*,
PC_(38:3)**, PC_(34:0)**

Phophatidylethanolamines (PE): “+": PE_(34:0)**, PE_(38:0)***  “-“: PE_(38:6)*

Phosphatidylinositols (PI): “+”: Pl_(36:2)*, PI_(38:3)*
““ Pl_(36:0)*

Phoshatidylglycerols (PG): “+”: PG_(32:0)*
““ PG_(38:0)*

Phosphatidylserines (PS): ““PS_(35:1)*

Triglycerides (TG): “TG_(36:0)*, TG_(58:12)*, TG_(44:1)*, TG_(46:2)*, TG_(58:10)*, TG_(48:3)*, TG_(45:1)*,

TG_(48:2)**, TG_(46:1)*, TG_(51:4)*, TG_(50:3)*, TG_(52:4)*, TG_(54:6)*, TG_(56:7)",
TG _(47:1)*, TG (49:2)*, TG_(51:3)*, TG_(48:1)*, TG_(50:2)*, TG_(53:4)**, TG_(54:5)*,
TG_(56:6)*, TG_(52:3)*, TG_(49:1)*, TG_(51:2)*, TG_(54:4)* TG_(58:7)*, TG_(53:3)",
TG_(55:4)*, TG_(50:1)*, TG_(52:2)*, TG_(54:3)*, TG_(53:2)*, TG_(51:0)*, TG_(52:1)",
TG _(54:2)* TG (56:3)*, TG_(52:0)*, TG_(53:1)%, TG_(55:2)**, TG_(54:1)*, TG_(55:1)*,
TG_(56:2)*, TG_(54:0)**, TG_(55:0)**, TG_(56:1)**
Sphingomyelins (SM): “+” SM_(36:3)*, SM_(34:0)*, SM_(35:1)**, SM_(36:1)*, SM_(36:0)**
Sulpholipids (S): “+7: S (d42-OH:1)**, S_(d43:1)*, S_(d46-OH:1)**
““ S_(d40:2)*, S_(d48:0)*
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Table S5. Plasma biochemistry parameters.

Resaltados

Control group

Squalene group

Initial stage Final stage Trend Initial stage Final stage Trend
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)

Glucose (mg/dL) 99 + 16 99 + 24 0+29 103 + 22 112 £ 38 8 + 21
TG (mg/dl) 27 £ 11 19 + 82 -7 +£12 38 + 20 33+18 -6 + 25
Cholesterol (mg/dl) 257 £ 121 203 + 142 -54 + 161 164 + 108 194 + 87 30 + 88°¢
Free Chol (mg/dL) 73 £ 36 125+ 128 51 + 141 147 + 322 106 + 87 -41 £+ 344
KB (uM) 23 + 31 52 + 56 30 + 61 47 £ 54 76 £ 59 29 + 87
NEFA (mM) 0.20 + 0.31 0.22 £ 0.36 0.02 £ 0.36 0.12+0.19 0.35+0.37 0.23 £ 0.47¢
AST (U/L) 61+ 48 67 + 47 671 7146 86 + 68 15+ 90
ALT (U/L) 257 22+5 37 27+8 22 + 3° -5+8
ALP (U/L) 205 + 102 150 + 88 -55 £ 127 235+ 68 163 £ 942 -71 £ 89
GGT (U/L) 44 £ 15 46 £ 14 1+10 46 £ 10 55+ 11 8.5 £ 6°
Total billirrubin (mg/dL) 04+04 04+04 0.0+0.3 0.3+0.1 0.5+0.22 0.18+0.3
Insulin (ng/mL) 36+14 4+1.82 045+1.5 36+1.2 3.0+£0.8 -0.6+1.6
Adiponectin (ug/mL) 18 £ 16 18+8 0+19 16+9 14+£5 -2+8
Leptin (pg/mL) 204 £ 101 322 + 331 117 + 367 471 £1030 279 £ 229 -192 + 1082
TNFa (pg/mL) 59 + 48 50 + 55 -9+60 53+ 35 48 + 25 -4.5+43
IL-1beta (pg/mL) 7+11 5+15 -2.2+19 3+6 11 +£17 8 £ 18°
IL-4 (pg/mL) 09+22 04+1.3 -0.5+26 0+0 0.7+1.6 0.6+1.6
IL-6 (pg/mL) 4+10 10 £33 5+ 36 214 19 £43 17 £ 44
IL-8 (pg/mL) 26+138 3.3+5.2 0.6+4.6 40+35 46+438 0.6 +6.1
IL-10 (pg/mL) 24 + 25 25+ 52 1.1+44 12+ 29 17 £19 45+ 31
IL-12p40 (pg/mL) 203 + 147 130 + 1152 -72 £ 116 150 + 87 320 + 194P 171 £ 182¢
IFN-alpha (pg/mL) 01+04 57 +8.3° 56+8.3 1.0£2.38 6.4 £8.1° 54+9.2
IFN-gamma (pg/mL) 13 +43 6+15 -7 £ 34 00 1+3 1+3

Results are shown as mediat standard deviation. Statistical analyses were carried out using Wilcoxon matched pairs test when
comparing initial and final state in each group: (3, P<0.05; ?, P<0.01) and Mann—Whitney U test when comparing the evolution of control
vs squalene samples: ¢, P<0.05; 9, P < 0.01; ¢, P < 0.001.
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Zesultados

Table S6. Lipids significantly changed in plasma grouped by lipid classes

Ceramides (Cer):

Phosphatidic acids (PA):

Lysophoshatidylcholines (LPC):

Fatty acids (FA):
Phosphatidylcholines (PC):

Phophatidylethanolamines (PE):

Phosphatidylinositols (PI):
Phoshatidylglycerols (PG):
Triglycerides (TG):

Sphingomyelins (SM):
Sulpholipids (S):

“+”. Cer_36:2*, Cer_38:1%, Cer_42:1**

““ Cer_36:0*

“+”: PA_(36:4)*, PA_(32:0)*, PA_(38:4)*, PA_(40:5)*, PA_(36:1)*, PA_(36:0)*
““ PA_(38:2)*

“+": LPC_(16:1)*, LPC_(17:0)*, LPC_(20:4)*
“+’ FA_(16:1)**, FA_(20:2)* “-“: FA_(14:0)*, FA_(16:0)**, FA_(18:0)**

“+’: PC_(32:2)**, PC_(32:1)*, PC_(36:4)*, PC_(33:1)*, PC_(35:2)*, PC_(37:4)**, PC_(33:0)",
PC_(38:3)%, PC_(38:2)*, PC_(35:0)*, PC_(40:2)*

““'PE_(34:2)*

“+": P|_(36:4)*, PI_(38:4)*, PI_(38:3)*, PI_(40:4)*

“+": PG_(38:5)*

“+": TG_(58:12)*, TG_(49:0)*

““TG_(44:1)*, TG_(46:2)*, TG_(45:1)*, TG_(47:2)*, TG_(49:3)*, TG_(46:1)**, TG_(45:0)",
TG_(49:2)*, TG_(47:1)*, TG_(47:0)*, TG_(48:0)*, TG_(54:3)*

“+”: SM_(36:3)*, SM_(33:0)*, SM_(39:0)*

“+”. S_(d48:2)**, S_(d48:1)*
“’. S_(d38:0)**, S_(d39:1)*, S_(d42:2)*

Increases denoted as (“+”) and decreases as (“-“) reflect the trend of squalene supplemented group when comparing to the
control group. Statistical analyses were carried out using Mann—-Whitney U test. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Resultados

Figure S1. Phosphorylation predicted sites for PLIN2 (NM_001122.4) according to the online platform NetPhos 3.1a.
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Deseasion de resultados

VII. Discusion de resultados
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Deéscasion de rnesaltados

El higado es el érgano central del metabolismo y la dieta uno de los
factores determinantes de su metabolismo (492). A través de sus distintos
componentes, tanto macronutrientes como micronutrientes, ejerce efectos muy
variados y complejos en las distintas rutas metabdlicas y su interaccion
constituyendo auténticas redes metabdlicas con regulaciones en todos los
niveles conocidos, epigenéticos (434, 435), transcriptomicos (436),

postranscripcionales (493), posttraduccionales (494).

El cambio en los patrones alimentarios de la sociedad occidental lleva a
la aparicion inusitada de nuevas patologias como la esteatosis hepatica no
alcohdlica. Frente a esta situacion se ha propuesto la dieta mediterranea como
una alternativa saludable. Esta tiene por peculiaridad el uso de aceite de oliva
como principal aporte de grasa, cuyos componentes minoritarios parecen
explicar algunos de los efectos beneficiosos de la dieta mediterranea (495).
Teniendo esto en consideracion es légico que exista un gran interés por conocer
y entender los mecanismos a través de los cuales estos compuestos ejercen sus
efectos, siendo este el objetivo que nuestro grupo de investigacion lleva mas de

dos décadas investigando.

VII.1. Pgc1a is responsible for the sex differences in hepatic Cidec/Fsp27

MRNA expression in mice fed a Western diet

A fin de ayudar a descifrar este entramado bioquimico que se establece
durante la esteatosis hepatica no alcohdlica nos plantemos caracterizar la
expresion hepatica de Cidec/Fsp27. Como ya se ha comentado en la
introduccién, este gen tiene una funcion clave en el metabolismo lipidico ya que
parece coordinar la fusidn de gotas lipidicas pudiendo convertir una esteatosis
microvesicular, caracterizada por la presencia de multiples gotas pequefias, en
una macrovesicular caracterizada por la presencia de una unica gota lipidica que
puede llegar a ocupa la mayor parte del hepatocito desplazando el nucleo. En
este contexto, y trabajando con un modelo carente de Apoe, encontramos que el
colesterol dietético aumentaba la expresion de Cidec/Fsp27, lo cual no sucedia
cuando se combinaba esta suplementacion con acidos grasos saturados. Bajo

estas ultimas circunstancias tampoco la suplementacion con componentes
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Deéscasion de rnesaltados

minoritarios de la dieta como el acido oleandlico o el escualeno variaba la
expresion de Cidec/Fsp27. A través de estos experimentos observamos que
existia una regulacion dependiente del sexo activada con la dieta esteatosica,
existiendo una menor expresion de Cidec en el sexo femenino. Este efecto se

observo tanto en el modelo deficiente de Apoe como en el deficiente de Ldlr.

En un intento para definir cual era el rol de las hormonas sexuales en este
fendmeno procedimos a realizar una castracion en ambos sexos la cual revel6
que las hormonas del ovario eran cruciales para la disminucion de la expresién
de Cidec/Fsp27 y la ausencia de dicho efecto tras una ovariectomia en ratones
deficientes de Apoe nos permitié observar que este efecto se producian a través

de la expresion de Pgcia.

Observando esto nos planteamos que ocurriria si eliminabamos la
expresion de Pgc1a en los ratones en vez de eliminar el estimulo hormonal. La
ausencia de Pgc1a también logro la desaparicion del efecto de las hormonas

ovaricas sobre la expresion hepatica de Cidec. Reforzando dicha hipétesis.

A través de este trabajo se ha explorado dos de los principales
componentes de la dieta occidental, el colesterol y las grasas saturadas. El
aumento observado como respuesta al colesterol correspondia a la isoforma
Fsp27beta, una variante transcripcional recientemente descrita y regulada por
CREBH (399). Utilizando informacion de ENCODE, se ha observado que tanto
SREBP1 como SREBP2 se unen a este gen (496). Ademas, la implicacion de
SREBP1 se ha demostrado experimentalmente (497). Sorprendentemente la
combinacién de colesterol y grasas saturadas disminuyen su expresion hepatica.
En este aspecto, varios efectos de las dietas altas en grasas se han descrito
dependiendo en la duracion de la administracion de la grasa (498). Mientras una
administracion corta (3 semanas) aumenta su expresion, una administracion de
larga duracion (12 semanas) tiene el efecto contrario. Nuestro estudio se ajusta
mas a la segunda situacion, ya que dur6 11 semanas y podria estar de acuerdo
con este ultimo hallazgo. Otros trabajos previos encontraron los mismos
resultados en ratones deficientes de Apoe machos recibiendo una dieta
enriquecida en aceite de oliva (391). De la misma manera, una disminucion de

la expresion de Cidec se encontro en régimen posprandial tras la administracion
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de un bolo de aceite de oliva virgen a ratas macho Wistar y esta disminucion fue
inversamente proporcional al contenido de triglicéridos y colesterol hepatico
(499). En este ultimo caso, los cambios en el mMRNA hepatico ocurrieron solo 4
horas tras la ingesta. En ratas ayunadas, un aumento rapido se observo también
tras cuatro horas de ayuno (500). La elevacion del mRNA de Cidec/Fsp27
mediante dietas altas en grasas requiere de deficiencias dietéticas adicionales
como en metionina y colina o bajo ciertos desordenes metabdlicos como los que
poseen los ratones Db, o los deficientes en PPARa. En un estudio previo,
utilizando ratones deficientes en Apoe con un sustrato gendémico
C57BL/6Jx0la129 y alimentados con dietas occidentales con diferentes
isdmeros del acido linoleico conjugado (CLA) se observé una alta expresion
hepatica del mensajero Cidec/Fsp27 en los ratones recibiendo el isémero trans-
10, cis-9 CLA asociada al porcentaje de superficie hepatica ocupada por gotas
lipidicas. En contra, cuando se les alimentd con el isémero cis-9, trans-11 CLA
el resultado fue una disminucion de la expresion del mRNA de Cidec/Fsp27
(391). De manera global, tanto el régimen de administracion como los
componentes nutricionales de la dieta son moduladores criticos de la expresion
hepatica de Cidec/Fsp27 cuyo mensajero puede sufrir rapidas variaciones
metabdlicas en unas pocas horas como se observé en el modelo celular AML12,
en el que la incubacion con 173 estradiol durante 6 horas fue suficiente para

reducir su expresiéon en condiciones proesteatdsicas.

En este estudio, la administracion de acido oleandlico, un triterpeno
pentaciclico y escualeno, un triterpeno lineal, no tuvieron efecto en la expresion
de Cidec/Fsp27 a pesar de los cambios inducidos la extension de las gotas
lipidicas (442). Hallazgos similares se encontraron tras la administraciéon de una
dieta suplementada con un extracto de Boswellia serrata rico en derivados del
acido boswelico, también un componente triterpénico pentaciclico (501). Como
los triterpenos tienden a acumularse en el higado alterando la distribucion de los
triglicéridos en gotas lipidicas(7, 413), se podria hipotetizar que esas gotas
lipidicas no necesitan cambios en la expresion de Cidec/Fsp27 o que al menos

no se ejecutan a nivel del mRNA.
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Intervencién Modelo KO Cambio observado
Colesterol 0,15% Apoe Aumento

Dieta tipo occidental Apoe No significativo
Acido Oleandlico 0,01% Apoe No significativo
Escualeno 1% Apoe No significativo
Sexo en dieta baja en grasas Apoe No significativo
Sexo en dieta occidental Apoe Disminucion en hembra
Sexo en dieta occidental Ridl Disminucion en hembra
Sexo en dieta occidental Pgcla No significativo
Orquiectomia Apoe No significativo
Ovariectomia Apoe Aumento

Tabla 5. Resumen cambios en la expresion hepdtica de CIDEC en los distintos modelos murinos estudiados mediante
gPCR.

En la descripcidn inicial de la expresion del gen hepatico Cidec/Fsp27,
observamos asociaciones significativas con la esteatosis hepatica en ratones
deficientes de Cbs y en ratones deficientes de Apoe, estos ultimos bien sean
alimentados con diferentes isdmeros conjugados del acido linoleico, o con aceite
de oliva (391). Esta asociacion solo se observo en el estudio de castracion en
machos del presente trabajo (Figura S4, manuscrito 1). De manera interesante,
la expresion de Cidec/Fsp27 se asocid con los triglicéridos hepaticos (Figura 3 'y
4, manuscrito 1) o con el contenido en colesterol (Figura 1 y 2, manuscrito 1).
Dos diferencias principales existen entre estos dos trabajos: el fondo genético y
la composiciéon de la dieta. En el estudio presentado como primer resultado de
esta tesis se han utilizado ratones C57/BL6J mientras que en el trabajo anterior
se habian utilizado un fondo genomico mixto Ola129xC57BL/6J. Esas cepas
muestran importantes diferencias en el contenido graso hepatico (5602) que
podrian haber afectado a los resultados. La segunda diferencia importante es el
uso de una dieta purificada AIN-93 (503) en el estudio presente comparado con
las dietas comerciales del estudio previo. Esta eleccion fue forzada por la gran
variabilidad observada en nuestro laboratorio entre los grupos controles a lo largo
de los afios en cuanto a la lesion aterosclerética cuando se han utilizado dietas
controles comerciales y la ausencia de repeticion de resultados a través de los
afnos. De hecho, la fuente de proteina también ha mostrado mostrar cambios en
la expresion de Cidec/Fsp27 (504, 505). Indudablemente, los componentes de la
dieta son una importante fuente de variacion de su expresion génica (506), y este
estudio, en unas condiciones bien definidas del fondo gendmico de los ratones y

con dietas purificadas anaden pruebas que refuerzan esta afirmacion.
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Un resultado sorprendente
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observado en este trabajo fue la
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Figura 14. Posible mecanismo de regulacion de la expresion lnteresantemente7 las hembras de
de Cidec durante la esteatosis en hembras .
ratones carentes del coactivador 2
del receptor de esteroides muestran un aumento en la expresidén hepatica de
este gen (Tabla S4, manuscrito 1). El coactivador 2 del receptor de esteroides
promueve la activacion transcripcional del receptor de estrégenos en algunos
tejidos (507). Esos resultados indican una regulacion negativa de la influencia de
las hormonas femeninas. Esto podria estar siendo realizado mediante una
asociacion inversa significativa observada entre Pgc1a y Cidec/Fsp27, la union
de PGC1a a este gen, ya descrita en ENCODE (496), y la supresion de este
efecto mediante ovariectomia. El experimento realizado en ratones deficientes

de Pgc1a esta acorde con este rol de Pgc7a en el dimorfismo sexual en la

respuesta a la esteatosis hepatica in vivo.

En conclusion, este trabajo evidencia dos ejes de regulacion de la
expresion hepatica de Cidec/Fsp27 definidos por la dieta y el sexo. Respecto a
la primera, el colesterol y la naturaleza de los acidos grasos son un componente
clave. Y respecto al sexo, el hecho de que la disminucion en la hembra de la
expresion de este gen en el higado no se observd en las hembras
ovariectomizadas sugiere de manera clara que las hormonas ovaricas estan
relacionadas con el control de la expresion hepatica de Cidec/Fsp27 y que esto
esta modulado por Pgc1a.
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VII. 2. Transcriptomic and proteomic analyses identify potential

biomarkers of hepatic steatosis in a cross-bred porcine model

El modelo de ratén ofrece grandes posibilidades dado la gran cantidad de
informacion que ya tenemos sobre él y la diversidad genética, tanto mediante la
generacion de transgénicos como la variedad de cepas que existen. Pero
presenta una serie de limitaciones, la cantidad de muestra es reducida y el salto
de especie entre raton y humano se puede acortar. Por ello nos planteamos
producir un modelo de esteatosis hepatica inducido dietéticamente en un animal
mas cercano al hombre, como es el cerdo. Varios trabajos ya han sido publicados
anteriormente en este aspecto, la mayoria de ellos utilizando razas

genéticamente predispuestas y/o largos periodos experimentales.

A través de este segundo trabajo hemos mostrado un modelo
experimental de NAFLD mediante alteracion de la dieta en un corto periodo de
tiempo en cerdos pertenecientes al cruce de razas comercial. La manipulacion
dietética llevada a cabo involucra una combinacion de grasa altamente saturada
y colesterol, colato y un contenido bajo en colina y metionina. Esta dieta fue
capaz de desarrollar un modelo reproducible de esteatosis hepatica en dos
meses. Nuestra caracterizacion bioquimica ha mostrado que este modelo
muestra hipercolesterolemia, un nivel bajo de inflamacion, ausencia de
resistencia a la insulina y una leptinemia variable (Figure 2 y Tabla S2,
manuscrito 2). La acumulacién de lipidos hepatica regresé cuando se eliminé la
dieta esteatdsica por un mes, no asi la extensién de la fibrosis (Figura 2 y 5,
manuscrito 2). Mediante el uso de RNAseq para interrogar el transcriptoma
hepatico, diversos cambios en la expresion génica se identificaron y fueron
confirmados mediante gPCR (APCS5, CYP51, FDPS, ISG15, LGALS3, PAQRY,
SMPDL3, SPP1, SRGN, y un RNA desconocido). La mayoria de los genes
mantenian su patron de expresion en ambos experimentos (Figura 6, manuscrito
2). Finalmente, verificamos la expresion de la proteina hepatica durante la
esteatosis de dos genes cuyas proteinas podian ser secretadas al torrente
circulatorio (1ISG15, LGALS3), mediante tres métodos diferentes (Figura 7 del
manuscrito 2) y fuimos capaces de detectar su presencia en el plasma de los
cerdos (Figura 8, manuscrito 2) el cual podria tener una regulacién muy compleja

requiriendo la interaccién de diversos tejidos.
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La disponibilidad de modelos de NAFLD en cortos periodos de tiempo en
grandes animales puede ser de particular interés para explorar nuevos
tratamientos para esta patologia y caracterizar mejor este tipo de higados para
los procedimientos de trasplante. Ademas, el uso de animales procedente del
cruce de razas refleja la diversidad genética que concurre en cualquier
experimento realizado en poblaciones humanas donde cada sujeto tiene un
genoma unico surgido de la combinacion de dos opciones diferentes para miles
de genes lo que lleva a respuestas muy variables a los tratamientos (508). El
hecho de que esos niveles de expresion genética fueran tan evidentes incluso
con un fondo genético tan variable refuerza el rol clave de los genes detectados

en la esteatosis temprana.
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Figura 15. Resumen de los cambios observados tras la progresion y regresion de la esteatosis hepdtica en un modelo
de esteatosis con cerdos procedentes del cruce comercial.

Los niveles plasmaticos de triglicéridos (TG), cuerpos cetdnicos (KB) y
acidos grasos no esterificados (NEFA) estaban significativamente disminuidos
con la esteatosis (Tabla S2, manuscrito 2), lo que podria ser debido a una
movilizacion deficiente de la grasa almacenada, a una disminucion del uso de
grasa como fuente de energia y a un impedimento de los TG para ser cargados
en las VLDL debido a la deficiencia de metionina en la dieta. Sin embargo, la
hipercolesterolemia, en particular debido a las LDL (Figura S1, manuscrito 2),

estaba presente con la intervencion dietética, al igual que un aumento en la
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bilirrubina total, y las enzimas hepaticas ALP y GGT. Esos aumentos podrian
indicar un bloqueo de la secrecién de bilis y una mayor disponibilidad de

colesterol para acumularse en el higado y para ser secretado como VLDL.

El aumento de 10 veces observado en la leptinemia en el experimento de
la progresion no fue observado en el experimento de la regresion. En relacion a
este fendmeno, varios aspectos se deberian de tener en cuenta. Primero el
segundo experimento fue cuidadosamente disefiado mediante inseminacion
artificial con un unico progenitor para disminuir la variabilidad genética, asi pues,
un efecto fundador no puede descartarse. En segundo lugar, en el segundo
experimento el grupo esteatdsico muestra un pico temprano en el perfil de
colesterol del FPLC compatible con la presencia de VLDL o quilomicrones
remanentes (Figura S1, manuscrito 2). Actualmente se conoce que los acidos
grasos inhiben la secrecion adipocitaria de leptina (509) y este efecto podria
estar sucediendo debido a las VLDL. Ademas, en nuestros disefios
experimentales, los niveles séricos de IL12P40 mostraron una asombrosa
asociacion con la esteatosis, no habiéndose observado esto previamente ni en
humanos (510) ni en ratones (511). Este fendmeno deberia de ser abordado en
futuras investigaciones para discernir si la asociacion entre esta proteina

antiinflamatoria y NAFLD se mantiene entre las especies.

Respecto a la expresidon génica hepatica, la ausencia de correlacion entre
el RNAseq y los resultados de la gPCR fue un resultado imprevisto (Figure 4B y
Tabla S4, manuscrito 2). Sin embargo, cabe recordar que el genoma y el
transcriptoma hepatico porcino no estan tan bien descritos como los
transcriptomas murino y humano. Ademas, la ausencia de un fondo genémico
uniforme debido al uso de animales procedentes del cruce de razas podria haber
interferido con la respuesta del transcriptoma y el analisis por RNAseq posterior
(508). La mayoria de los genes verificados mantuvieron su patron de expresion
tanto en la progresion como en la regresion de la esteatosis reflejando que un
mes tras dos meses de dieta esteatdsica son suficientes para revertir el proceso.

Esta afirmacion estaria de acuerdo con los resultados del analisis histoldgico.

La expresion del gen LGALS3 aumento con la esteatosis hepatica en

ambos experimentos (Figura 4 y 6, manuscrito 2) asi como su proteina (Figura
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7, manuscrito 2) Pero su presencia sérica solo aumento con la esteatosis en el
modelo de la progresion esteatésica (Figura 8, manuscrito 2). Este hecho, junto
con su alta correlacién con la leptinemia en ambos experimentos revela una
regulacion complicada para su presencia sérica (Figura 8 y tabla S7, manuscrito
2). Dos posibilidades podrian explicar este efecto: primero, puede que su
presencia sérica sea debida a la secrecion por otros tejidos (512), la segunda
posibilidad implica un efecto de la leptina sobre la secrecion de LGALS3
hepatica. La leptina es capaz de regular el metabolismo hepatico en un modo
dependiente de la insulinemia (513). Este hecho, conjuntamente con la ausencia
de hiperleptinemia en la condicién esteatdsica del segundo experimento podria
implicar un rol regulatorio para la leptina en la secrecion hepatica de LGALS3,
en la cual niveles bajos de leptinemia llevarian a la ausencia de secrecion
hepatica de LGALS3.

LGALS3 ya ha sido

relacionada a enfermedades

cardiometabdlicas (514)yala £ o A

HIGADO

esteatosis hepatica (515). Se ESTEATOSICO |

ha observado que la ausencia
del gen codificante para
LGALS3 provoca tanto

esteatosis (516) como

Ny,
iy
PEEIN

Leptina

resistencia a la esteatosis LGALS3 4

(51 7) en ratones. Los ultimos Figura 16. Posible mecanismo regulatorio de la secrecion de LGALS3
al torrente circulatorio.

trabajos apuntan a una funcion

para LGALS3 en la promocion de la fibrosis y la inflamacion en modelos de ratén
(515, 518). La segunda proteina caracterizada, ISG15, ya ha sido relacionada
previamente a la hepatitis por infeccion viral (519, 520) pero su relacién con la
esteatosis hepatica aun no habia sido descrita. De acuerdo a la base de datos
GEO, existen varios trabajos en los que la expresidon hepatica de LGALS3 se ha
relacionado con intervenciones dietéticas. Sin embargo, esta relacién es mucho
mas débil para ISG15, quien podria tener un comportamiento mucho mas
complicado (Tabla S5y Tabla S6, manuscrito 2). Mas experimentacion hara falta
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para discernir la relacion entre leptinemia y la secrecion de LGALSS3 y las

implicaciones de LGALS3 e ISG15 en esteatosis.

VII. 3 Shot-term squalene supplementation decreases triglycerides

accumulation in a new swine steatosis model

El estudio PREDIMED dej6 patente que la adherencia a una dieta
mediterranea es beneficioso para la salud al prevenir frente a enfermedades
asociadas a las pautas alimenticias como enfermedades cardiovasculares y
esteatosis (410). Teniendo esto en cuenta y una vez establecido el modelo
porcino para el estudio de la esteatosis hepatica nos planteamos estudiar la
influencia del principal triterpeno del aceite de oliva el escualeno, en la progresion

de la esteatosis.

El escualeno ya se ha explorado en ocasiones anteriores demostrandose
como un potente antioxidante y antinflamatorio tanto in vivo como in vitro (413).
También se ha explorado ya su efecto en la esteatosis en los modelos conejo y
murino donde ha logrado disminuir la gota lipidica(7, 484). Sin embargo, este
enfoque aun estaba por explorar en un modelo mas cercano al hombre como es

el porcino.

A través de este tercer trabajo se ha explorado este nutrifarmaco y se ha
observado que una suplementacién en la dieta del 0,5% ha sido capaz de
cambiar el metabolismo hepatico de la esteatosis, disminuyendo la proliferacion
de gotas lipidicas y de triglicéridos, y sin modificar la acumulacion de colesterol,
ni la infiltracion fibrosa (Figura 2, manuscrito 3). La repercusién de este efecto se
ha estudiado a dos niveles. Por un lado, se exploroé la expresion genética
hepatica de 40 genes y solo se detecté cambios en la expresion de PLIN2 y de
un RNA desconocido (Tabla S3, manuscrito 3). Por otro lado, la composicion de
los lipidos hepaticos fue interrogada mediante LC-MS, conformando la
disminucién de triglicéridos y revelando un aumento de ceramidas y de PC, y
una disminucién de cardiolipinas (Figura 3 y Tabla S4, manuscrito 3). Dado que
los cambios en la homeostasis hepatica se suelen reflejar en los parametros
bioquimicos plasmaticos este se explord y se detecté aumento en GGT y
IL12P40 y una disminucién en IL-1b (Tabla S5 del manuscrito 3). Ademas,

también se estudio el lipidoma plasmatico. Como consecuencia de esto mismo
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se observdo un aumento en las ceramidas totales tras el tratamiento con
escualeno (Figura 5 y Tabla S6 del manuscrito 3) y 12 especies lipidicas que
conservaron la direccion e intensidad de su cambio tanto en higado como en
plasma. Entre estas 12 especies lipidicas, Cer_36:2 y Cer_42:1 guardaban
correlacion con la mayoria de esos 12 parametros en el higado, mientras que
TG_46:1 tenia el mayor impacto con esos 12 parametros plasmaticos de acuerdo

a sus correlaciones (Figura 7, manuscrito 3).

Como ya se ha comentado antes, el escualeno ya se ha demostrado
capaz de reducir la cantidad de triglicéridos tanto en ratén como en conejo y con
el presente trabajo este efecto se extiende a la especie porcina. Aparentemente
en raton y conejo este efecto reside en una serie de genes que varian su
expresion (6, 421, 484), y esta respuesta parece no estar conservada en este
experimento. Dos razones podrian explicar este hecho, por un lado, algun tipo
de mecanismo especifico de especie conservado entre ratén y conejo, pero no
en cerdo. O, por otro lado, podria ser que para activar este efecto hiciesen falta
tiempos mayores ya que en conejo y ratdn los experimentos tomaron entre 8 y
11 semanas, mientras que la suplementacién de escualeno en los cerdos de este
trabajo ha sido unicamente de un mes (Figura 1, manuscrito 3). En cualquier
caso, como resultado de los analisis de transcripcidn, se observa un aumento en
PLIN2 y una disminucion en el RNA desconocido (Tabla S3, manuscrito 3).
PLIN2 es un miembro de las perilipinas, cuya proteina esta relacionada en la
formacion, estabilidad y sefalizacion de LD y de acuerdo a los resultados
observados en ratones carentes de PLIN2 especificamente en higado, PLIN2
estaria promocionando la progresion del NAFLD (521). Sin embargo, hay que
recordar que PLIN1, el miembro mejor caracterizado de la familia de las
perilipinas, tiene como principal forma de regulacion la fosforilacion (522). Este
mecanismo de regulacidén podria ser importante en el funcionamiento de PLIN2
debido a la presencia de 64 aminoacidos en su secuencia que podrian ser
fosforilados (Figura S1, manuscrito 3). Se sabe que el efecto de PLIN2 es a
través de una inhibicion de la autofagia en la que no implica a las lipasas neutras
(5623). Consecuentemente, podria ser que el escualeno esté modulando la
manera en la que el hepatocito consume los TG llevando a un mecanismo

independiente de la autofagia y que involucre a lipasas neutras. Respecto al RNA
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desconocido, que de acuerdo a la base de datos ensembl podria codificar para
la proteina ZBTB16, la Uunica informacion previa es que disminuye su
transcripcion con la esteatosis hepatica y tiende a continuar disminuyéndola al
regresar a un estado no esteatdsico (manuscrito 2 de la presente tesis). Parece

ser que el escualeno emula este efecto.

Mientras que no se han observado grandes cambios en los analisis de los
transcritos, el analisis del lipidoma se mostré mas fructifero (Tabla S4 del
manuscrito 3). La disminucion de TG ha sido consistente con los ensayos
colorimétricos. Ademas, también hemos sido capaces de detectar un aumento
en ceramidas y de PC y una disminucion de CL con la suplementacion de
escualeno respecto al control esteatdsico (Figura 3 del manuscrito 3). De
acuerdo a la literatura, el aumento de ceramidas es un efecto patolégico de la
esteatosis hepatica (524), a pesar de que recientemente Turner et al hayan
mostrado que la inhibicién de la sintesis de ceramidas no protege frente a la
resistencia a la insulina (525). Probablemente la clave a la homeostasis de las
ceramidas es que esta haya de valorarse conjuntamente con la S1P, ya que es
una molecular con la que se puede intercambiar rapidamente, que tiene efectos
opuestos a las ceramidas y cuya influencia en la esteatosis hepatica esta
pobremente caracterizada (59). Asimismo, en este trabajo hemos observado que
la cantidad de ceramidas en los higados en regresion a un estado no esteatosico
es mayor que la del esteatdsico, y el escualeno esta convergiendo a este estado.
En futuros trabajos relativos a las ceramidas hepaticas, habra que considerar el
papel del redstato de esfingolipidos en la esteatosis hepatica o si la localizacion
de las ceramidas es relevante para sus efectos al igual que para la S1P lo es.
Respecto al aumento en PC, realmente lo que se observa es que el escualeno
esta impidiendo que disminuya como ocurre en el grupo control, y esto podria
colaborar en el retraso de la progresion a esteatohepatitis (59, 77). En cuanto a
la disminucion de cardiolipinas, previamente se ha descrito en analisis de
lipiddmica que la esteatosis lleva a un aumento de CL(526) e incluso mediante
un experimento intervencional se ha observado que el impedimiento de su
biosintesis previene de la esteatosis hepatica con una mejora en el flujo de
electrones entre los complejos de respiracion mitocondriales (527) y nuestros

resultados tras la suplementacién con escualeno apuntan a esta direccion. Este
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experimento no es el primer indicio de la capacidad del escualeno para modificar
el metabolismo mitocondrial, en 2012 Ramirez-Torres et al mostraron una
compleja regulacion de la actividad mitocondrial mediante suplementaciéon con
escualeno (6, 421). Los cambios observados en el lipidoma hepatico muestran
nuevas posibilidades para el escualeno independientemente de las

modificaciones en la expresion génica.
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Figura 17. Efectos de la administracion de escualeno a corto plazo en el lipidoma hepdtico de cerdos esteatdsicos.

Los resultados del plasma (Tabla S5, manuscrito 3) muestran un aumento
en IL12P40 en el grupo escualeno. IL12P40 es un antagonista de la proteina
proinflamatorio IL12 (528). Consecuentemente, este efecto refuerza el rol
antiinflamatorio del escualeno. En cualquier caso, hay que tener en cuenta que
IL12P40 es una subunidad de IL12, y analisis detallados para discernir si el

aumento es solo en la subunidad o en IL12 deberian de llevarse a cabo.

Respecto a los resultados de lipiddmica del plasma, la tendencia a
disminuir los triglicéridos observada en el higado, se mantienen en el plasma,
especialmente en los triglicéridos de cadena corta (Figura 5 y tabla S6,
manuscrito 3). En cambio, se observa un inesperado aumento de ceramidas en
el suero en el grupo suplementado con escualeno aparentemente patologico ya
que las muestras procedentes de animales no esteatdsicos tienen
concentraciones bajas de ceramidas. En este aspecto, un trabajo previo muestra

también un aumento en las ceramidas tras una suplementacién dietética con
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fitosteroles (529), esto apunta a la idea de que podria haber diversas maneras
para recuperarse de una esteatosis y no simplemente una mera disminucién
equitativa de todas las clases lipidicas del mismo modo que hay varios
mecanismos descritos para su desarrollo (450). Puede que la respuesta a esta
incongruencia resida en las lipoproteinas. En este aspecto, un trabajo basado en
el modelo porcino donde se efectuo un estudio lipidédmico sobre la influencia de
una dieta hipercolesterolemica en las HDL reveld una disminucion en su
contenido de PC (530).

Este no es el unico trabajo que ya se ha realizado sobre lipidomica en
cerdos, ya que existe otro de lipidomica sobre esteatosis en cerdos. En este
trabajo alimentaron a hembras de la raza Ossabaw (predispuesta a esteatosis
de manera natural) a dieta esteatdsica (n=5) o a dieta basal (n=5) durante 16
semanas. Tras ello, observaron pocos cambios en la bioquimica plasmatica pero
varias modificaciones en el lipidoma hepatico y plasmatico, como una
disminucion en PC en el grupo esteatésico. Sin embargo, no describieron

cambios ni en las ceramidas ni en las cardiolipinas (451).

Respecto a las doce especies lipidicas conservaron sus cambios
significativos entre higado y plasma (Figure 7, manuscrito 3). Es sorprendente
que presencia plasmatica no correlaciona principalmente con sus semejantes
hepaticos, siendo mas importante sus correlaciones con otros lipidos hepaticos.
Este hecho indica la existencia de un rol para el escualeno en la modulacion de
la secrecion lipidica del higado, en la que sus lipidos dianas siguen unas
conversiones metabdlicas en su secrecion. Este fendmeno es altamente
interesante y los mecanismos por los que el escualeno estimula esta secrecién

lipidica durante la esteatosis hepatica deberian de ser explorados.
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De los resultados anteriormente expuestos pueden deducirse las

siguientes conclusiones generales:

1.

La expresion del gen Cidec hepatico como respuesta a la dieta es
altamente compleja variando en funcién de la composicion lipidica de la
misma. Dicha expresién esta estimulada por el colesterol cuando se
administra como unico aditivo en la dieta y suprimida cuando se afnade
tanto colesterol como aceite de palma como fuente grasa en la dieta. Por
otro lado, la adicion de escualeno o oleandlico no varié su expresion en
las condiciones exploradas, quedando por conocer si dicha adiciéon en una
dieta enriquecida con colesterol seria capaz de suprimir la expresion de
Cidec.

Los mecanismos por los cuales se regula el metabolismo de la gota
lipidica difieren entre sexos y parece ser que la supresion de la expresién
de Cidec a través del efecto del estradiol sobre Pgc1a justifica parte de
estas diferencias ya que tanto las diferencias entre hembras y machos en
la expresion de Cidec y en el porcentaje de gotas lipidicas desaparecen
tanto con la castracion de las hembras como con la inactivacion del gen
Pgc1ia.

Los cerdos de razas comerciales pueden reproducir una esteatosis
hepatica en solamente 2 meses mediante suplementacion dietética y
pueden ser utilizados como modelo de esteatosis para caracterizar dicha
patologia en un estadio temprano previo a la inflamacion sistémica, a la
resistencia a la insulina y al desarrollo de fibrosis en los higados de
grandes mamiferos. Proponemos ALT, ALP, GGT, bilirrubina total,
colesterol y cLDL como los mejores parametros plasmaticos para estudiar
la esteatosis entre los parametros estudiados.

Los analisis de secuenciacion masiva aun son una técnica a optimizar
requiriendo una verificacibn posterior con técnicas consolidadas
especialmente cuando se trabaja con especies poco frecuentes y/o con

animales con niveles altos de heterosis.
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5. El uso del modelo de esteatosis hepatica en cerdos de razas comerciales
ha revelado que la expresion de LGALSS3, ISG15, SMPDL3A, CYP51 y
FDPS podria interpretar un papel importante y desconocido en la
esteatosis hepatica temprana, pudiendo LGALS3 interpretar un rol clave
en la interaccion del higado con el resto del cuerpo cuya secrecion al
torrente circulatorio parece depender de la leptinemia.

6. La suplementacion con escualeno ha demostrado ser capaz de reducir la
esteatosis hepatica tanto a largo como a corto plazo en diversos modelos
animales. Los mecanismos por los cuales logra este efecto pueden
implicar regulaciones a nivel postranscripcional a corto plazo mientras que
sus beneficios a largo plazo implican cambios a nivel transcripcional. Los
cambios a corto plazo en el metabolismo lipidico que implica la
suplementacioén con escualeno no reproducen exactamente el efecto de
un cambio a una dieta control dando pie a entender que utiliza vias
distintas para lograr la reversion de la esteatosis hepatica.

7. Los analisis de lipidomica del plasma reflejan ser un parametro mas
sensible al metabolismo lipidico hepatico que los parametros clinicos
bioquimicos clasicos. Sin embargo, aun no hay consenso sobre el uso de
dicha informacién para establecer biomarcadores sensibles y especificos
de esteatosis hepatica.

8. El comportamiento de la proteina sérica IL12P40 y de la expresion
hepatica del RNA desconocido que varian su expresion tanto con la
esteatosis hepatica como con la suplementacién con escualeno dan pie
pensar que ambos estdan relacionados con las capacidades
hepatoprotectoras del segundo pudiendo interpretar pasos claves en su
farmacodinamia. En el futuro habra que caracterizar dicho RNA
desconocido y prestar mas atencion al comportamiento de ambos y su

implicacién con la esteatosis hepatica.
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From the previous results, the following general conclusions can be drawn:

1.

The expression of the hepatic gene Cidec as a response to the diet is
highly complex, depending on its lipid composition. This expression is
stimulated by cholesterol when administered as the only additive in the
diet and suppressed when both cholesterol and palm oil are added as a
source of dietary fat. On the other hand, the addition of squalene or
oleanolic did not change its expression under the conditions explored, it
remains to be known whether said addition in a diet enriched with
cholesterol is capable of suppressing Cidec expression.

The mechanisms of lipid droplets metabolism regulation differ between
sexes and it seems that the suppression of Cidec expression through the
effect of estradiol on Pgc1a justifies part of these differences since the
differences between females and males both in the expression of Cidec
and in the percentage of lipid droplets disappear with either the castration
of the females or the inactivation of the Pgc7a gene.

Commercial breed swine can reproduce hepatic steatosis in only 2 months
by dietary supplementation and can be used as a steatosis model to
characterize this pathology at an early stage prior to systemic
inflammation, insulin resistance and development of fibrosis in the livers
of large mammals. We propose ALT, ALP, GGT, total bilirubin, cholesterol
and LDLc as the best plasma parameters to study steatosis among the
studied parameters.

High throughput sequencing analysis is still a technique to optimize
requiring further verification with consolidated techniques especially when
working with rare species and/or with animals with high levels of heterosis.
The use of commercial cross breed swine for a fast development steatosis
has revealed that the expression of LGALS3, ISG15, SMPDL3A, CYP51
and FDPS could play an important and unknown role in early hepatic
steatosis, being LGALS3 able to play a key role in liver’s interactions with
the rest of the body and whose secretion into the bloodstream seems to

depend on leptinemia.
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6. Long and short term squalene supplementation has been shown to be able
to reduce liver steatosis in various animal models. The mechanisms
behind this effect may involve post-transcriptional regulations at short-term
while his long-term benefits may involve changes at the transcriptional
level. The short-term squalene supplementation changes in lipid
metabolism do not exactly reproduce the effect of a change to a control
diet, giving the impression that it uses different ways to achieve the
reversal of hepatic steatosis.

7. Plasma lipidomic analyses reflect a more sensitive parameter to hepatic
lipid metabolism than classical biochemical clinical parameters. However,
there is still no consensus on the use of such information to establish
sensitive and specific biomarkers of hepatic steatosis.

8. The behaviour of IL12P40 serum protein and the hepatic expression of the
unknown RNA that modified its expression with both hepatic steatosis
intervention and with the squalene supplementation suggest that both are
related to the squalene hepatoprotective abilities and can interpret
important steps in its pharmacodynamics. In the future it will be necessary
to characterize said unknown RNA and pay more attention to the

behaviour of both and its implication with hepatic steatosis.
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