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Abreviaciones

Las abreviaciones aparecen ordenadas alfabéticamente por su término en inglés.

AGL Acido graso libre

Akt Proteina quinasa B

ALT Alanina aminotransferasa

Am Ambrisentan

AST Aspartato aminotransferasa

Ato/At Atorvastatina

BSA Albumina de suero bovino

CcD Dieta control

CD31 Molécula de adhesidn endotelial de plaquetas-1, PECAM-1
CD32b Receptor gamma Fcllb2

CDD Dieta deficiente en colina

cGMP Guanosina monofosfato ciclica

CK Creatinina quinasa

CRN Clinical Research Nerwotk

DAG Diacilglicerol

dH>0 Agua destilada

ECE Enzima de conversidn de la endotelina
eNOS Oxido nitrico sintetasa endotelial

ERA Antagonista de los receptores de endotelina
ERK1/2 Extracellular signal-regulated kinase
ET-1 Endotelina-1

ETRA Receptor de endotelina A

ETRB Receptor de endotelina B

FA Fosfatasa alcalina

FACS Fluorescence-activated cell sorting

GAPDH Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase
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GPCR Receptor acoplado a proteina G
HFGFD Dieta alta en grasas, alta en glucosa y fructosa

HOMA-IR Modelo de homeostasis del indice de resistencia a la insulina

HP Hipertensidon portal

HSC Célula hepatica estrellada

IHVR Resistencia vascular intrahepatica

IP3 Inositol 1, 4, 5-trifosfato

KC Célula Kupffer

KLF2 Kruppel-like factor 2

LIVE-1 Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1
LSEC Célula endotelial sinusoidal hepatica
MAFLD Enfermedad hepatica grasa metabdlica
MAP Presién arterial media

MCDD Dieta deficiente en metionina y colina
MLCK Quinasa de la cadena ligera de miosina
NAFLD Enfermedad hepatica grasa no alcohdlica
NAS NAFLD Activity Score

NASH Esteatohepatitis no alcohdlica

NO Oxido nitrico

PBF Flujo de la vena porta

PI3K Fosfatidilinositol-3-quinasa

PKC Proteina quinasa C

PKG Proteina quinasa G

PP Presién portal

PPM Pulsaciones por minuto

ROCK Rho-quinasa

SEM Error estdndar de la media

Sim Simvastatina

SMABF Flujo de la arteria mesentérica superior



SMAR
TGL
VEGF
Veh
aSMA

Resistencia de la arteria mesentérica
Triglicéridos

Factor de crecimiento endotelial vascular
Vehiculo

Alpha-actina del musculo liso
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1. Introduccién
1.1. Enfermedad hepatica crénica

La enfermedad hepatica crénica se caracteriza por el desarrollo de fibrosis y la
conversién de la arquitectura normal del higado en una estructura nodular anormal.
Como consecuencia del dafio hepatico continuo, la respuesta inflamatoria activada para
reparar el dafio tisular falla y los hepatocitos son sustituidos por matriz extracelular y la
formacién de nddulos. Las fibras se extienden desde el area central o portal, y
finalmente los tabiques fibrosos se forman completamente rodeando los ndédulos

regenerativos®.

Las enfermedades hepaticas representan aproximadamente 2 millones de muertes al
afio en todo el mundo. La mortalidad relacionada con la cirrosis y el carcinoma
hepatocelular representan el 3,5% de todas las muertes a nivel mundial, siendo la
undécima causa mas comun de muerte, mientras que el trasplante de higado es el

segundo trasplante de érganos sélidos mas comun?.

Las principales causas de la enfermedad hepatica avanzada son el consumo de alcohol,
la infeccidn por hepatitis virales (VHB y sobre todo VHC) y la enfermedad hepatica grasa
no alcohdlica (NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease) asociada al sindrome metabdlico
y a la obesidad, recientemente denominada enfermedad hepatica grasa metabdlica
(MAFLD, metabolic associated fatty liver disease)®. Otras etiologias menos frecuentes,

son los distintos tipos de colangitis y la hepatitis autoinmune®.

En aquellos paises donde el acceso a los recursos sanitarios es limitado, la hepatitis viral
seguird teniendo una gran importancia. Sin embargo, en paises desarrollados, se estima
que la vacunacion y el desarrollo de nuevos medicamentos reduciran la carga de las
hepatitis virales. Estos avances junto con la gran epidemia de obesidad que afecta hoy
en dia de forma global, conducen a pensar que la MAFLD se convertird cada vez mas en

la principal causa de enfermedad hepética crénica®.
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1.1.1. Enfermedad hepdtica grasa no alcohélica (MAFLD)

La MAFLD es una de las enfermedades hepaticas mds prevalentes en todo el mundo, y
una causa cada vez mas frecuente de cirrosis. Representa la manifestacidon hepatica del
sindrome metabdlico, ya que cominmente se asocia con comorbilidades metabdlicas

como la obesidad, la resistencia a insulina, la dislipidemia y la hipertensidn arterial®.
1.1.1.1. Prevalencia y epidemiologia

La prevalencia de MAFLD esta aumentando a nivel mundial paralelamente al aumento
de obesidad. La causa fundamental de la obesidad y sobrepeso es el desequilibrio
energético entre las calorias consumidas y las calorias gastadas. El aumento en el
consumo caldrico diario junto con la disminucién de la actividad fisica debido al

sedentarismo explica la epidemia mundial de obesidad que se estd dando actualmente®.

Como consecuencia de la propagacion pandémica de la obesidad, la MAFLD es una de
las causas mas importantes de enfermedad hepatica en todo el mundo. Concretamente,
se estima que el 25% de la poblacién presenta MAFLD lo que supone una presién

creciente sobre los sistemas sanitarios’.

Sin embargo, el higado graso también se puede encontrar en pacientes sin sobrepeso.
Esto puede deberse a trastornos metabdlicos genéticos, como la lipodistrofia, la
hipobetalipoproteinemia o la enfermedad del almacenamiento del glucégeno, entre
otros. También se conocen casos en los que personas con un indice de masa corporal
normal tienen anomalias metabdlicas similares a la obesidad. Este subconjunto de
pacientes muestra perfiles metabdlicos caracteristicos de la obesidad como la

resistencia a la insulina y la dislipidemia aterogénica®®.

A pesar de que los pacientes con esteatosis simple tienen una progresién histoldgica
muy lenta, un subgrupo de estos puede desarrollar NASH, un tipo mas progresivo de
enfermedad hepatica grasa, asociada a la aparicion de inflamacién y dafo
hepatocelular®®. La prevalencia general de NASH en la poblacién adulta es del 3-5%, con

una distribucién heterogénea en relacion a la etnicidad, edad y sexo!!. El NASH
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predispone a los pacientes a desarrollar complicaciones relacionadas con el higado, y es
hoy en dia, una de las principales causas de cirrosis y, por lo tanto, una de las

indicaciones de trasplante hepatico mas comun®.
1.1.1.2. Fisiopatologia y progresion

La MAFLD se define por una excesiva acumulacion de lipidos en los hepatocitos,
principalmente triglicéridos, que excede el 5% del peso del higado, conocida como

esteatosis hepdtica, en ausencia de cualquier otra etiologia de enfermedad hepatica’.

Engloba un espectro de lesiones que van desde la esteatosis hepatica simple hasta la
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH, non-alcoholic steatohepatitis) con inflamacién y
dafio hepdtico, combinados o no con fibrosis, que progresa a cirrosis y eventualmente

a carcinoma hepatocelular'? (Figura 1).

Higado normal Esteatosis Esteatohepatitis no  Cirrosis hepatica Carcinoma
hepatica simple alcohélica (NASH) hepatocelular

Figura 1. Espectro de lesiones de la MAFLD. Adaptado de Bessone F et al., 2019°.

El mecanismo subyacente para el desarrollo y progresién de la MAFLD es complejo y
multifactorial, incluyendo factores genéticos, nutricionales y de estilo de vida. Ademas,
su fisiopatologia comprende multiples componentes como la disfuncion del tejido
adiposo, la resistencia a insulina y la alteracién de la microbiota intestinal®®. La
esteatosis hepatica simple parece ser una manifestacion relativamente benigna de la
acumulacién de triglicéridos hepaticos. Sin embargo, la desregulacion del metabolismo
lipidico promueve la lipotoxicidad, la disfuncién mitocondrial con estrés oxidativo y el
estrés del reticulo endoplasmatico. Todos estos factores afectan el contenido de grasa

de los hepatocitos y el entorno inflamatorio del higado, lo que conduce a un estado de
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inflamacién hepatica crdnica que predispone al desarrollo de NASH y su progresiéon a

fibrosis y cirrosis#*,

El mecanismo subyacente para el desarrollo y la progresion de MAFLD es complejo y
multifactorial. Se han formulado diferentes teorias, que inicialmente condujeron a la
hipétesis de los “dos impactos". De acuerdo con esta teoria, la acumulacidn hepatica de
lipidos secundaria al estilo de vida sedentario, la dieta rica en grasas, la obesidad y la
resistencia a la insulina, actla como primer impacto, sensibilizando el higado, donde un

segundo impacto activa las cascadas inflamatorias y la fibrogénesis®®.

Sin embargo, es evidente que este punto de vista es demasiado simplista para
recapitular la complejidad de la MAFLD humana, donde actlan sinérgicamente
multiples factores paralelos, en individuos genéticamente predispuestos. En
consecuencia, la hipdtesis de “multiples impactos” ha sustituido la hipotesis de “dos

impactos” para comprender la progresién de la MAFLD* (Figura 2).

Disfuncién — :
deltejido — ’2.‘3!,"::2:;2“ «——  Alteracién del MICROBIOTA
adigoso proinflamatorias mm‘a_ INTESTINAL
intestinal
/ ! Dieta
RESISTENCIA  Lipdlisis

A INSULINA

ey

ipogénesis _,  AGLE Triglicéridos T

de novo |
LIPOTOXICIDAD l
} Esteatosis
Disfuncion ’
. . Estrés del RE
mitocondrial

}

Estrés oxidatico UPR

I

Inflamacion

PAPMs

Apoptosis

Figura 2. Teoria de “multiples impactos” para la progresion de la MAFLD. AGL, dcidos grasos
libres; UPR, unfolded protein response; PAMPs, pathogen-associated molecular patterns.

Adaptado de Buzzetti E et al., Metabolism 2016,
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Resistencia a insulina

En condiciones fisiolégicas la unién de la insulina a su receptor inhibe la produccién
hepatica de glucosa (gluconeogénesis) y estimula su absorciéon y consumo. Ademas,
durante el estado postprandial promueve la lipogénesis de novo e inhibe la lipdlisis en

el tejido adiposo?’.

Una dieta no saludable, junto con un estilo de vida sedentario, conducen al desarrollo
de resistencia a insulina. En estas condiciones, disminuye la captacién de glucosa por
parte del musculo esquelético y del tejido adiposo. La resistencia a insulina también
promueve la disfuncion del tejido adiposo con la consiguiente alteracién de la

produccién y secrecién de adipoquinas y citoquinas proinflamatorias®®.

Ademas, en el tejido adiposo, el efecto reducido de la insulina inhibiendo la lipdlisis,
resulta en un mayor aporte de acidos grasos libres (AGL) al higado y por lo tanto en el
desarrollo de esteatosis hepéatica’®. Esta acumulacién de AGL en el higado provoca
resistencia a insulina hepatica, caracterizada por un incremento de la lipogénesis de
novo y la falta de supresién de la produccién enddgena de glucosa, es decir, a la
disminucién en la sintesis de glucégeno y aumento de gluconeogénesis. El aumento de
la glucosa circulante y de los AGL aumenta la secrecién de insulina pancreatica

contribuyendo alin mas al estado de hiperinsulinemia®?.,

Por lo tanto, la MAFLD es un proceso dindmico que ocurre entre las alteraciones
metabdlicas periféricas y hepaticas, donde la esteatosis hepatica y la resistencia a

insulina se potencian entre si?°.
Lipotoxicidad

Los hepatocitos con esteatosis reflejan una alteracién de la homeostasis lipidica debida
al exceso de entrada de lipidos al higado. El aumento de la ingesta de grasas, asi como
el aumento de la lipdlisis en el tejido adiposo y de la lipogénesis de novo en el higado,
inducidos estos ultimos por la resistencia a insulina, conducen a un aumento excesivo

de AGL en el higado?!. El exceso de AGL conlleva a su esterificacion para formar
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triglicéridos, que se almacenan como gotitas lipidicas, dando como resultado la

esteatosis hepatica®®.

Una de las principales funciones de los AGL hepaticos es proporcionar energia al higado
a través de su oxidacién, sobre todo mediante la B-oxidacidn en las mitocondrias. Sin
embargo, la sobrecarga de AGL satura la via de la B-oxidacién, produciendo disfuncién

mitocondrial y estrés oxidativo'>*.

La lesiéon mitocondrial que conlleva una menor produccién de energia, junto con el
estrés oxidativo, la acumulacién de AGL y la hiperglucemia, conducen a la acumulacion
de proteinas mal plegadas y al estrés del reticulo endoplasmatico (RE), activando la
llamada "respuesta de proteina desplegada" (UPR, unfolded protein response), que
puede producir una respuesta inflamatoria o incluso en un exceso de estrés, provocar

la muerte celular por apoptosis?.
Microbiota intestinal

La microbiota intestinal tiene importantes efectos metabdlicos sobre la homeostasis
energética en el huésped, de forma que su alteracidn puede afectar el metabolismo de
los lipidos hepaticos y contribuir al desarrollo de la esteatosis'’. La alteracion en la
composicion de la microbiota intestinal (disbiosis) puede ocurrir en respuesta a
modificaciones en la dieta, trastornos de la motilidad gastrointestinal, medicamentos u

otros factores ambientales®*.

Se han descrito dos grupos de individuos que difieren en la riqueza bacteriana intestinal.
Los individuos con baja riqueza bacteriana se caracterizan por una adiposidad general
mas marcada, resistencia a insulina, dislipidemia y un fenotipo inflamatorio mas

pronunciado, en comparacién con los individuos con alta riqueza bacteriana®®.

Por otro lado, el aumento de la permeabilidad de la barrera epitelial intestinal puede
promover la translocacidn de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs,
pathogen-associated molecular patterns) a la circulacion portal, estimulando la

respuesta inflamatoria del higado y perturbando la homeostasis sinusoidal. A su vez, la
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progresion de la MAFLD, asociada a una mayor liberacidn sistémica de citoquinas
proinflamatorias, amplifica el impacto de la disbiosis y deteriora ain mas las uniones

estrechas intestinales creando asi un circulo vicioso?’.

La importancia de estos cambios en la fisiopatologia del eje intestino-higado sigue sin
estar del todo clara, aunque cada vez hay mas pruebas de que la microbiota juega un

papel muy importante en la progresién de la MAFLD%/%°,

1.2. Hipertensién portal

La hipertensidon portal (HP) es responsable de la mayoria de las complicaciones
asociadas a la enfermedad hepatica crdnica avanzada, y por tanto también de la MAFLD
avanzada. Se trata de un sindrome clinico caracterizado por un aumento patoldgico de
la presion del sistema venoso portal, y se define como el aumento del gradiente de
presiéon portal (PP) por encima de 5 mmHg, considerandose clinicamente significativa
por encima de 10 mmHg, ya que es cuando pueden aparecer las complicaciones clinicas
asociadas®. Entre estas complicaciones se encuentran el sangrado de varices eséfago-
gastricas, la ascitis, el sindrome hepatorrenal, la encefalopatia hepatica y el sindrome

hepatopulmonar?..

Cualquier proceso que interfiera en el flujo de la sangre portal puede provocar HP.
Dependiendo de donde tenga lugar el impedimento, la HP se puede clasificar como HP
prehepatica (que involucra la vena esplénica, mesentérica o portal, como en el caso de
la trombosis de la vena porta), HP intrahepatica (enfermedades hepaticas como la
cirrosis) o HP posthepatica (enfermedades que bloquean el flujo venoso posthepatico,

como en el sindrome de Budd-Chiari) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquemadtica de la clasificacién de la hipertension portal (HP). Adaptado

de Buob Jet al., 201132,

Al igual que en el resto de sistemas vasculares, el gradiente de presion a lo largo del
sistema venoso portal es el producto del flujo sanguineo portal y la resistencia vascular

gue se opone al mismo. Por lo tanto, segln la ley de Ohm esta relacién se define como:
AP =(Q xR

Donde AP es el gradiente de presion entre dos puntos, Q es el flujo sanguineo del
sistema venoso portal y R la resistencia del sistema venoso portal. Por lo tanto, los
mecanismos que pueden aumentar la PP pueden deberse a un aumento del flujo

sanguineo portal, de la resistencia vascular hepética o de una combinacién de ambas®3.
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La HP intrahepatica puede producirse por diferentes afecciones del higado, aunque el
90% de los casos es debido a la cirrosis®. En la cirrosis hepatica, el factor principal que
conduce a la HP es un aumento de la resistencia vascular intrahepdtica (IHVR,
intrahepatic vascular resistance). A medida que la enfermedad progresa se produce
ademas, un aumento en el flujo sanguineo esplacnico que conduce a un estado de
circulacién hiperdinamica contribuyendo a mantener y agravar la HP y sus
complicaciones3**, El aumento de IHVR en la cirrosis resulta de la combinacién de
alteraciones estructurales causadas por procesos fibrdticos y alteraciones funcionales

que conducen a la disfuncién endotelial y aumento del tono vascular hepatico3>%,

En el caso de la MAFLD, se ha demostrado que hay un aumento de la PP en ausencia de
fibrosis, lo que indica un defecto en la regulacién endotelial previo a la alteracion de la
arquitectura del higado®3°. Sin embargo, la importancia de estos cambios tempranos
en la biologia sinusoidal y el papel del aumento de la PP en la progresion de la fibrosis

no estan del todo claros aun.

1.3. Circulacidn intrahepatica

El higado es el drgano visceral mas grande del cuerpo y recibe aproximadamente una
cuarta parte del gasto cardiaco. La microcirculacién intrahepatica presenta un doble
suministro de sangre. La mayor parte (70-80%) proviene de la vena porta y corresponde
a sangre venosa que llega del drea esplacnica, a baja presién y muy rica en nutrientes.
El 20-30% restante es sangre oxigenada que llega por la arteria hepatica. Estos vasos se
ramifican repetidamente, hasta confluir en los sinusoides capilares que ocupan el

espacio entre las células parenquimales?.
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La circulacion intrahepatica esta representada con mayor precisién por una estructura
de unidad conocida como el acino hepatico, la unidad funcional mas pequeiia del
higado. Se basa en el suministro de sangre y representa una unidad microcirculatoria.
Cada unidad esta formada por dos triadas portales (formadas por una rama de la arteria
hepatica, una rama de la vena porta hepatica y un conductillo biliar) conectadas con dos
venas centrales adyacentes (Figura 4). Se divide en tres zonas: la zona 1 se encuentra
alrededor de las triadas portales, es decir la zona periportal; la zona 2 es la zona
intermedia; y la zona 3, alrededor de la vena central, es la zona perivenosa o

pericentral®l.

Figura 4. Representacion esquemdtica del acino hepdtico. Cada hexdgono representa un lobulillo
hepdtico. 1, zona 1; 2, zona 2; 3, zona 3; CV, vena central; PT, triada portal. De Kietzmann T,

Redox Biol 2017~

Por lo tanto, la sangre proveniente de la vénula portal terminal alta en nutrientes y de
la arteriola hepatica terminal alta en oxigeno, emergen a lo largo del sinusoide, donde
tiene lugar el suministro de nutrientes y la eliminacién de productos metabdlicos, hasta
llegar a la vena central, que finalmente lleva la sangre a la vena hepatica®®*®. De esta
forma se crea un gradiente de oxigeno de la zona 1 a la zona 3 lo que produce la
zonificacion metabdlica, es decir, la diferenciacion funcional entre las células

dependiendo de su ubicacién. En la zona pericentral, donde la tensidn de oxigeno es
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menor, los hepatocitos presentan mas glucdlisis, mientras que los de la zona periportal

estdn mas dedicados a la gluconeogénesis*>*4,

Ademas de hepatocitos, el sinusoide hepatico esta formado principalmente por tres
tipos de células no parenquimales (Figura 5). Las células endoteliales sinusoidales (LSEC,
liver sinusoidal endotelial cell), las células hepaticas estrelladas (HSC, hepatic stellate
cell) y las células de Kupffer (KC, Kupffer cell). Las KC son los macréfagos residentes del
higado. Las LSEC forman las paredes del lumen de los sinusoides y regulan el tono
vascular. Es importante destacar que entre el revestimiento de las células endoteliales
y la membrana apical de los hepatocitos se encuentra el espacio de Disse, que participa
en el drenaje linfatico y proporciona un nicho de residencia para las HSC. La localizacién

y actividades funcionales de estas células no parenquimales estan también zonadas*!.

Space of Disse

e .
Portal vein e W Central vein

Figura 5. Representacion de la morfologia sinusoidal hepdtica con los diferentes tipos celulares

sinusoidales. De Iwakiri Y et al., J Hepatol 2014%.

Este trabajo de tesis se centra principalmente en el papel indispensable de las LSEC en
la patologia hepatica y su estrecha interaccidn con la HSC, por lo que a continuacién se

explican las caracteristicas de ambos tipos celulares.
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1.3.1. Células del sinusoide hepdtico
Célula endotelial sinusoidal hepdtica

Las células endoteliales sinusoidales del higado (LSEC) recubren los sinusoides hepaticos
y representan aproximadamente un 20% de las células hepaticas, aunque solo el 3% del

volumen total del higado®®.

Al igual que el resto de las células endoteliales de otros drganos, las LSEC son
responsables de mantener el tono vascular, en este caso de los sinusoides hepaticos.
Sin embargo, a pesar de las similitudes generales, las LSEC difieren considerablemente
de otras células endoteliales, siendo altamente especializadas. Tienen una membrana
discontinua que se compone de poros, llamados fenestras, que se agrupan y regulan
dindmicamente para formar las llamadas "sieve plates" (Figura 6). Junto con las
fenestras, las LSEC se caracterizan por la falta de una membrana basal, lo que facilita el
intercambio transvascular de pequefias moléculas entre las células sanguineas y el
espacio de Disse. Las fenestras actlan como un sistema de ultrafiltracion permeable y
selectivo, de forma que su tamafio afecta en la absorcién hepatica de muchos

sustratos*’*,

Las LSEC no solo forman una barrera dentro de los sinusoides hepaticos, sino que tienen
funciones fisioldgicas e inmunoldgicas vitales, que incluyen la homeostasis inmune,
mediante la presentacién de antigenos y reclutamiento de leucocitos. Tienen ademas,
una alta capacidad endocitica, por lo que junto con las KC juegan un papel importante
en la captacion y procesamiento de diferentes moléculas circulantes que incluyen la

eliminacién de patdgenos, coloides y otras macromoléculas®.



Introduccion | 27

Figura 6. Micrografia electrénica de barrido (SEM) del endotelio sinusoidal hepdtico de rata, que
muestra la membrana fenestrada (flechas). Barra de escala, 1um. De Braet F y Wisse E, Comp

Hepatol 2002°°.

La endocitosis por LSEC implica diferentes receptores de endocitosis de alta afinidad, en
los que se incluyen los receptores scavenger (SR), el receptor de acido hialurénico LYVE-

1y el receptor gamma Fcllb2 (CD32b).

Los receptores SR-H (Stabilinl y Stabilin2) son los principales receptores scavenger
presentes en la superficie de las LSEC y median la endocitosis de moléculas
polianidnicas, como lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL) o acetiladas

(acLDL), productos finales de la glicacién y productos de desecho®..

El receptor LYVE-1 (lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1), se encarga de
la absorcidn de 4cido hialurénico y la regulacidn de la adhesién o migraciéon de
leucocitos dentro de la circulacidon linfatica, ya que su expresién esta
predominantemente restringida a células endoteliales linfaticas. Sin embargo, las LSEC

también expresan LYVE-1 constitutivamente*®>2,
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Finalmente, el receptor gamma Fcllb2 (CD32b) es el Unico receptor gamma Fc
expresado por LSEC y media la eliminacién de pequenos complejos inmunes circulantes,
debido a que las LSEC juegan un papel en la inmunidad vascular a través de este

receptor>3,

Por lo tanto, las LSEC necesitan mantener un fenotipo endotelial diferenciado para
poder llevar a cabo todas estas funciones especializadas. Esta diferenciacién que las
distingue del resto de células endoteliales comunes ocurre durante la embriogénesis.
Durante la diferenciacidn del sinusoide hepatico, las LSEC pierden gradualmente los
marcadores celulares de superficie de las células endoteliales comunes, incluida la
molécula de adhesion endotelial de plaquetas-1 (PECAM-1, también llamada CD31),
CD34 y el antigeno 1F10; y adquieren marcadores de células sinusoidales endoteliales
adultas, que incluyen los receptores nombrados hasta ahora (CD32b, Stabilins, LYVE-1y

las fenestras)>® (Figura 7).

Esta diferenciacion de LSEC esta regulada por hepatoblastos, tanto a través de la
liberacion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, vascular endothelial
growth factor), como por interacciones intercelulares directas®*>°. En el higado adulto
a su vez, la liberacidon de VEGF por parte de los hepatocitos y HSC mantiene el fenotipo
diferenciado de las LSEC, junto con el efecto autocrino de la produccién de éxido nitrico

(NO, nitric oxide) por parte de las LSEC®®.

Cuando se produce dafio hepatico, las LSEC pierden este fenotipo caracteristico,
perdiendo la expresién de estos marcadores y volviendo a expresar marcadores de
endotelio comun (Figura 7). También desaparecen las fenestras y se forma la membrana
basal, de forma que deja de ser un endotelio discontinuo. Este proceso conocido como
capilarizacién o desdiferenciacion se acompafia de la pérdida de funciones
caracteristicas de las LSEC, dando lugar a LSEC disfuncionales y a la disfunciéon

endotelial®”°.
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Figura 7. Desarrollo y desdiferenciacién de LSEC. Adaptado de Poisson J et al., J Hepatol 20173,

Célula hepdtica estrellada

Las células hepaticas estrelladas (HSC) se encuentran en el espacio de Disse en contacto
con hepatocitos y LSEC. El numero total de HSC constituye un pequefio porcentaje del
nimero total de células hepaticas (aproximadamente 5-8%), aunque gracias a su
disposicion y extensién espaciales son suficientes para cubrir toda la red

microcirculatoria sinusoidal hepatica®.

En el higado adulto, el rasgo mas caracteristico de estas células es la presencia de gotas
perinucleares citoplasmaticas cargadas con retinol (vitamina A). En condiciones
fisioldgicas, su principal funcidn es regular el metabolismo del retinol y modular el flujo
sanguineo sinusoidal, interaccionando con las LSEC. Estas células se encuentran
alrededor de los vasos sinusoidales y mediante su contraccién regulan la apertura de
estos, para acomodarlos al flujo sanguineo (Figura 8). También estan implicadas en el
crecimiento y actividades metabdlicas de otras células, como la preservacion de la masa
de hepatocitos, ya sea a través de la interaccién directa célula-célula o por la liberacion

de citoquinas y factores de crecimiento®®2,
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Figura 8. Célula hepdtica estrellada rodeando el sinusoide hepdtico. Las extensiones (punta de
flecha) salen desde el cuerpo de la célula (flecha) para rodear el sinusoide. De Wake K y Sato T,

Cell Tissue Res 1993%3,

Las HSC son las encargadas de la homeostasis de la matriz extracelular. Mantienen su
recambio en el espacio de Disse secretando cantidades concretas y limitadas de matriz,

con una estrecha regulacidn de liberaciéon de metaloproteinasas y sus inhibidores®*.

Aunque tengan estas funciones en el higado sano, donde se las conoce en estado
quiescente, frente al dafio hepatico adquieren un fenotipo activado y un rol mucho mas
activo en la fisiopatologia. Las caracteristicas de la activacidon incluyen cambios
morfoldgicos y funcionales, como la pérdida de vitamina A, y la adquisicién de un

fenotipo pro-contréctil (expresién de aSMA) y pro-fibrético (expresidn de coldgeno)s,

Aligual que las LSEC, el fenotipo de las HSC depende de su microambiente. En concreto,
las LSEC son las encargadas de mantener la quiescencia de las HSC mediante la
liberacion de NO y otros mediadores aun no definidos. Sin embargo, las LSEC
capilarizadas, al expresar menor cantidad de NO, pierden esta capacidad de bloquear la

activacion de las HSC, que a su vez contribuyen a la desdiferenciacién de las LSEC**-%,
1.3.2 Regulacion del tono vascular intrahepdtico

El tono vascular intrahepdatico se determina por el balance entre vasoconstrictores y
vasodilatadores que actuan regulando el flujo sanguineo sinusoidal y modulando la

IHVR mediante su accién sobre las células del sinusoide hepatico. Los principales
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vasoconstrictores son la endotelina-1 (ET-1), angiotensina (Ang Il) y el tromboxano A2
(TXA2), mientras que entre los vasodilatadores se encuentran el éxido nitrico (NO), el
monoxido de carbono (CO) y las prostaciclinas (PGI2) entre otros. En condiciones
fisioldgicas estos factores vasoactivos tienen un efecto menor y siempre equilibrado.
Sin embargo, cualquier cambio en este equilibrio afecta a la regulacién del flujo
microvascular intrahepatico, por lo que mantener un balance adecuado es esencial para

su correcta regulacion®’.

Aunque la regulacion del flujo microvascular hepatico es un proceso complejo que
comprende la participaciéon de innumerables moléculas vasomoduladoras, cabe
destacar la relacién intima entre el sistema enzimatico que libera NO vy el sistema de

ET-1.
Oxido nitrico

El 6xido nitrico es una molécula gaseosa encargada de regular el tono vascular, aunque
estd implicado en muchas otras funciones bioldgicas como la inhibicidn de la agregacién

plaquetaria y la modulacidn de la angiogénesis y de la adhesidn leucocitaria®®.

El NO es sintetizado a partir de L-arginina por la enzima éxido nitrico sintetasa (NOS,
nitric oxide synthase), la cual presenta diferentes isoformas: la NOS neuronal (nNOS), la
NOS inducible (iNOS) y la NOS endotelial (eNOS). A nivel hepatico la iINOS y la eNOS son

las que presentan una funcién més relevante®.

La iNOS es expresada por varias células sinusoidales, y es inducida bajo condiciones
patoldgicas, a través de citoquinas proinflamatorias y endotoxinas. Por otro lado, la
eNOS es expresada constitutivamente por las LSEC y produce NO en respuesta a
estimulos como el estrés de rozamiento del flujo sanguineo (shear stress), el VEGF,
insulina o agonistas de receptores acoplados a proteina G (GPCR, G protein-coupled
receptor). De este modo, laeNOS mantiene la homeostasis del higado y el tono vascular

sinusoidal’. La produccidn de NO por parte de las LSEC, es también indispensable para
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mantener el fenotipo quiescente de las HSC, asi como de forma autocrina, mantener las

fenestras y el fenotipo diferenciado de las LSEC>%7%,

La actividad de la enzima eNOS puede regularse a través de diferentes mecanismos,
aunque su fosforilacion mediada por la proteina quinasa B (Akt) juega un papel muy
importante en su activacion. Las LSEC expresan grandes cantidades de eNOS, pero
liberan NO en pequeiia cantidad. Tras las diversas formas de estimulo comentadas, la
Akt es activada mediante su fosforilacidon por un mecanismo fosfatidilinositol-3-quinasa
(PI3K) dependiente, y puede fosforilar directamente la eNOQOS, activandola, lo que

conduce al aumento de produccién de NO72,

El mecanismo de accion por el cual el NO regula el tono vascular se muestra en la Figura
9. El NO derivado de la eNOS en las LSEC difunde a las HSC modulando su contraccion
mediante la activacidn de la guanilato ciclasa soluble (sGC), enzima responsable de la
conversion de guanosina trifosfato (GTP) en guanosina monofosfato ciclica (cGMP). La
cGMP conduce a la activacidn de la proteina quinasa dependiente de cGMP o proteina
quinasa G (PKG) que lleva a la reduccidon de Ca** intracelular, produciendo la relajacién
de la célula’®"4, Por lo tanto, la produccidon de NO por parte de las LSEC es esencial en el

mantenimiento del tono vascular adecuado en el sinusoide hepatico.
Endotelina

La familia de las endotelinas (ET) estd formada por tres péptidos de 21 aminoacidos
conocidos como ET-1, ET-2 y ET-3, cuya sintesis puede controlarse a nivel transcripcional
y/o postranscripcional”™. La pre-pro ET-1, el precursor candnico es inducido por
estimulos extracelulares (shear stress), hormonas vasopresoras (vasopresina), insulina
y citoquinas (interleuquina-1). Esta es escindida por enzimas similares a la furina a
productos intermedios denominados Big ET-1, que tienen poco o ningun efecto
bioldgico. El Big ET-1 se corta por enzimas especificas de conversién de endotelina (ECE),
para producir la endotelina bioldgicamente activa. Por lo tanto, los niveles de ET se

controlan a nivel transcripcional, asi como por las ECE’®,
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Estos péptidos se encuentran entre los vasoconstrictores mas potentes y se unen a 2
receptores acoplados a proteina G (GPCR), denominados receptor de endotelina A
(ETRA) y receptor de endotelina B (ETRB), siendo la afinidad del ETRA por la ET-1 mucho
mayor que por la ET-2 y ET-3, aunque el ETRB tiene la misma afinidad por todos los
subtipos de ET”’. El ETRA se expresa predominantemente en células vasculares del
musculo liso, mientras que el ETRB esta ampliamente distribuido. De forma paralela al
sistema vascular general, en la microcirculacién intrahepatica, el ETRB es expresado por
varias células sinusoidales, incluidas las LSEC y las HSC, y el ETRA se encuentra

Unicamente en las HSC?®.

Tipicamente, la ET-1 es producida por las LSEC y ejerce un efecto constrictor de forma
paracrina sobre las HSC adyacentes mediante su unién a los ERTA y ETRB. Sin embargo,
la unidn de la ET-1 al ETRB en las LSEC estimula la actividad eNOS vy la liberacién de NO,
con la consiguiente relajacién de las HSC. Por lo tanto, la produccién y liberaciéon de
ET-1, produce una vasoconstriccién del sinusoide mediante la contraccion de las HSC,

pero lleva consigo una regulacién autocrina induciendo también vasodilatacion.

Los mecanismos de los efectos contrapuestos de la ET-1, sobre las diferentes células
sinusoidales se ilustran en la Figura 9. En la HSC, al unirse a sus receptores afines, la ET-
1 conduce a la activacién de la fosfolipasa C (PLC), que produce la escisién de la
fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato (PIP2) y la posterior liberacidn de segundos mensajeros,
inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). La IP3 estimula la liberacién de Ca?*
desde el reticulo endopldsmico, lo que produce un rapido incremento de Ca?
intracelular, que conduce a la activacion de la quinasa de la cadena ligera de miosina
(MLCK, myosin light-chain kinase), que a su vez estimula la contraccién de la célula’®®°,
El DAG activa la proteina quinasa C (PKC). La activacién de PKC en el musculo liso
produce una respuesta contractil lenta y sostenida, que implica la fosforilacion de

filamentos intermedios (desmina, sinemina, etc.)®. Sin embargo, el papel de la PKC en

la contraccion de HSC ha sido poco estudiado.
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Figura 9. Mecanismos intracelulares de regulacidon del tono vascular intrahepdtico. Adaptado de

Iwakiri Y et al. J Hepatol 2014%.

En contrapartida, la ET-1 estimula la produccion de NO en las LSEC mediante la
activacion de la eNOS. Esto ocurre a través del ETRB, que activa la via P13-K/Akt, que a
su vez estimula la fosforilacién de eNOS, generando NO que difunde a las HSC®,
Ademas, se ha demostrado que el NO inhibe la produccién de ET-1 por parte de las
células endoteliales®. Por lo tanto, en situaciones fisiolégicas, tras un aumento de
produccién de ET-1, se produce un aumento de produccion de NO y bloqueo de la

expresion de mas ET-1.
1.3.3. Disfuncion endotelial

La disfuncion endotelial se define como la incapacidad del endotelio para producir
vasodilatacidon en respuesta a un aumento del flujo. El aumento de la IHVR se puede
deber tanto a factores estructurales (fibrosis, remodelacién vascular, etc.) como a
dindmicos. El deterioro de la funciéon vasodilatadora dependiente del endotelio
sinusoidal es el responsable del componente dindmico en el aumento de la IHVR en las

enfermedades hepaticas créonicas®®
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La disfuncion endotelial es el resultado del cambio funcional y estructural que
experimentan las células sinusoidales. Las LSEC son la primera linea de defensa que
protegen al higado de diferentes lesiones, por lo que es probable que sean las primeras
en volverse disfuncionales, aumentando la produccién de vasoconstrictores y

reduciendo la de vasodilatadores®*.

La disminucion de la biodisponibiladad de NO es debido al aumento de su interaccidn
con radicales libres®>®¢, pero también a un déficit de produccién por parte de la eNOS,
en consecuencia a una reduccion de su actividad, sin cambios en los niveles basales de
su expresion. La actividad de eNOS se puede ver afectada por una mayor asociacion con
inhibidores como la caveolina-1¥ o la dimetilarginina asimétrica (ADMA,
symmetric dimethylarginine)®, una fosforilacién reducida por alteraciones en la via de
Akt® y un aumento de la expresion de la GPCR quinasa 2 (GRK2), que bloquea la

activacion de eNOS mediada por ET-1, y por lo tanto su regulacidn auto restrictiva®®

(Figura 10).
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Figura 10. Mecanismos intracelulares de disfuncion endotelial. Adaptado de Iwakiri Y et al. J

Hepatol 2014%.
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Otro punto importante es que el NO es responsable del mantenimiento de la
quiescencia de las HSC, ya que la exposicién reducida de las HSC al NO, debido a LSEC
disfuncionales facilita su activacién®. Ademas, las HSC activadas, ejercen una respuesta
disminuida a NO debido a defectos en la ruta de sefializacidon sGC/cGMP?®L. Las HSC
activadas exhiben un fenotipo contractil aumentado, donde el grado de aumento de la
contractilidad parece ser proporcional a la expresidn de la proteina contractil esencial,
la a-actina del musculo liso (aSMA, alpha smooth muscle actin)®2. Ademas, en el higado
dafiado, los receptores de ET-1 se encuentran positivamente regulados,
particularmente en las HSC®%.. La menor respuesta a NO, asi como la expresién
aumentada de receptores de ET-1 en las HSC activadas, contribuyen a una mayor

contractilidad.

En la HSC ambos receptores de ET-1 juegan un papel importante en la regulacion de la
contraccion, sin embargo, varias publicaciones demuestran que la ET-1 produce un
efecto divergente a través de los diferentes receptores. La estimulacion de los ETRA con
ET-1 provoca un aumento de crecimiento celular mediada por la activacion de la via
Ras/ERK y la expresion de c-Fos®3. Por el contrario, la activaciéon del ETRB estimula la
produccién de prostaglandinas, lo que se traduce en un aumento de AMPc intracelular,
lo que a su vez reduce la activaciéon de ERK e induce un efecto antiproliferativo®.
Finalmente, algunos estudios sugieren que las vias de sefializacion que regulan la
contraccion de las HSC requieren siempre la activacion de un pequefio nimero de ETRA
y que esta contraccidn, ademas de por el aumento de Ca*? intracelular, también podria

estar parcialmente mediada por la activacién de la Rho-quinasa®(Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la endotelina-1 (ET-1) sobre las células hepdticas estrelladas (HSC): efectos
divergentes a través de diferentes receptores. Adaptado de Pinzani M y Marra F, Semin Liver Dis

2001%.

El desequilibrio entre la hiperreactividad y la sobreproduccién de vasoconstrictores
(principalmente ET-1) y la hipoactividad y la produccién deteriorada de vasodilatadores
(principalmente NO) es responsable del aumento del tono vascular en el espacio

sinusoidal y por lo tanto de la hipertension portal.

1.4. Modelos animales de NASH

La investigacion biomédica a menudo se ve condicionada por la disponibilidad limitada
tanto de tejido sano, como enfermo, lo que hace que los modelos animales sean una
herramienta esencial para el estudio de las enfermedades. Los modelos animales
adecuados pueden ayudarnos a comprender la compleja patogénesis de la MAFLD y a
descubrir nuevas intervenciones para el tratamiento de la enfermedad, asi como a
identificar factores de riesgo de su progresién®. Con este objetivo, se han desarrollado
diversos modelos que reflejan grados variables de similitud con la patologia descrita en
pacientes, tanto desde el punto de vista histolégico, como metabdlico. Sin embargo, no
existe un modelo animal ideal para la MAFLD que refleje todos los aspectos de la
etiopatogenia humana, asi como las caracteristicas histoldgicas tipicas de cada uno de

sus estadios®®.
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Las ratas y los ratones son las especies mas utilizadas como animales experimentales de
la MAFLD. Todos ellos tienen en comun el desarrollo de esteatosis hepdtica, y algunos
son capaces de desarrollar caracteristicas de la esteatohepatitis; pero solo una minoria

progresa a fibrosis®’.

Los modelos desarrollados hasta ahora se pueden clasificar en genéticos y nutricionales.
Las caracteristicas bdsicas de los mas empleados que se describen en el texto se

resumen en la Tabla 1.



Introduccion | 39

Tabla 1. Caracteristicas de los modelos de enfermedad hepdtica grasa metabdlica mds

empleados.

Modelo Obesidad Rl Esteatosis Esteatohepatitis Fibrosis

Modelos genéticos

Ratones ob/ob% Si Si Si No No
(Si, en combinacion con (Cierta resistencia a
dieta grasa) fibrogénesis®1%0)
Ratons db/db98.101 Si Si Si No No
(Si, en combinacion con  (Si, en combinacién con
dieta grasa) dieta grasa®)
Ratas Zucker02,103 Si Si Si No No
(Si, en combinacion con  (Leve fibrosis portal en
dieta grasa) combinacidén con dieta
grasal®)

Modelos nutricionales

Exportacion reducida

de lipidos

MCDD104,105 No No Si Si Si
(Pérdida de peso)

CDD105,106 Si Si Si Si No

(Ligera inflamacion)

Aumento de aporte
de lipidos

Dieta rica en grasas07-110 Si Si Si Si * No

Dieta rica en

Si Si Si No No
colestero|111.112

(Si en combinacién con
dieta grasa)

Dieta rica en

No Si Si Si No
fructosall3.114

(Si, en combinacion
con dieta grasa)

Dieta de cafeteria , , , ,

Si Si Si Si No
(CafD)115,116

HFGFD? Si Si Si Si No

*Las caracteristicas de los modelos con alto contenido en grasa dependen principalmente de la
especie, cepa, cantidad y composicién de grasa, y duracion de la dieta. IR, resistencia a insulina;

MCDD, dieta deficiente en colina y metionina; CDD, dieta deficiente en colina.
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1.4.1. Modelos genéticos

La gran mayoria de los modelos genéticos son aquellos que se desarrollan a partir de
mutaciones en genes involucrados en el comportamiento de alimentacién o en el
metabolismo lipidico. Entre los mas utilizados se encuentran aquellos que presentan
defectos en las vias de sefializacién de la leptina, una hormona peptidica secretada por
el tejido adiposo que promueve la sensacion de saciedad y el gasto energético actuando

sobre el sistema nervioso central'Y’.

Los ratones ob/ob son homocigotos para una mutacion autosdmica recesiva en el gen
de la leptina, mientras que en el caso de los ratones db/db y en el de las ratas Zucker, la
mutacion se encuentra en el gen que codifica para el receptor de la leptina. Estos
modelos desarrollan hiperfagia, obesidad, resistencia a insulina y esteatosis hepdtica,
pero sin signhos de progresién a esteatohepatitis®®1°2, Por lo tanto, se trata de buenos
modelos de MAFLD, pero no de NASH. A pesar de esto, se puede inducir la
esteatohepatitis al administrarles un “segundo impacto” como puede ser una dieta rica

en grasas®.

La leptina es un importante potenciador de la fibrosis hepatica, por lo que se ha llegado
a considerar que los ratones ob/ob son resistentes a la fibrogénesis®. Sin embargo,
algunos estudios defienden que a pesar de que la deficiencia en leptina disminuye la
produccidn de fibrosis, no la inhibe por completo®. No obstante, los ratones db/db y
las ratas Zucker, al tener la leptina intacta, en presencia de este “segundo impacto” son

capaces de generar fibrosis con mas facilidad®®1°3,

La ventaja de estos modelos es que muestran caracteristicas tipicas del sindrome
metabdlico y en combinacion con una dieta hipercalérica pueden servir para estudiar
estadios mas avanzados de la enfermedad. Sin embargo, la deficiencia congénita de
leptina y la resistencia a la leptina causada por mutaciones genéticas en humanos son
extremadamente raras, por lo que, la mayor limitacion de estos modelos es su

incapacidad de reflejar la etiologia humana.
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1.4.2. Modelos nutricionales

Los modelos dietéticos se pueden clasificar de acuerdo con el mecanismo por el cual
inducen la esteatosis. El primer grupo se define por la reduccion de la exportacién o
catabolismo de lipidos en el higado, mientras que el segundo incluye modelos con una

mayor absorcién o sintesis de lipidos!®®,
1.4.2.1. Exportacion reducida de lipidos

La dieta deficiente en colina (CDD) y la dieta deficiente en metionina y colina (MCDD)
son modelos dietéticos muy utilizados para el estudio de MAFLD y NASH. La colina es
una sustancia esencial que participa en muchas reacciones metabdlicas, entre ellas el
transporte de lipidos. En ausencia de colina en la dieta, es posible sintetizarla a partir
de metionina. Sin embargo, la ausencia de ambas perturba la formacién de
fosfatidilcolina, que es esencial para la formacion de VLDL y su secrecion del higado,

dando como resultado esteatosis hepatical®.

Dependiendo de la duracion de la dieta, la MCDD induce esteatosis hepatica,
esteatohepatitis o esteatohepatitis con fibrosis, mientras que la CDD por si sola no
bloquea completamente la excrecién hepatica de VLDL, lo que lleva al desarrollo de
esteatosis con un menor grado de inflamacién y a la ausencia de fibrosis!®*%, Sin
embargo, la esteatosis producida por la CDD se acompafia del desarrollo de obesidad,
dislipidemia y resistencia a insulina, mientras que la MCDD produce pérdida de peso

significativa, caquexia y ausencia de resistencia a insulina?%12,

En resumen, la CDD y la MCDD son dos modelos distintos, ya que difieren no solo en la
histopatologia, sino que también en las caracteristicas metabdlicas. Por lo tanto,
aunque la equivalencia para el resultado de ambas dietas se puede encontrar en la
esteatosis, los resultados de los estudios que usan estas dietas deben compararse con

precaucion®,
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1.4.2.2 Aumento del aporte de lipidos

A diferencia de los modelos animales mostrados hasta ahora, los animales alimentados
con una dieta rica en grasa imitan tanto la histopatologia como los factores patogénicos

maés distintivos del MAFLD: la obesidad y la resistencia a insulina®1%,

El uso de estas dietas es muy popular, comportando que existan muchas variaciones
tanto en su composicién, como en el protocolo experimental del modelo; por lo que los
resultados de diferentes estudios pueden ser inconsistentes®. La mayoria de ellos
coinciden en provocar alteraciones metabdlicas con esteatosis hepdtica, aunque no es
muy frecuente la presencia de inflamacion o fibrosis. Ademas, el grado de esteatosis
hepatica, asi como el desarrollo del resto de caracteristicas del NASH y el sindrome

metabdlico, dependen también de la cepa y sexo del animal'?.

El colesterol en la dieta es un factor de riesgo importante en la progresién de la
esteatosis simple a NASH y su consumo ha sido asociado al desarrollo de cirrosis
hepatical®. Los animales alimentados con Unicamente una dieta rica en colesterol
muestran niveles elevados de insulina en suero, pero solo un ligero aumento del peso
del higado. Sin embargo, cuando se administra una dieta rica en grasa suplementada

con colesterol, las caracteristicas tipicas del NASH son mas pronunciadas!'?*1?,

Estas dietas también pueden suplementarse con fructosa. El consumo de fructosa
estimula la lipogénesis de novo y bloquea la B-oxidacién de los dacidos grasos
contribuyendo asi al desarrollo de la MAFLD!3, Ademas, se ha demostrado que un
exceso de fructosa en la dieta, puede provocar un aumento de la permeabilidad
intestinal, facilitando la endotoxemia, que a su vez exacerba el proceso lipogénico del

higado'?,

Finalmente, la dieta de cafeteria es una dieta combinada especial que refleja con mayor
precisidn la variedad de alimentos poco saludables que se consumen en los paises
occidentales®. Consiste en alimentos apetitosos procesados industrialmente que

contienen altos niveles de grasa, azucar y sal. Por lo tanto, esta dieta proporciona un
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modelo robusto de sindrome metabdélico humano y causa un fenotipo de obesidad
exagerada con intolerancia a la glucosa®*>!1®, El principal inconveniente de este modelo
es la heterogeneidad que se genera entre individuos, ya que cada animal presenta

preferencias propias por un tipo de alimento!?’.
Dieta alta en grasas, alta en glucosa y fructosa (HFGFD)

Aunque no existe un modelo ideal de MAFLD que refleje todos los aspectos clinicos,
histolégicos, etioldgicos y patégenos de la enfermedad humana, los modelos de
sobrenutricién crénica con una progresién espontdnea de esteatosis a esteatohepatitis
son los modelos mas validos, ya que exhiben una interaccion mas compleja entre las
anomalias metabdlicas y la lesion hepdtica. Con el objetivo de desarrollar un modelo
con la etiologia lo mas similar posible a la de los humanos, varios grupos de investigacion

tratan de combinar diferentes factores de riesgo!%114,

En este sentido, nuestro grupo ha desarrollado un modelo de NASH que trata de
comprender todas las variables de la dieta comentadas hasta ahora, es decir, un modelo
alimentado con una dieta hipercaldrica, rica en grasas, suplementada con colesterol y
combinada con una bebida de glucosay fructosa (HFGFD, high fat glucose-fructose diet).
Este modelo desarrolla todas las caracteristicas histologicas de NASH, ademadas de

aspectos del sindrome metabdlico como la obesidad y la resistencia a la insulina®.

Ademas del sindrome metabdlico, la administracion de esta dieta a ratas Sprague
Dawley macho durante 8 semanas, provoca una disminucién de la diversidad de
especies bacterianas en la microbiota, reproduciendo la disbiosis descrita en pacientes

obesos'%.

Por otro lado, el uso de este modelo permite analizar el desarrollo de la HP en el
contexto de la MAFLD. La principal limitacidn del modelo es la ausencia de fibrosis, por
lo que el uso de este modelo se limita al estudio de las etapas mas tempranas de NASH.

Sin embargo, lo que por una parte puede ser un limitante del modelo, por otra,
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constituye una ventaja, ya que permite estudiar el componente funcional del aumento

de la PP, sin que haya interferencias por el componente estructural.
1.5 Opciones terapéuticas en NASH

Los datos epidemioldgicos sugieren la existencia de una estrecha relacién entre un estilo
de vida poco saludable y la MAFLD, lo cual conduce a que la primera indicacién en estos
pacientes sea la modificacion del estilo de vida, donde el principal objetivo es la pérdida
de peso, a través de una dieta restringida en calorias y una mayor actividad fisica’?®. Una
ligera reduccion del peso puede ayudar a reducir la esteatosis hepatica y mejorar la
resistencia a insulina®®. Sin embargo, es necesaria una reduccién mayor, de alrededor
de un 10% del peso corporal, para mejorar el resto de aspectos histopatoldgicos de

181132 Desafortunadamente, el mayor

NASH como la inflamacién y la fibrosis
inconveniente de esta intervencion es que solo un pequefio porcentaje de los pacientes
consigue reducir su peso. Ademas, los datos que evallan su eficacia a largo plazo son

muy limitados por lo que son necesarias nuevas estrategias terapéuticas.

También hay estudios que indican que la microbiota intestinal juega un papel
importante en la resistencia a insulina y la MAFLD. La integridad de la barrera intestino-
higado es un factor clave en la patogénesis de MAFLD y NASH ya que las bacterias y sus
productos pueden escapar a la circulacion sistémica causando una respuesta
inflamatoria masiva del higado***3*, En este sentido, un estudio realizado por nuestro
grupo demostré que el trasplante de una microbiota intestinal sana consigue recuperar
la sensibilidad intrahepdtica a insulina en ratas con NASH?. Siguiendo esta linea,
estudios con probidticos sugieren una mejora de la inflamacién y sensibilidad a insulina,
aunque se necesitan mas estudios que evallen su seguridad, dosis y beneficios para el

tratamiento de la MAFLD®3>136,

Hoy en dia no disponemos de ningtin farmaco evaluado y autorizado para el tratamiento

de NASH por parte de las agencias reguladoras'®®’. Por ello, para el manejo de la
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enfermedad se recomienda el tratamiento de las comorbilidades, tales como la

resistencia a insulina y la dislipidemia.

Se han llevado a cabo diferentes estudios con farmacos sensibilizantes a la insulina. La
metformina es un fdrmaco antidiabético que ha mostrado mejorar las
aminotransferasas en suero®. Sin embargo, no mejora la histologia hepética por lo que
no se recomienda en el tratamiento de NASH!*. E| tratamiento con pioglitazona, en
cambio, que pertenece al grupo de las tiazolindionas, mejora ademas de la sensibilidad
a insulina, las aminotransferasas, la esteatosis, la inflamacidn y la balonizaciéon*. En
este caso son los efectos secundarios, como el aumento de peso y de fracturas dseas en

el caso de las mujeres, los que limitan su uso para el tratamiento de NASH#%142,

Por otro lado, también se ha estudiado el efecto de la vitamina E, un potente
antioxidante liposoluble. Varios ensayos clinicos han demostrado que el tratamiento
con esta vitamina mejora la histologia del NASH%43, En |o que respecta a la seguridad,
el uso de dosis altas se ha relacionado con una mayor mortalidad, aunque los datos al

respecto son contradictorios*14,

Es importante destacar que, en el tratamiento de la enfermedad hepatica crénica, ya
sea por higado graso o por cualquier otra etiologia, el principal objetivo es prevenir las
complicaciones asociadas a la HP, como el sangrado de varices, la ascitis y la
encefalopatia hepatica. Las opciones farmacéuticas actuales para el tratamiento de la
HP, incluyen el uso de B-bloqueantes no selectivos, y otros farmacos vasoconstrictores
esplacnicos como la vasopresina, octredtido y somatostatina que han demostrado
disminuir la PP, mediante la correccién del aumento del PBF3>146147 Sin embargo, la
mayoria de farmacos candidatos a reducir la IHVR se encuentran aln en fases preclinicas
y solo tenemos evidencia experimental de sus efectos reductores sobre la PP1*8, Desde
el punto de vista de la MAFLD no cirrdtica, las intervenciones que se dirigen a los
componentes reversibles de la IHVR, como la disfuncidon endotelial y la circulacién

sinusoidal alterada pueden ser de particular interés.
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1.5.1. Estatinas

Las estatinas son farmacos inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutarilcoenzima A (HMG-
CoA) reductasa, la enzima limitante de la sintesis de colesterol, por lo que se utilizan
para tratar la hipercolesterolemia. Por otro lado, el mevalonato, el producto de la
reaccién de la HMG-CoA reductasa, es el precursor no solo del colesterol, sino también
de muchos otros compuestos isoprenoides, por lo que la inhibicién de esta enzima clave
presenta también efectos pleiotrépicos'®. Los isoprenoides son necesarios para la
isoprenilacidon postranscripcional de pequefias proteinas GTPasas, como la Ras, Rac y
Rho. Esta union de isoprenoides les sirve como unién lipofilica para anclarse a la
membrana celular donde seran activadas mediante GTP, para la transduccidn de sefiales
involucradas en la proliferacién celular, organizacion del citoesqueleto y activacion de
factores de transcripcién, que modulan tanto la funcidon endotelial (regulando la
produccién de NO y ET-1), como la sintesis de especies reactivas de oxigeno vy la
expresiéon de factores inflamatorios®®*! (Figura 12). Por lo tanto, los efectos
pleiotrépicos de las estatinas se deben a la inhibicidon de estas proteinas GTPasas que
incluyen acciones antiinflamatorias y antioxidantes y una mejora en la funcién
endotelial®2.

Acetyl CoA + Acetoacetyl CoA

Hydroxymethylglutaryl-CoA Reductase
(HMG-CoA)

Mevalonate
HMG-CoA] :
Geranyl PP _ prenyl oviossl
" Small GTPases
Farnesyl PP
GTP
/ \‘ Trshengtion Actin
Squalene Geranylgeranyl-PP factor activation Cellular cytoskeleton

proliferation

Cholesterol

Figura 12. Efecto de las estatinas sobre la via de biosintesis de colesterol e isoprenoides.
Adaptado de Beckan JA et al., Trends Cardiovasc Med 2006 y Sawada N et al., Antioxid Redox
Signal 201431133,
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Los mecanismos implicados en los efectos beneficiosos intrahepaticos de las estatinas
subyacen a la inhibicion de RhoA y, en consecuencia, a la de Rho-quinasa (ROCK), lo que
resulta en vasorelajacion. En el caso de las LSEC, la inhibicidn de esta via aumenta la
actividad de la eNOS, mediante su fosforilacion por parte de la Akt, incrementando asi
la biodisponibilidad de NO***15>, EI NO derivado de la LSEC difunde a las HSC adyacentes
y activa la via cGMP/PKG. La estimulacién de esta, provoca la relajacion de las HSC
inhibiendo la ruta RhoA/ROCK, lo que también provoca la inhibicién de la proliferacion,
la migracién y la expresion de genes profibréticos por parte de estas células'>**>8, Por
otro lado, las estatinas también inhiben esta misma via RhoA/ROCK de forma directa en
las HSC activadas. Por lo tanto, las estatinas previenen la activacién de cascadas de
contraccion, mediante la inhibicion de RhoA, de forma independiente al NO y
simultdaneamente aumentando la produccién de NO por parte de las LSEC*’. Por otro
lado, se ha demostrado que las estatinas aumentan la expresién hepatica del factor de
transcripcién Krippel-like factor 2 (KLF2) que confiere vasoproteccion endotelial

hepatica, en respuesta al estrés por rozamiento®® (Figura 13).

eNOS +— AKT —— LSEC

+ t 1
NO KLEZ /
Statins

NO

sGC —> c¢cGMP — PKG

i

‘ Cell contraction

Figura 13. Mecanismo molecular de los efectos de las estatinas en las células endoteliales
sinusoidales (LSEC) y células hepdticas estrelladas (HSC) que afectan al control de la presion

portal.
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Asimismo, y dado que el mantenimiento del fenotipo diferenciado de las LSEC requiere
la produccién autocrina de NO, las estatinas podrian contribuir al restablecimiento del

fenotipo funcional de las LSEC.

La eficacia de las estatinas se ha estudiado en diferentes modelos de ratas

157,159160 161,162
’

cirréticas e incluso en pacientes cirréticos , Y en todos ellos han

demostrado ser eficaces a la hora de reducir la IHVR.

A pesar de que el tratamiento con estatinas puede producir un aumento de las
aminotransferasas, se consideran generalmente seguras, ya que la presencia de
enfermedad hepatica no aumenta el riesgo de hepatotoxicidad por estatinas, e incluso
algunos estudios han demostrado que pueden mejorar la funcién hepétical®316>,
Estudios preliminares han demostrado que las estatinas posiblemente puedan mejorar
la histologia hepatica en pacientes con MAFLD; sin embargo, se deben realizar mas

estudios para evaluar los efectos a largo plazo de las estatinas en la histologia

hepétical®®1%7,
1.5.2. Antagonistas de los receptores de endotelina

Los antagonistas de los receptores de endotelina (ERAs) son moléculas que compiten
por la unidn del receptor de ET-1. Se denominan selectivos o no-selectivos dependiendo
de su capacidad para unirse al ETRA, al ETRB o a ambos. Los ERAs han sido estudiados
ampliamente para el estudio de diferentes enfermedades. Por ejemplo, el bosentan, un
ERA no selectivo, se emplea en el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar vy la
esclerodermia®%, E| ambrisentan es un ERA selectivo del ETRA que en los ultimos
afios también ha sido indicado para el tratamiento de la hipertensidon arterial

pulmonart’,

Varios estudios han demostrado la capacidad de estos farmacos para modular la
hemodinamica hepatica. Aunque existe cierta discordancia entre los resultados, estos
estudios sugieren que los ERAs pueden ser eficaces a la hora de atenuar la HP, y mas en

concreto, que el antagonismo del ETRA puede ser suficiente para conseguir una
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reduccion significativa de la PP. Es importante tener en cuenta que quizds, la
discrepancia entre estudios radica en los diferentes modelos, dosis o vias de
administraciéon empleados, pero que también pueden existir diferencias en las
densidades y relaciones de los receptores de ET-1 en los diferentes modelos y en

diferentes momentos de la enfermedad®®’*,

Si bien la evidencia preclinica sugiere un papel para la ET-1y los ERA en la hipertension
portal, los escasos y equivocos datos resaltan la necesidad de realizar nuevos estudios.
Por otro lado, a pesar de que se desconocen los efectos que estos farmacos puedan

tener sobre NASH, podrian ser tiles a la hora de mejorar la circulacidn intrahepatica.
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2. Hipétesis y Objetivos

A dia de hoy, no existe ningln tratamiento farmacoldgico indicado para MAFLD, ya que
la mayoria de farmacos candidatos para el control de la HP aln se encuentran en fase
de investigacidn y solo se tiene evidencia experimental de sus efectos reductores sobre
la PP10137.148 Desde el punto de vista de la MAFLD no cirrética, las intervenciones que
se dirijan a los componentes reversibles de la disfuncion endotelial y a la alteracién de

la circulacién sinusoidal pueden ser de gran interés.

En este contexto, el objetivo general de esta tesis doctoral es evaluar nuevas estrategias
terapéuticas que puedan reestablecer el tono vascular intrahepatico y mejorar la HP en
el marco de NASH, caracterizando los mecanismos implicados en la desdiferenciacién

de las LSEC.
Estudio 1

La disfuncién de las LSEC se ha asociado con estadios tempranos de enfermedades
hepaticas, contribuyendo al desarrollo de la HP, ya que juegan un papel muy importante
a la hora de regular el tono vascular intrahepatico. Sin embargo, este proceso de
desdiferenciacién no ha sido estudiado en profundidad en la etiologia de NASH. Se ha
demostrado que las estatinas, gracias a sus efectos pleiotrdpicos, son capaces de
mejorar la funcidon endotelial, aumentando la disponibilidad de NO*”!*°, Dado que el
mantenimiento del fenotipo especializado de las LSEC requiere de la produccién
autocrina de NO®5, la hipétesis del estudio fue que el tratamiento con estatinas podria

revertir la desdiferenciacién de las LSEC y asi mejorar la progresién de la HP en NASH.
Objetivos:

e Caracterizar la desdiferenciacidn de las LSEC y su contribuciéon a la HP en NASH.
e Estudiar el papel de las LSEC desdiferenciadas en la patologia de NASH.
e Evaluar la utilidad de las estatinas para reestablecer el fenotipo funcional de las

LSEC en NASH.
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Estudio 2

Las primeras etapas de NASH se asocian con disfuncién endotelial y un aumento de la
resistencia vascular intrahepatica. La disfuncién de las LSEC se caracteriza no solo por la
disminucién de la capacidad de producir vasodilatadores, sino por el aumento de
produccién de potentes vasoconstrictores, como la ET-1, que actia promoviendo la
contraccién de las HSC®. El ambrisentan es un antagonista selectivo del receptor de
endotelina A (ETRA) aprobado para el tratamiento de pacientes con hipertension

arterial pulmonar?”, aunque sus efectos sobre NASH son auin desconocidos.

La hipdtesis de este estudio fue que la combinacion del aumento de NO inducido por
estatinas, con la inhibicidn de la contraccion de las HSC inducido por el ambrisentan,

podria producir un efecto sinérgico sobre la reduccion de la IHVR y asi mejorar la HP.
Objetivos:

e Estudiar el efecto del ambrisentan en la fisiopatologia de NASH.

e Analizar el efecto combinado de la atorvastatina y el ambrisentan en NASH.

e Evaluar la capacidad de la atorvastatina y el ambrisentan, individualmente o en
combinacion, de revertir el fenotipo sinusoidal contrdctil, analizando los

mecanismos moleculares sobre las LSEC y las HSC.
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3. Materiales y Métodos
3.1. Técnicas de experimentacion animal

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Etico de
Experimentacién Animal (CEEA) del Instituto de Investigacién del Vall d’"Hebron (VHIR,
Barcelona) y autorizados por el Departament d’Agricultura, Ramaderia i Pesca de la
Generalitat con el niUmero de autorizaciéon 9481. Los procedimientos se desarrollaron
en las instalaciones del Vall d’Hebron Institut de Recerca (VHIR) de acuerdo con la

normativa europea (EC Directive 86/609/EEC for animal experiments).
3.1.1. Modelo de dieta NASH

El modelo experimental se desarrollé con ratas macho de la cepa Sprague-Dawley
Oncins France Strain A (OFA) (Charles River Laboratories, Francia) de 200-220 g al inicio
de cada protocolo realizado. Los animales fueron alojados en jaulas en condiciones de
estabulacién estandar, con temperatura constante de 2212 °C, humedad del 50% vy

ciclos de luz/oscuridad de 12/12 h.

Los animales fueron alimentados ad libitum durante 8 semanas con dieta hipercalérica
(HFGFD, high fat glucose-fructose diet) con un aporte caldrico de 5,73 kcal/g, compuesta
por un 30% de grasa (mantequilla, aceite de coco, aceite de palma, sebo de vacuno) con
acidos grasos principalmente saturados y suplementada con colesterol (1 g/Kg) (Ssniff
Spezialdiaten GmbH, Soest, Alemania), combinada con una bebida de glucosa-fructosa
(42 g/L, 45% glucosa y 55% de fructosa) (PanReac AppliChem, Darmstadt, Alemania) que
aporta 157,72 kcal/L. Los animales del grupo control fueron alimentados con dieta
estandar (CD, control diet) con un aporte calérico de 3,43 kcal/g que contiene un 4,8%

de grasa (Safe-150, SAFE, Augy, Francia) y agua.

El peso fue evaluado una vez por semana hasta la finalizacion del procedimiento, asi

como la ingesta de comida y bebida.
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3.1.2 Administracion del farmaco

En ambos estudios las ratas fueron aleatoriamente asignadas a cada grupo de
tratamiento. Al cabo de las 8 semanas de dieta, se administré diariamente y de forma
oral con sonda gavage el farmaco o vehiculo correspondiente segun el grupo
experimental durante 2 semanas. Las dosis administradas a cada grupo se representan

en la Tabla 2.

Tabla 2. Dosis de farmacos.

Grupo Farmaco y dosis
HFGFD-Sim Simvastatina 10 mg/kg/dia
HFGFD-Ato/HFGFD-At Atorvastatina 10 mg/kg/dia
HFGFD-Am" Ambrisentan 30 mg/kg/dia

. Atorvastatina 10 mg/ml/dia
HFGFD-AtAm" ,
m Ambrisentan 30 mg/kg/dia

HFGFD-Am' Ambrisentan 2 mg/kg/dia

Atorvastatina 10 mg/kg/dia

HFGFD-AtAm'" ,
m Ambrisentan 2 mg/kg/dia

Simvastatina (Ratiopharm, Ulm, Alemania), Atorvastatina (Prevencor®, Pfizer, NY, USA),
Ambrisentan (GlaxoSmithKline, Brentford, UK).
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El disefio experimental de ambos estudios se representa en la figura 14.

Estudio 1

8 semanas de dieta
LA 6 D) R
+ HFGFD 4

'.  2semanas de tratamiento . P
> Estudio hemodinamico

. thlcukt’ : *+  Andlisis BQ en suero
o Ofvai at'ma * Andlisis histolégico
Imvastatina * Analisis WB higado total

. . FACS
Aislamiento de LSEC —— Andlisis gPCR

Aislamiento de HSC
* Andlisis WB
* Cuantificacién de Vitamina A

Estudio 2

8 semanas de dieta
« CD
* HFGFD

2 semanas de tratamiento . .
Estudio hemodinamico

v

* Vehiculo X * Andlisis BQ en suero
* Atorvastatina « Andlisis histolégico
* Ambrisentan * Analisis WB higado total
¢ At+Am
Aislamiento de LSEC
* Analisis WB

. X Incubacién 24h
Aislamiento de HSC —————— Analisis de contraccién

« Andlisis gPCR f"E'}t_;";OJM

Figura 14. Diagrama de disefio de los estudios. Cada estudio comprendid tres grupos de ratas. El
primer grupo se dedicé al estudio hemodindmico, bioquimico e histolégico, ademds del andlisis
de muestras de higado completo. El sequndo grupo se empled para el aislamiento de células
endoteliales sinusoidales hepdticas (LSEC), y el tercero para el aislamiento de células hepdticas
estrelladas (HSC). CD, control diet; HFGFD, high fat glucose-fructose diet; BQ, bioquimica; FACS,

fluorescence-activated cell sorting; gPCR, PCR cuantitativa; ET-1, endotelina-1.
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3.1.3 Estudio hemodinamico

La medida de los pardmetros hemodinamicos se realizé tras 90 min de la ultima dosis
de farmaco o vehiculo, con el animal en ayuno (6 h) y bajo anestesia con 100 mg/kg de
ketamina (Ketolar®, Pfizer, NY, USA) y 5 mg/kg de midazolam (B. Braun, Melsungen,
Alemania) por via intraperitoneal (aguja de 25 G). Durante el registro se controld que el
animal estuviese anestesiado profundamente y que en todo momento el reflejo podal
fuera negativo. En los casos en los que se perdié el efecto anestésico se administré una
dosis de refuerzo (0,2 ml de anestesia al 50% de ketamina y midazolam). Se rasuraron
las regiones quirurgicas (parte interna de la pierna y abdomen) y se colocé el animal en
decubito supino. Durante el registro se mantuvo la temperatura del animal a 37 2C con
la ayuda de una manta térmica y una sonda rectal. Las medidas se registraron mediante
la unidad de adquisicion de datos Powerlab (Harvard apparatus, Holliston, Ma, USA)

asociada al software Chart 5.0.
Presion arterial media

La medida de la presion arterial media (MAP, mmHg) se obtuvo mediante la canulacidn
intravascular de la arteria femoral derecha del animal con un catéter de polietileno
PE50, conectado a un transductor de sefial de alta sensibilidad (Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA). Inicialmente, se realizé una incisidn en la ingle derecha del animal
abriendo paso hasta localizar el pagquete compuesto por arteria, vena y nervio femoral.
Una vez se aisld la arteria, se realizd una incisidon con una aguja de 23 Gy se introdujo la

canula. Mediante dos nudos (seda 3.0) se inmovilizo el catéter dentro de la arteria.
Frecuencia cardiaca

La frecuencia cardiaca (PPM, pulsaciones por minuto) se midié durante todo el registro
de las medidas hemodinamicas a partir del registro de la presion arterial media, lo que

permite saber en todo momento el estado de consciencia de la rata.
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Presion portal

La presion portal (PP, mmHg) se midié mediante la canulacién intravascular de la vena
ileocdlica con un catéter de polietileno PE50 conectado al transductor de sefial de alta
sensibilidad. Tras una incision abdominal, se extendieron los intestinos sobre una gasa
mojada con suero fisiolégico. Una vez localizada la vena ileocélica, se introdujo el

catéter y se inmovilizé con pegamento instantaneo (cianocrilato).
Flujo mesentérico

El flujo de la arteria mesentérica superior (SMABF, ml/[min-100g]) se midié mediante
una sonda perivascular ultrasénica (Doppler) de 1 mm de didmetro (Transonic Systems
Inc., Ithaca, NY, USA). Tras la incisién abdominal se aisl6 la arteria mesentérica superior
(SMA) del tejido conectivo y la grasa que la rodea. Posteriormente, se aplicé un gel de
transmisién de ultrasonidos a la sonda para facilitar la transmisidén de la sedal, y

finalmente se pinzo la arteria disecada con la sonda.
Flujo portal

El flujo de la vena porta (PBF, ml/[min-100g]) se midié también mediante una sonda
perivascular ultrasonica (Doppler) de 1 mm de didmetro (Transonic Systems Inc., Ithaca,

NY, USA).
Resistencia mesentérica

La resistencia de la arteria mesentérica superior (SMAR, mmHg/ml-min-100g) se

determind mediante el siguiente calculo:

(MAP — PP)

SMAR = =\ BF
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Resistencia vascular intrahepdtica

La resistencia vascular intrahepdtica (IHVR, mmHg/ml-min-100g) se determind
mediante el siguiente calculo:

IHVR = i
" PBF

3.1.4 Andlisis bioquimico de muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron recogidas en ayunas, inmediatamente después del
estudio hemodinamico, por la vena cava inferior. Parte de la muestra se guardd en tubos
de plastico sin anticoagulante (BD Vacutainer®) para el analisis bioquimico de suero en
el Laboratorio de Bioquimica Clinica del Hospital Universitario Vall d’Hebron. Se
analizaron los niveles en suero de glucosa, creatinina, bilirrubina, aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (FA),

creatinina quinasa (CK), colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos y albumina.

Los niveles de ALT y CK del grupo vehiculo con dieta hipercalérica (HFGFD-Veh) fueron
utilizados para determinar la toxicidad hepatica y muscular producida por las estatinas.
De esta forma, definimos la toxicidad hepatica como un incremento en los niveles de
ALT superiores a 150 Ul/L y la toxicidad muscular como un incremento en los niveles de

CK superiores a 8500 UI/L. Los animales con toxicidad fueron descartados del estudio.

Otra parte de la muestra de sangre se recogié en un tubo eppendorfy se centrifugo a
4000 g a 4 °C durante 10 min. Se recogid el suero y se guardd a -20 2C para posteriores

analisis mediante inmunoensayo ELISA.
ELISA de insulina

Los niveles de insulina se midieron mediante el Insulin ELISA Kit (Merck, Darmstadt,
Alemania). Las lecturas de la placa se realizaron con el espectrofotometro Synergy MX

(Biotek, Winooski, VT, USA) y el software Gen 5 v2.9. La resistencia a la insulina se
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estimo aplicando el indice HOMA-IR (modelo de homeostasis del indice de resistencia a

lainsulina) que se calcula con la siguiente formula:

Insulina en ayunas (ng/ml) - Glucosa en ayunas (mg/dl)

HOMA — IR = 405

ELISA de endotelina-1

Los niveles de endotelina-1 (ET-1) se midieron mediante el Quantikine® ELISA Kit (R&D
Systems, Minneapolis, MN). Las lecturas de la placa se realizaron con el

espectrofotdmetro Synergy MX (Biotek, Winooski, VT, USA) y el software Gen 5 v2.9.
3.1.5 Andlisis histolégico

Las muestras de higado fueron fijadas en 4% paraformaldehido durante 24 h vy
posteriormente se pasaron a etanol al 50%. Los siguientes pasos de deshidratacién,
inclusion en blogques de parafina, cortes de 4 um y tincién de hematoxilina-eosina (H&E)
fueron realizados por el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Vall

d’Hebron.

La tincion de Picro-Sirius Red también se realizd en cortes histolégicos de 4 um. Los
cortes fueron hidratados y tefidos con Picro-Sirius Red 0.1% durante 1 h a temperatura
ambiente y agitacion suave. Tras la tincidn fueron lavados con agua acidificada, secados
y montados con DPX, medio de montaje rapido (PanReac AppliChem, Darmstadt,

Alemania).

La tincion de H&E fue empleada para la evaluacién del parénquima hepatico, mientras
que la de Picro-Sirius Red para la evaluacion de la fibrosis. Todas las muestras fueron
evaluadas por una patdloga experta en higado y a ciegas para la intervencion realizada

en los animales.

Se puntud el grado de esteatosis, balonizacidn hepatocelular e inflamacién lobulillar de

acuerdo con el sistema NASH-Clinical Research Nerwotk (NASH-CRN)Y’2 (Tabla 3). La
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suma de puntuaciones de estos tres componentes, denominada NAFLD Activity Score
(NAS), clasifica la patologia segin su severidad, siendo imprescindible para el
diagnodstico de NASH histoldgico no solo que la suma de puntuaciones sea superior a
tres, sino que también se dé la concurrencia de los tres componentes. La fibrosis

también fue clasificada de acuerdo con el sistema NASH-CRN.

Tabla 3. Sistema de puntuacién NASH Clinical Research Network (CRN)*72.

item Definicién Score
Esteatosis Evaluacion de la afectacion
parenquimatosa por esteatosis
<5% 0
5%-33% 1
33%-66% 2
>66% 3
Inflamacién Evaluacion general de todos los focos
lobulillar inflamatorios
Sin focos 0
<2 focos por campo 200x 1
2-4 focos por campo 200x 2
>4 focos por campo 200x 3
Balonizacién Ninguna 1

hepatocelular
Pocas células balonizadas 2

Muchas células/balonizacién
prominente
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3.2. Aislamiento de tipos celulares

El aislamiento de LSEC y HSC se realizé tras 90 min desde la ultima dosis de farmaco o
vehiculo, con el animal en ayuno (6 h) y bajo anestesia con 100 mg/kg de ketamina
(Ketolar®, Pfizer, New York City, NY, USA) y 5 mg/kg de midazolam (B. Braun,
Melsungen, Alemanay) por via intraperitoneal (aguja de 25 G). Se rasurd y se limpid con
etanol 70% el abdomen del animal y se colocé en decubito supino. Tras una incisién
abdominal, se abrid el vientre del animal cortando por la linea alba hasta llegar al
diafragma. Se realizaron dos cortes a los laterales y se extendieron los intestinos sobre
una gasa mojada con suero fisioldgico. Se inyectaron 0,5 ml de heparina al 1% por la
vena cava inferior e inmediatamente se cerrd la vena porta de forma distal con un nudo
(seda 3.0). A continuacidn, se procedio a canular la vena porta, se inmovilizé dentro de
la vena mediante dos nudos y se conectd con el tubo de la bomba peristaltica MiniPlus
3 (Gilson, Middleton, WI, USA). Inmediatamente después, se cortd la vena cava inferior
por debajo de la vena renal y se perfundié el higado con 200 ml de buffer (el adecuado

para cada tipo celular) de forma no recirculante para eliminar la sangre.
3.2.1 Aislamiento de LSEC

Para la obtencidn de LSEC el higado se perfundié con 200 ml de buffer HANKS | a un flujo
de 20 ml/min. Tras eliminar toda la sangre del higado, se perfundié con colagenasa A
(Merck, Darmstadt, Alemania) a una concentracién de 0,15 mg/ml en 200 ml de buffer
HANKS II. Se perfundieron 50 ml a un flujo de 10 ml/min y a continuacion, se bajo el
flujo a 5 ml/min y se cerré la vena cava inferior con un nudo (seda 3.0) para perfundir
los 150 ml restantes y asi realizar la digestion in vivo del higado. Una vez hecha la
digestion in vivo, se extrajo el higado y fue traspasado a una placa p100 para continuar

con la digestién in vitro. Se acabd de disgregar el higado con ayuda de un bisturi y se
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incubd durante 10 min en 100 ml de buffer HANKS Il con 0,1 mg/ml de colagenasa A en

un bafio a 37 2Cy agitacion constante.

A partir de este punto la muestra se conservo a 4 2C en todo momento. Se filtré (100
pum) el higado digerido y se afiadié el mismo volumen de buffer KREB’S previamente
filtrado. Se centrifugd dos veces a 50 g durante 3 min para eliminar los hepatocitos y
una tercera vez a 800 g durante 10 min. El pellet se resuspendié en 20 ml de PBS 1X frio
(Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Alemania), se volvié a centrifugar a 50 g
durante 3 min y después a 800 g durante 10 min. Este ultimo pellet que contenia las
células no parenquimales se resuspendié en 10 ml de PBS 1X y se prepararon 3 tubos
con el gradiente de percol. Cada tubo contenia 5 ml de Percoll® (Merck, Darmstadt,
Alemania) al 50% en el fondo y 6,6 ml de Percoll® al 25%, sobre los que se colocaron
3,3 ml de muestra. Este gradiente se centrifugd a 800 g durante 25 min de forma que
las LSEC y las células Kupffer (KC) quedaran en la interfase entre los dos percoles. Se
recogieron las células, se lavaron con PBS 1X y se sembraron en una placa de cultivo con
medio RPMI (Biowest, Nuaillé, Francia) suplementado (Tabla 4) durante 30 min a 37 2C
y 5% CO; en atmodsfera himeda para que se adhiriesen las KC y asi separarlas de las
LSEC. Se recogio el sobrenadante con las LSEC y se sembraron en una placa recubierta
con colageno R (SERVA, Heidelberg, Alemania) en las mismas condiciones. Al cabo de

45 min se realizd un lavado y se dejaron en cultivo durante la noche.
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Tabla 4. Suplementacion de medio RPMI para LSEC

Concentracion

Reactivo Casa comercial .

final
FBS Biowest, Nuaillé, Francia 10%
Pen-Estrep Biowest, Nuaillé, Francia 1%
Amphotericin B Labclinics, Barcelona, Espafia 1%
L-glutamina Thermo Fisher Scientific, 1%

Waltham, MA, USA

Heparina Merck, Darmstadt, Alemania 1%
ECGS Merck, Darmstadt, Alemania 1%

Pen-Strep, penicilina-estreptomicina; ECGS, endothelial cell growth supplement
3.2.2 Aislamiento de HSC

Para la obtenciéon de HSC, el higado se perfundid con 200 ml de buffer GBSS
(Merck, Darmstadt, Alemania) a un flujo de 20 ml/min. Tras eliminar toda la sangre del
higado, se perfundié con pronasa a 1,5 mg/ml (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania); colagenasa A a 0,15 mg/mly DNAsa a 0,05 mg/ml (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemania) en 200 ml de GBSS. Se perfundieron 50 ml a un flujo de 10 ml/min
y a continuacidn, se bajé el flujo a 5 ml/min, se cerré la vena cava inferior (seda 3.0) y
se perfundieron 150 ml mas para la digestidn in vivo. Después, se extrajo el higado y se
pasd a una placa de p100 para disgregarlo con ayuda de un bisturi. Para la digestién
in vitro, se incubd durante 10 min en 100 ml de buffer GBSS con pronasa a 0,4 mg/ml;

colagenasaAa0,1 mg/mlyDNAsaa0,1 mg/mlenun bafioa372Cy agitacién constante.

Se filtré (100 um) el higado digerido y se centrifugé a 50 g durante 4 min para eliminar
los hepatocitos. Después se centrifugd a 800 g durante 5 min y el pellet se resuspendid
en 25 ml de GBSS dos veces. Este ultimo pellet se resuspendié en 7,5 ml de GBSS y se le
afiadieron 7,5 ml de OptiPrep™ (Merck, Darmstadt, Alemania) al 23%. Se prepararon

3 tubos en los que se pusieron 5 ml de la mezcla de células y OptiPrep™ (que quedé al
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11,5%) y sobre ellos 2 ml de GBSS. Se centrifugaron a 1400 g durante 21 min de forma
que las HSC quedaran en la interfase. Se recogieron las células, se lavaron con GBSS y
se sembraron en una placa de cultivo con medio IMDM (Biowest, Nuaillé,
Francia) suplementado (Tabla 5) a 37 2Cy 5% CO; en atmédsfera humeda. Al dia siguiente

se lavaron y se les afladié medio nuevo.

Tabla 5. Suplementacion de medio IMDM para HSC

. . Concentracio
Reactivo Casa comercial

final
FBS Biowest, Nuaillé, Francia 10%
Pen-Estrep Biowest, Nuaillé, Francia 1%
Amphotericin B Labclinics, Barcelona, Espafia 1%
L-glutamina Thermo Fisher Scientific, 1%

Waltham, MA, USA

Pen-Strep, penicilina-estreptomicina

3.3. Técnicas de biologia molecular
3.3.1 Western Blot

Extraccion y conservacion de proteinas

Para el andlisis de proteinas hepaticas se perfundié el higado con suero fisioldgico para
asi, eliminar la sangre. Después fue fragmentado y directamente congelado en
nitrégeno liquido y almacenado a -80 2C. Las muestras congeladas se trituraron en frio,
evitando su descongelacién, hasta convertirlas en polvo y se homogeneizaron en

tampon de lisis Triton (400 pl/muestra).

Para la extraccion de proteinas de los cultivos celulares se descarté el medio de cultivo,
se lavaron las células con PBS 1X y se afiadié directamente el tampdn de lisis Tritdn en
la placa (40 pl/pocillo placa de 6). Se rascaron las células en hielo y se transfiriéd a un

Eppendorf.
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Los siguientes pasos fueron los mismos para ambas extracciones. Los lisados se agitaron
en vortex, se sonicaron en 3 ciclos de 10 s y tras dejarlos durante 10 min en hielo se
centrifugaron a 14.000 rpm durante 10 min a 4 C. El sobrenadante se transfirid a un

nuevo Eppendorfy se mantuvo a -20 2C para la posterior estimacién de proteinas.
Cuantificacion de proteinas

La concentracién de proteina se cuantificé con el BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), mediante deteccién colorimétrica por Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Para las muestras de higado se
emplearon diluciones de 1/30 y para las extracciones celulares se utilizé una dilucién de

1/5.
Electroforesis SDS-PAGE y electrotransferencia

La electroforesis se realizé utilizando el sistema XCell SureLock™ Mini-Cell
Electrophoresis System (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) en geles de SDS-
poliacrilamida al 10% NuPAGE® Bis-Tris (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA).

Las soluciones de las muestras se prepararon como se indica en la Tabla 6 y
seguidamente fueron hervidas a 95 2C durante 10 min. Se cargaron 11 ul de solucién de

muestra, y los geles se corrieron a 200 v, 120 mA.

Tabla 6. Preparacion muestras para la carga de gel de electroforesis NUPAGE®

Reactivo Volumen (ul)
Extracto de proteina X (60 pg)
dH,0 7,8 =X
NuPAGE® LDS sample buffer (4x) 3ul
NuPAGE® LDS reducing agent (10x) 1,2 ul

dH20, agua destilada; Volumen total = 12 pL (se cargaron 11 ul/pocillo); Reactivos NUPAGE®
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)
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La transferencia se realizd con el mddulo XCell II™ Blot (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA) a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) con un tamafio de
poro de 0,45 um (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) previamente hidratada.

La transferencia se realizd a 30 vy 400 mA durante 1 h y 45 min en hielo.
Inmunodeteccion

Una vez realizada la transferencia, las membranas se tifieron con solucion de Ponceau
S (Merck, Darmstadt, Alemania) para garantizar que las proteinas se hubieran
transferido correctamente. Todas las incubaciones y lavados se realizaron con agitacion
constante. Las membranas se lavaron con TTBS 1X tres veces durante 10 min, y se
bloquearon 1 h a temperatura ambiente con 5% albimina de suero bovino (BSA)
(Merck, Darmstadt, Alemania) o en el caso de las proteinas fosforiladas con 5%

PhosphoBLOCKER™ (Cell Biolabs, Inc., San Diego, CA, USA).

Después del bloqueo, las membranas se incubaron con anticuerpos primarios durante
la noche a 4 2C. Se lavaron tres veces con TTBS 1X durante 10 min, se incubaron con el
anticuerpo secundario (acoplado a peroxidasa) correspondiente durante 1 h a
temperatura ambiente y se lavaron de nuevo 3 veces con TTBS 1X durante 10 min. Los
anticuerpos primarios y secundarios, asi como las diluciones se detallan en la Tabla 7 y

Tabla 8.
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Tabla 7. Anticuerpos primarios para Western blot.

Anticuerpos primarios

PM Especie
Proteina Casa Comercial Dilucién
(KDa) (AC)
P-eNOS 140 Conejo Cell Signaling, MA, USA 1/250 en 5% BSA
eNOS 140 Mouse ~ PPfrensductioniabs, CA 1/500 en TTBS1x
. 1/500 en 5%
- Cell Signaling, MA, USA
P-AKT 60 Conejo ell Signaling PhosphoBLOCKER™
AKT 60 Conejo Cell Signaling, MA, USA 1/500 en 5%BSA
Santa Cruz biotechnology,
KLF2 37 Cabra X, USA 1/200 en TTBS1x
. 1/1000 en 5%
- - Cell Signaling, MA, USA
P-ERK1/2 42-44 Conejo ell Signaling PhosphoBLOCKER™
ERK1/2 42-44 Conejo Cell SignalingMA, USA 1/1000 en 5%BSA
. . Santa Cruz biotechnology,
P-moesin 77 Conejo TX, USA 1/200 en TTBS1x
. Santa Cruz biotechnology,
cFOS 40 Conejo TX, USA 1/200 en TTBS1x
aSMA 42 Conejo Abcam, Cambridge, UK 1/200 en TTBS1x
ETRA 48 Conejo Alomone Labs, erusalerm, 1/200 en TTBS1x
ETRB 50 Conejo Alomone Labs, lerusalerm, 1/200 en TTBS1x
ET-1 21 Ratdn Abcam, Cambridge, UK 1/250 en 5% BSA
GAPDH 36 Raton Ambion, TX, USA 1/5000 en TTBS1x

PM, peso molecular; AC, anticuerpo; eNOS, endothelial nitric oxide synthase; AKT, protein kinase
B; ERK1/2, extracellular signal-regulated kinase; KLF2, Kruppel-like factor 2; cFOS, early
transcription factor; aSMA, alpha-smooth muscle actin; ETRA, endothelin receptor subtype A;
ETRB, endothelin receptor subtype B; ET-1, endotelina-1; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase. La GAPDH se utilizé6 como control de carga.
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Tabla 8. Anticuerpos secundarios para Western blot.

Anticuerpos secundarios

Anticuerpo Casa Comercial Dilucién
Anti-conejo 1gG-HRP Cell Signaling 1/30.000
Anti-raton 1gG-HRP GE Healthcare 1/30.000
Anti-cabra IgG-HRP Santa Cruz biotechnology 1/30.000

Las diluciones de anticuerpos secundarios se prepararon en TTBS 1X, excepto para p-AKT y p-
moesina, que se prepararon en 5 % PhosphoBLOCKER™.

Las membranas se revelaron con el kit ECL prime (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) en
el sistema de imagen Odyssey®Fc (LI-COR, Lincoln, NE, USA) y se cuantificaron con el
software Image Studio Lite (LI-COR, Lincoln, NE, USA). Para la deteccién de proteina
fosforilada y total en la misma membrana, las membranas se incubaron con Restore™
WB Stripping Buffer (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) durante 30 min a 55 °C.

Se lavaron con TTBS 1X y se volvieron a bloquear.
3.3.2 Fluorescence-activated cell sorting (FACS)
Preparacion de muestras

Tras la incubacion durante la noche de las LSEC se despegaron con Trypsin-EDTA 10X
(Biowest, Nuaillé, Francia). Se prepararon alicuotas de 10° células, se centrifugaron a
1000 rmp durante 5 min a4 °Cy las células sedimentadas se resuspendieron en 1 ml de
FACS buffer. Se volvieron a centrifugar para ser resuspendidas e incubadas con
anticuerpos marcados con fluorocromo: CD32b-FITC (1:10; Novus Biologicals, Littleton,
CO, USA) durante 1 h a temperatura ambiente y CD11b/c-APC (1:10; Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Alemania) durante 10 min a 4 2Cy en oscuridad. El control negativo
fue incubado con FACS buffer en las mismas condiciones. Terminada la incubacidn se
afiadieron 300 pl de FACS buffer y 2 pl de DAPI (0,5 mg/ml, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) y se filtraron (30 um).
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Sorting y andlisis

Las muestras fueron procesadas mediante el separador celular digital de alta velocidad
BD FACSAria™ (BD Biosciences, San José, CA, USA). Se analizaron las células marcadas
identificando como eventos todos aquellos que cumplian con el tamafio y morfologia.
Los voltajes se basaron en el control negativo y la compensacion se establecié usando
controles positivos de un solo marcaje para cada fluorocromo. Las células viables se
clasificaron por tincidon con DAPI, los dobletes y los agregados se excluyeron del andlisis
mediante el perfil de dispersién frontal (Forward Scatter, FSC-H y FSC-A) y la morfologia

se determind por la dispersion lateral (Side Scatter, SSC).

Las células positivas para CD11b/c fueron excluidas y el resto se separaron como células
CD32b positivas o negativas. Se recogieron en 1 ml de Trizol (Thermo Fisher scientific,
Waltham, MA, USA) y fueron almacenadas a -80 2C para una posterior extraccidén de
RNA. Los resultados fueron evaluados con el programa FCS Express 4 Flow Research

Edition (De Novo Software, Pasadena, CA, USA).
3.3.3 Andlisis de expresion génica
Extraccion de RNA y Retrotranscripcion

El RNA de las HSC fue extraido con el RNeasy Mini Kit (QUIAGEN, Venlo, Nederland) y
cuantificado mediante Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). La
retrotranscripcidon se realizd con el High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (Tabla 9).
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Tabla 9. Retrotranscripcion mediante High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Reactivo Volumen (ul)
10x RT buffer 2

25x dNTP Mix (100mM) 0,8

10x RT Random Primers 2
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1
RNase Inhibitor 1
RNase-free H,0O 3,2

RNA 10

Todos los reactivos son de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

El RNA de ambos subtipos de LSEC (CD32b*/CD11b/c” y CD32b7/CD11b/c") fue extraido
con el RNeasy Micro Kit (QIAGEN, Venlo, Nederland). En primer lugar, tras dejar
descongelar las células guardadas en Trizol, se afiadieron 200 pl de cloroformo (Merck,
Darmstadt, Alemania). Tras agitar las muestras se dejaron a temperatura ambiente
durante 2 min y se centrifugaron a 10.500 rpm durante 15 min a 4 2C. Se recogié la fase
acuosa y se continud con el procedimiento del RNeasy Micro Kit para la extraccion de
RNA total. Una vez extraido el RNA, se cuantificé mediante el sistema 2100 Bioanalyzer
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) y se realizd la retrotranscripcion a DNA complementario
(cDNA) con el SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) (Tabla 10).

Tabla 10. Retrotranscripcion mediante SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit

Reactivo Volumen (ul)
Super Script VILO Master Mix 4
RNA 16

Super Script VILO master mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
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Preamplificacion

A continuacion, se llevd a cabo una preamplificacion especifica dirigida de los genes a
analizar en las LSEC con TagMan PreAmp Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Se preparé un pool de sondas de interés (Tabla 11) en TE 1X buffer, siendo la

concentracion final de las sondas de 0,2X. La preparacion de reactivos para la reaccion

de la preamplificacion se indica en la Tabla 12.

Tabla 11. Sondas para la preamplificacion y gPCR

Sondas

Simbolo Nombre completo Alias Cadigo
Nos3 Nitric oxide synthase 3 eNOS Rn02132634 sl
Gapdh Glyceraldheyde-3-phosphate dehydrogenase BARS-38, Gapd Rn99999916 sl

Pecaml Platelet cell adhesiéon molecue 1 CD31 Rn01467262
Ednl Endothelin 1 Etl Rn00561129
STAB1 Stabilin 1 Rn01453547
Lyvel Lymphatic vessel endotihal hyaluronan receptor Xlkd1 RN01510421
Fcgr2b Fc fragment of 1gG, low affinity Ilb, receptor CD32, FCRII Rn01490232
Emrl EGF-like module contalnlng, mucin-like, hormon F4/80 RN01527631

receptor-like 1
Des Desmin Rn00574732
Cytochromo P450, family 3, subfamily a,

Cyp3a2 polypeptide 2 Cyp3all Rn00756461
Ednra Endothelin receptor type A ETRA Rn00561137
Ednrb Endothelin receptor type B ETRB Rn00569139
Collal Collagen, type |, alpha 1 COL1A1 Rn01463848
Acta2 Actin, alpha 2, smooth muscle, aorta aSMA Rn01759928
Pdgfrb Platelet derived growth fa.ctor receptor, beta PDGFRB Rn00709573

polypeptide

Mmp?2 Matrix metallopeptidase 2 Rn01538170

KLF2 Kruppel-like factor 2 LkIf Rn01420496

Todas las sondas son de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). La Gapdh se utilizé como

control de carga. Todas las sondas estdn marcadas con el fluoréforo FAM-MGB.
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Tabla 12. Preparacion de reactivos para la preamplificacion

Reactivo Volumen (ul)
TagMan PreAmp Master Mix (2X) 25
Pool de sondas (0,2X) 0,5
cDNA 12,5

Tagman Preamp master mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

PCR cuantitativa

Las muestras preamplificadas fueron diluidas (1:10) en TE 1X buffer. La PCR cuantitativa
(RT-PCR) se realizd en placas de 384 pocillos con triplicados para cada muestra. Las
soluciones para cada reaccion se indican en la Tabla 13 y las sondas empleadas en la
Tabla 11. Para la cuantificacion de la reaccién se utilizé el sistema 7900HT Fast Real-
Time PCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) y el andlisis se realizé con la
aplicacion on line Relative Quantification qPCR Thermofisher Cloud (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA).

Tabla 13. Preparacion de reactivos para gPCR

Reactivo Volumen (ul)
Tagman universal PCR master mix 4,5
Sonda especifica 0,5
cDNA/cDNA preamplificado (1:10) 5

Tagman universal PCR master mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
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3.3.4 Cuantificacion de Vitamina A
Autofluorescencia

Las HSC se cultivaron en Well chamber slides (lbidi, Martinsried, Alemania) y tras
adherirse durante la noche, fueron lavadas con PBS 1X y fijadas con 4% paraformaldeido
durante 10 min. Las células fueron analizadas en el microscopio invertido Leica DM
(Wetzlar, Alemania) empleando un filtro de excitacion de 350/50 nm y un filtro de

emisién de 450/50 nm.
Tincion Oil Red O

Tras analizar la autofluorescencia de las células, se realizd un lavado con dH,0 y se
dejaron secar. Se incubaron con 1,2 propanediol 100% durante 5 min y fueron tefidas
con 0,5% Oil Red O (Merck, Darmstadt, Alemania) precalentado a 65 C durante 15 min
en agitacion. Después, se incubaron con 1,2 propanediol 85% durante 5 min, se lavaron
dos veces con dH,0 y se dejaron secar. La acumulacion de gotitas de grasa se analizd
con el mismo microscopio con luz transmitida.

Cuantificacion

El andlisis y la cuantificacidn se realizé en ambos casos con el software Fijit’3.

3.3.5 Ensayo de contraccion celular

Para examinar la capacidad contractil de las HSC se emplearon placas de cultivo de 24
pocillos. Se prepararon geles de colageno a concentracion de 1,5 mg/ml como se
especifica en la Tabla 14, utilizando NaOH para ajustar el pH. Se afiadié 500 pl de la
solucion a cada pocillo y se incubé a 37 oC durante al menos 1 h para permitir la
solidificacion del gel. Sobre cada gel se sembraron 2-10° células y se dejaron incubando

durante la noche para que se adhirieran con medio suplementado con 10% FBS.
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Tabla 14. Preparacion de geles de coldgeno

Reactivo Volumen (1ml)
Colageno (2mg/ml) 750 pl
IMDM 200 pl
NaOH 50 pl

Collagen R Solution 0.2% (SERVA, Heidelberg, Alemania). Medio IMDM (Biowest, Nuaillé,
Francia) suplementado sin FBS. NaOH 1 N.

Tras adherirse las células, se lavaron y se incubaron durante 1 h con medio sin suero.
Después, se les cambié el medio por medio con FBS 10% o medio con FBS 10% y ET-
1107 M. Se desengancharon los geles de la placa utilizando una punta de pipeta de
200 puly se incubaron durante 24 h. Las placas se fotografiaron para medir el area de los
geles. La contraccién mediada por las células se evalué midiendo el cambio en el area
del gel usando el software Fiji’3. Se realizaron triplicados de cada condicién, con células

aisladas de al menos 3 ratas de cada grupo de estudio.
3.4. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con el programa IBM® SPSS® Statistics 20 (Armonk, NY,
USA). Todos los resultados se expresan como media * error estandar de la media (SEM)
y se comparan mediante t de Student, Mann-Whitney o one-way ANOVA, seguido de

una prueba post-hoc. Las diferencias se consideraron significativas a un valor de p <0,05.

La composicién de los buffers y reactivos se detalla en el Anexo 1.
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4. Resultados
4.1 Estudio 1
Efecto de las estatinas sobre el peso corporal y los pardmetros bioquimicos.

Los animales alimentados con HFGFD mostraron una diferencia de ganancia de peso del
20% en comparacion con las ratas CD. El tratamiento con estatinas (simvastatina o
atorvastatina) no tuvo efecto sobre el peso corporal en comparacidon con las ratas

HFGFD tratadas con vehiculo (Figura 15A).

El incremento de los niveles de glucosa e insulina en sangre (Tabla 15) indicaron una
posible resistencia a insulina en el modelo, que fue verificado con el andlisis del HOMA-
IR, donde el grupo vehiculo mostré un aumento significativo del indice (Figura 15B). En
los animales tratados con estatinas, los niveles de estos pardmetros alcanzaron valores
comparables a los del grupo CD-Veh, sugiriendo una mejora de la sensibilidad a insulina
asociada con el tratamiento con estatinas. Los valores de ALT, triglicéridos y albumina
también aumentaron significativamente tras la HFGFD. Los niveles de ALT redujeron
significativamente con el tratamiento con atorvastatina, mientras que los triglicéridos

se vieron reducidos con ambas estatinas (Tabla 15).
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Figura 15. Cambios en el peso corporal y resistencia a insulina. (A) El aumento de peso corporal

B HFGFD-Ato

wn

se evalud al final de la 102 semana en los grupos CD-Veh, n=15; HFGFD-Veh, n=15; HFGFD-Sim,
n=12 y HFGFD-Ato, n=14. (B) Modelo de homeostasis de resistencia a insulina (HOMA-IR) en CD-
Veh, n=7; HFGFD-Veh, n=7; HFGFD-Sim, n=8 y HFGFD-Ato, n=10. Los valores se expresan como
media + SEM; *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 en comparacién con CD-Veh; #p <0,05 en

comparacion con HFGFD-Veh.
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Tabla 15. Pardmetros bioquimicos.

Glucosa Insulina Creatinina Bilirrubina AST ALT CK FA Colesterol LDL HDL TGL Albumina

(mg/dL)  (ng/ml)  (mg/dL)  (mg/dL)  (UI/L)  (UI/L) (Ui/L) (Ui/t)  (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL)
CD-Veh 209,87 11,668 0,75 0,08 182,75 40,93 2634,57 134,47 81,40 28,07 47,67 29,07 2,51

+ 20,14 +2,57 +0,02 +0,01 +33,39 +2,61 630,59 +7,15 + 3,55 +1,52 +2,27 +1,88 +0,06
HFGED-Veh 233,33 24,228 0,79 0,11 146,83 49,47 2265 154,13 79,80 28,67 42,60 42,33 2,82

+33,53  £2,34%** +0,04 +0,01 +14,27 +2,72* +528,67 +11,70 +4,03 +2,93 £2,04 +4,35%* +0,06%**
HFGED-Sim 195,00 16,377 0,92 0,09 194,6 48,27 2243,75 144,67 67,63 23,5 45,67 31,75 2,91

+ 23,35 +1,91% +0,08 +0,01 +47,83 +5,02 +497,47 +9,32 + 3,98 + 4,66 +4,2 +2,79% +0,08%**
HEGED-Ato 219,29 15,565 0,80 0,11 109,00 38,07 1220,71 132,50 74,43 21,79 47,14 28,00 2,74

+20,12  +1,12%# +0,05 +0,01 +7,61 +£2,00% +164,71 +7,22 + 3,45 +1,95 £2,19 +£1,83#% +0,04**

Los valores se expresan como media * SEM en CD-Veh, n=15; HFGFD-Veh, n=15; HFGFD-Sim, n=12 y HFGFD-Ato, n=14. AST, aspartato
aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; FA, fosfatasa alcalina; CK, creatina quinasa. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 en comparacion

con CD-Veh. #p <0,05; #p <0,01; ##p <0,001 en comparacién con HFGFD-Veh.
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Las estatinas solo produjeron una toxicidad muscular leve en el 7,7% de las ratas
tratadas con simvastatina y en el 12,5% de las ratas tratadas con atorvastatina. Hubo

una ausencia total de toxicidad hepatica en todos los animales (Tabla 16).

Tabla 16. Eventos adversos tras 2 semanas de tratamiento.

n Toxicidad hepatica (%) Toxicidad muscular (%)

CD-Vehiculo 15 0 0
HFGFD-Vehiculo 15 0 0
HFGFD-Simvastatina 13 0 7,69
HFGFD-Atorvastatina 16 0 12,50

n, numero de ratas; toxicidad hepatica, porcentaje de animales con niveles de ALT en suero >

150 UI/L; toxicidad muscular, porcentaje de animales con niveles de CK en suero> 8400 Ul / L.

Las estatinas mejoran el NASH histolégico inducido por la HFGFD

En el grupo HFGFD-Veh un porcentaje significativamente mayor de animales desarrollé
esteatosis, balonizacién hepatocelular e inflamacion lobulillar en comparacion a los del
grupo CD-Veh (Figura 16A). Esto se tradujo en que las ratas alimentadas con la HFGFD
desarrollaran NASH histoldgico en mayor proporcidn a las ratas con CD (p <0,001). En el
caso de los grupos con tratamiento de estatinas, el porcentaje de animales con estas
tres caracteristicas fue semejante a los del grupo que recibié el vehiculo. Sin embargo,
los scores obtenidos fueron mas bajos, lo que resulté en la disminucidn del porcentaje
de individuos con NASH histolégico (HFGFD-Sim: p =0,03; HFGFD-Ato: p =0,04), junto
con una puntuacion mas bajas de actividad NAFLD (NAS) (Figura 16A-B).

Ningun animal de ningln grupo desarroll6 fibrosis. Las tinciones con Sirius Red de las
muestras hepaticas de los grupos CD-Veh y HFGFD tratadas con vehiculo, simvastatina

o atorvastatina se muestran en la Figura 16C.
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Figura 16. Histologia hepdtica. Evaluacion histolégica de NASH siguiendo la puntuacion

histolégica NASH-CRN en CD-Veh, n=15, HFGFD-Veh, n=15, HFGFD- Sim, n=12 y HFGFD-Ato, n=14.
Los diagramas de barras representan el porcentaje (promedio de dos andlisis histolégicos
separados) de individuos que presentan esteatosis, balonizacion hepatocelular, inflamacion
lobulillar, y NASH diagnosticada histolégicamente (definida como NAFLD activity score (NAS) >3
y concurrencia de esteatosis, balonizacion hepatocelular e inflamacién lobulillar). Los scores se

representan en gris claro, medio, oscuro y negro. Imdgenes representativas (aumento de 20x) de
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secciones de higado tefiidas con B) Hematoxilina-Eosina y C) Sirius Red para evaluar la fibrosis.
Se usd la prueba U de Mann Whitney para comparar los porcentajes de cada score por pares de
grupos para cada item (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 en comparacién con CD-Veh. #p <0,05

en comparacion con HFGFD-Veh).

Las estatinas mejoran la hemodindmica hepatica y la disfuncién endotelial

intrahepatica

La administracion de la HFGFD durante diez semanas produjo un aumento significativo
de la PP en comparacion con la CD (incremento del 26%, p <0,001) (Tabla 17). En este
modelo de NASH, tanto el tratamiento con simvastatina como con atorvastatina
redujeron significativamente los niveles de la PP en comparaciéon con el vehiculo
(HFGFD-Sim: 11%, p =0,006; HFGFD-Ato: 14%, p <0,001), sin producir cambios en la
hemodinamica sistémica. La reduccidn de la PP tras ambos tratamientos es paralela a
una disminucién no significativa de la IHVR en ambos grupos en comparacién con el

grupo HFGFD-Veh.
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Tabla 17. Medidas hemodindmicas.

MAP SMABF SMAR PP PBF IHVR Frecuencia
(mmHg) (mL/[min100g]) (mmHg/mL-min-100 g) (mmHg) (mL/[min-100 g]) (mmHg/mL-min-100 g) ca(;;l:;;:a
CD-Veh 108,85 + 4,86 3,86 +0,58 31,98 £ 4,27 8,30+0,22 2,56 £ 0,15 3,38+0,27 328,03+7,14
HFGFD-Veh 109,88 + 3,84 3,36+ 0,49 36,46 +4,79 10,47 £ 0,37*** 2,89+0,22 3,62+0,34 322,71 +10,09
HFGFD-Sim 105,29+ 7,26 3,10+0,46 35,52+2,92 9,29 + 0,25 3,00+0,35 3,42 +0,46 325,06 + 8,60
HFGFD-Ato 108,76 + 5,90 3,34+0,37 36,37 +3,11 8,85 + 0,30 2,81+0,24 3,17+0,31 324,51 +£9,30

Los valores se expresan como media + SEM en CD-Veh, n=15; HFGFD-Veh, n=15; HFGFD-Sim, n=12 y HFGFD-Ato, n=14. MAP, presién arterial
media; SMABF, flujo sanguineo de la arteria mesentérica superior; SMAR, resistencia de la arteria mesentérica superior; PP, presion portal; PBF,

flujo sanguineo portal; IHVR, resistencia vascular intrahepatica; PPM, pulsaciones por minuto. ***p <0,001 en comparacién con CD-Veh. #p <0,01;

##n <0,001 en comparacién con HFGFD-Veh.
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El analisis de niveles de expresidn proteica en higado total por Western blot mostré una
reduccion de los niveles de KLF2 en el grupo HFGFD-Veh en comparaciéon con el CD-Veh,
Yy una recuperacion parcial de la expresién en los grupos tratados con estatinas
(Figura 17). También se evalué la activacion de Akt y eNOS mediante la cuantificacién
de los niveles de fosforilacién de estas proteinas. Las ratas HFGFD-Veh mostraron
niveles significativamente reducidos tanto de P-Akt, como PeNOS en comparacién con
las ratas CD-Veh (Figura 17). Tras el tratamiento con atorvastatina, esta situacion tendié
a revertirse, mostrando un aumento en los niveles de P-Akt y PeNOS. Sin embargo, en
el grupo HFGFD-Sim, aunque se recuperaron los niveles de PeNOS, los de P-Akt

aumentaron solo parcialmente.
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Figura 17. Andlisis de Western blot de marcadores de disfuncion endotelial intrahepdticos. Los
diagramas de barras muestran la cuantificacion de las proteinas KLF2, P-Akt y PeNOS en
CD-Veh, n=7; HFGFD-Veh, n=7; HFGFD-Sim, n=6 y HFGFD-Ato, n=7. Los niveles de proteina se
muestran normalizados por el grupo HFGFD-Veh y se expresan como media + SEM. Debajo se
ensefian los Western blot correspondientes. La GAPDH se utilizé como control de carga. *p <0,05

en comparacion con CD-Veh.
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Las estatinas previenen la capilarizacion de las LSEC inducida por la HFGFD

Se aislaron LSEC de los diferentes grupos de estudio para su posterior analisis mediante
citometria de flujo. Tras clasificar las células viables y excluir agregados celulares y KC
(Figura 18A-C), las LSEC primarias se subtiparon como células diferenciadas

(CD32b*/CD11b/c") o desdiferenciadas (CD32b"/CD11b/c”) (Figura 18D).
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Figura 18. Clasificacion de los subtipos de células endoteliales sinusoidales hepdticas (LSEC) por
citometria de flujo. Estrategia de seleccion para el andlisis y clasificacion de LSEC primarias:
(A) Células viables dentro de la muestra analizada. (B) Células individuales. Se excluyen los
agregados y dobletes. (C) Se excluyen las células Kupffer (CD11b/c positivas). (D) Fenotipos de
LSEC: CD32b* (especializadas/diferenciadas) y CD32b~ (capilarizadas/desdiferenciadas). (E)
Porcentaje de células CD32b™ identificadas en CD-Veh, n=4; HFGFD-Veh, n=4; HFGFD-Sim, n=4 y
HFGFD-Ato, n=4. Los valores del grupo se expresan como media + SEM. El porcentaje de cada
individuo se muestra como un punto. **p <0,01 en comparacién con CD-Veh; #p <0,05; #p <0,01

en comparacion con HFGFD-Veh (ANOVA).
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Las LSEC desdiferenciadas, fueron clasificadas siguiendo una estrategia de seleccién
negativa (CD32b™/CD11b/c"), por lo que se procedié a descartar la posible presencia de
otros tipos celulares en esta subpoblacidn. Para ello se cuantificé la expresion de genes
especificos para los principales tipos celulares hepaticos: F4/80 para las KC, Cyp3A2 para
los hepatocitos y desmina para las HSC. La Figura 19 muestra la completa ausencia de
expresion de cualquiera de estos genes en la subpoblacidn de LSEC desdiferenciadas en

los diferentes grupos.
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Figura 19. Expresion génica de marcadores especificos de cada tipo celular en células endoteliales
sinusoidales hepdticas (LSEC) CD32b~/CD11b/c". Los resultados se expresan como fold change
normalizado por la expresion del marcador celular especifico en cada tipo de célula de referencia.
(A) F4/80 en KC; (B) Cyp3A2 en hepatocitos; y (C) Desmina en HSC. La GAPDH se utilizé como

control enddgeno. Los niveles de mRNA se expresan como media + SEM.

Aunque en una proporcion muy pequefia (1%), los animales sanos mostraron presencia
de la subpoblacién CD32b™/CD11b/c™ de LSEC. Se encontré un aumento significativo de
esta proporcion de células CD32b™/CD11b/c” en ratas alimentadas con la HFGFD en
comparacion con las alimentadas con CD (8%, p =0,005) (Figura 18E). Ademas, el
tratamiento con ambas estatinas disminuyd significativamente el porcentaje de estas
LSEC desdiferenciadas, en comparacion con los animales que habian recibido el vehiculo

(HFGFD-Sim: 3%, p =0,024; HFGFD-Ato: 1,5%, p =0,005) (Figura 18E).
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Los subtipos de LSEC son diferentes entre el grupo CD-Veh y HFGFD-Veh

Las LSEC CD32b™ de los animales CD y HFGFD fueron caracterizadas en funcion de su
perfil de expresion génica (Figura 20). En primer lugar, se analizé el nivel de expresién
de tres genes relacionados con la endocitosis, Stab1, LYVE-1 y CD32b, la caracteristica
mas distintiva de las LSEC especializadas. Las células CD32b™ mostraron niveles de mRNA
significativamente mds bajos de estos genes en comparacion con las células CD32b* en

todos los grupos de animales (Figura 20A).

También se examinaron genes sensibles al estrés por rozamiento de flujo, como el KLF2
y la eNOS, para analizar la capacidad de regulacién del tono vascular de estas células
(Figura 20B). Los niveles de mRNA de KLF2 en las células CD32b~ fueron
significativamente mas altos en comparacion con las células CD32b* tanto en ratas CD-
Veh como HFGFD-Veh. Los niveles de mRNA de eNOS también fueron mas altos en las
células CD32b™, pero alcanzaron significancia estadistica solo en el grupo HFGFD-Veh,
probablemente debido a la disminucidn de la expresidon de este gen por parte de las

células CD32b* en este grupo.

Finalmente, analizamos la expresién génica de CD31, asociada a la desdiferenciacidn de
las LSEC, y ET-1, relacionada con la vasoconstriccidn (Figura 20C). No hubo diferencias
con respecto a estos genes entre las células CD32b* y CD32b™ en ratas CD-Veh. Sin
embargo, al analizar ambas subpoblaciones de LSEC en los animales HFGFD-Veh, se
observd un aumento significativo en los niveles de mRNA de ambos genes en las células
CD32b™ respecto a las CD32b*. Ademas, la expresion de ET-1 en las células CD32b™ de
animales HFGFD-Veh fue significativamente superior a la de estas células en los

animales CD-Veh.
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Figura 20. Andlisis de expresion génica de subtipos de células endoteliales sinusoidales hepdticas
(LSEC). Cuantificacion relativa de la expresion de mRNA de (A) Stab1, LYVE-1y CD32b; (B) KLF2 y
eNOS; y (C) CD31 y ET-1 por qRT-PCR, expresado como la ratio de LOG2 fold change en LSEC
CD32b~y CD32b* aisladas de CD-Veh, n=4; HFGFD-Veh, n=4; HFGFD-Sim, n=4 y HFGFD-Ato, n=4.
La GAPDH se usé como control enddgeno. Los resultados se normalizaron con respecto a las
células CD32b* del grupo CD-Veh. Los niveles de mRNA se expresan como media + SEM. *p <0,05;

**p <0,01; ***p >0,001 (prueba t para muestras independientes).
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Las estatinas restauran el perfil de expresidn génica de las LSEC capilarizadas

Las estatinas no produjeron diferencias significativas en la expresién de genes
relacionados con la endocitosis, Stabl, LYVE-1 y CD32b, en células CD32b*, ni en células
CD32b~ (Figura 20A). Por otro lado, si que hubo una tendencia de aumento en los niveles
de KLF2 en ambos subtipos celulares, superando los niveles de expresion del grupo
HFGFD-Veh, tras el tratamiento con estatinas (Figura 20B). Este aumento de KLF2 se
tradujo en un incremento no significativo en los niveles de mRNA de eNOS en las células
CD32b*, mientras que en las células CD32b™ el eNOS permanecid inalterable (Figura
20B). Ademas, ni el tratamiento con simvastatina ni con atorvastatina produjo ninguna
diferencia en la expresion génica de CD31 o ET-1 en células CD32b* (Figura 20C). Sin
embargo, las células CD32b™ aisladas tanto de ratas tratadas con simvastatina, como
con atorvastatina expresaron niveles significativamente mas bajos de ET-1
(HFGFD-Sim: p =0,03; HFGFD-Ato: p =0,059), lo que sugiere una reversién del fenotipo
vasoconstrictor de las LSEC CD32b~, mediada por estos farmacos (Figura 20C). Los
niveles de expresién del gen CD31 en las células CD32b™ siguieron el mismo patrdn, con
un aumento en las provenientes del grupo HFGFD-Veh y una disminucion debido a las
estatinas, principalmente en HFGFD-Sim, aunque sin significancia estadistica

(Figura 18C).
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Las estatinas reestablecen el fenotipo quiescente de las HSC evitando la activacién

inducida por ET-1

Con el fin de analizar el nivel de activaciéon de las HSC de los diferentes grupos de
estudio, se cuantificé la cantidad de vitamina A que contenian estas células mediante
autofluorescencia y tincidn con Qil Red O. Las HSC aisladas de los animales HFGFD-Veh
mostraron una autofluorescencia media (Figura 21A-B) y un nimero de gotas lipidicas
por célula (Figura 21D) significativamente menores a las HSC del grupo CD-Veh, junto

con una morfologia alargada con aspecto de miofibroblasto (Figura 21C).

Las HSC de las ratas tratadas con simvastatina mostraron una autofluorescencia media
significativamente mas alta en comparacién con las HSC del grupo HFGFD-Veh, mientras
que las células obtenidas del grupo tratado con atorvastatina mostraron una tendencia
creciente no significativa (Figura 21A-B). Ademas, la tincion Oil Red O reveld una
apariencia quiescente con una morfologia similar a estrella en las HSC aisladas de estos
grupos (Figura 21C), asi como un numero significativamente mayor de gotas lipidicas en

comparacion con HSC del grupo HFGFD-Veh (Figura 21D).
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Figura 21. Deteccion de vitamina A en células hepdticas estrelladas (HSC). Cuantificacion de
vitamina A almacenada en las HSC primarias aisladas de CD-Veh, n=5; HFGFD-Veh, n=5;
HFGFD-Sim, n=5 y HFGFD-Ato, n=5. (A) Imdgenes representativas de HSC recién aisladas
visualizadas usando la autofluorescencia de la vitamina A (barra de escala, 100um). (B)
Cuantificacion de la autofluorescencia media por drea celular. (C) Imdgenes representativas de
la tincion Oil Red O de HSC (barra de escala, 50um). (D) Numero de gotas lipidicas por célula. Los
valores se expresan como media + SEM; **p <0,01; ***p <0,001 en comparacion con CD-Veh.

#n <0,05; *p <0,01 en comparacién con HFGFD-Veh (ANOVA).
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Finalmente, se evaluaron las vias de sefializacion de la ET-1 mediante analisis de
Western blot en las HSC aisladas (Figura 22). No hubo diferencias en los niveles de
fosforilacién de moesina en las HSC del grupo HFGFD-Veh en comparacion con las del
grupo CD-Veh (Figura 22A). Sin embargo, exhibieron un aumento significativo en los
niveles de P-ERK1/2, cFOS y aSMA (Figura 22B-D). El tratamiento con simvastatina
redujo significativamente los niveles de P-ERK1/2, mientras que la atorvastatina mostrd
una disminucion discreta (Figura 22B). Ambas estatinas redujeron significativamente los
niveles de expresién de cFOS y aSMA, llegando a niveles comparables a los de los
animales sanos (Figura 22C-D). Las HSC del grupo HFGFD-Veh mostraron un aumento
casi significativo en los niveles de expresion del ETRA, que fue revertido por ambos
tratamientos con estatinas (Figura 22E), mientras que no hubo diferencias en los niveles

de expresion del ETRB entre los diferentes grupos (Figura 8F).
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Figura 22. Marcadores de la via de endotelina en células hepdticas estrelladas (HSC). Los
diagramas de barras muestran la cuantificacién de (A) P-moesina, (B) P-ERK1/2 (C) cFOS (D)
aSMA (E) ETRA y (F) ETRB en las HSC aisladas de CD-Veh, n=5; HFGFD-Veh, n=5; HFGFD-Sim, n=5
y HFGFD-Ato, n=5. La GAPDH se utilizo como control de carga. Los niveles de proteina se
normalizaron respecto al grupo HFGFD-Veh y se expresan como media + SEM. **p <0,01 en

comparacién con CD-Veh. #p <0,05; #p <0,01 en comparacién con HFGFD-Veh (ANOVA). Western

blots correspondientes. La GAPDH se utilizé como control de carga.
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4.2 Estudio 2
Efectos adversos asociados a dosis altas de ambrisentan

El estudio 2 se realizd con dos dosis diferentes de ambrisentan. En un inicio, se usé una
dosis de 30 mg/kg/dia (Am"), pero ésta produjo efectos secundarios no deseados
(comentados en cada apartado), por lo que se decidié probar una nueva dosis mas baja
de 2 mg/kg/dia (Am"). La dosis baja de ambrisentan demostré ser una dosis efectiva sin
efectos secundarios asociados, por lo que fue la empleada en el resto del estudio para

el andlisis histoldgico y molecular.
Efecto de los tratamientos sobre el incremento de peso

Los animales alimentados con la HFGFD mostraron una ganancia de peso
significativamente mayor al grupo alimentado con la CD. Durante las 2 semanas de
tratamiento, el peso corporal medio no difirié entre los grupos de ratas NASH tratadas
(HFGFD-At; HFGFD-Am") y no tratadas (HFGFD-Veh), excepto en el caso de las ratas que
recibieron la combinacién de atorvastatina con la dosis alta de ambrisentan
(HFGFD-AtAm"), donde la ganancia de peso fue significativamente inferior a la del grupo
HFGFD-Veh (74% menos de incremento, p =0,001), pero también a la de los grupos
HFGFD-Ato (60% menos de incremento, p =0,047) y HFGFD-Am" (60% menos de
incremento, p =0,036). Ademads, a pesar de estar alimentados con una dieta
hipercaldrica, el incremento de peso del grupo HFGFD-AtAm" fue un 59% menor que el

del grupo CD (Tabla 18).

La reduccién de la dosis de ambrisentan revirtié el efecto de disminuciéon en la ganancia
de peso al ser administrada junto con atorvastatina, de forma que el grupo
HFGFD-AtAm'°, mostré un incremento de peso comparable al grupo HFGFD-Veh
durante las 2 semanas de tratamiento. Los animales tratados solo con ambrisentan a
dosis baja (HFGFD-Am'"), como era de esperar, también incrementaron de peso de

forma semejante (Tablal8).
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Tabla 18. Ganancia de peso.

Ganancia de peso (g)

n
8 semanas de dieta 2 semanas de tratamiento
cbh 7 193,57 £ 10,08 19,2+1,77
HFGFD-Veh 6 274,67 + 14,97** 30,25 + 5,02
HFGFD-At 8 265,5 +17,97** 19,75+ 2,32
HFGFD-Am" 7 274,86 + 25,98** 19,57 £4,49
HFGFD-AtAm" 8 260,38 + 17,55** 7,86 + 5,67 ##1%
HFGFD-Am' 7 323,57 £ 10,41%** 29,4 +2,82
HFGFD-AtAm'" 8 248 +10,87* 26,67 £ 3,25

Los valores se expresan como media + SEM. n, nimero de ratas. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001
en comparacién con CD. #p <0,01 en comparacién con HFGFD-Veh; "p <0,05 en comparacién con

HFGFD-Ato; $p <0,05 en comparacién con HFGFD-Am".

La combinacion de atorvastatina y ambrisentan normaliza la hemodinamica hepatica

Los parametros de la circulacion sistémica no se vieron afectados en el modelo y

tampoco tras la administracion de los diferentes tratamientos.

La PP fue significativamente mas alta en ratas HFGFD-Veh que en ratas CD (incremento
del 27,8%, p <0,001). Esto fue acompafiado por un aumento en la IHVR y una
disminucion del PBF. En estas ratas con HP, el tratamiento con atorvastatina en
monoterapia produjo una disminucién significativa de la PP (HFGFD-At: 12,8%,

p =0,001), asociada a una reduccién moderada de la IHVR (Tabla 19).

Los tratamientos con la dosis alta de ambrisentan, solo o en combinacién, produjeron
una disminucién significativa de la PP (HFGFD-Am": 9,5%, p =0,011; HFGFD-AtAm":
15,7%, p <0,011) en comparacion al grupo HFGFD-Veh. Esta reduccidn de la PP fue a

causa de una disminucidn significativa de la IHVR producida por el ambrisentan. Sin
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embargo, estos grupos con dosis alta de ambrisentan también mostraron un aumento
significativo del PBF en comparacion con el grupo HFGFD-Veh. La reduccién de la IHVR
del grupo HFGFD-Am" fue significativamente mayor a la del grupo HFGFD-Ato. Sin
embargo, esto no se tradujo en un mayor efecto sobre la PP, probablemente debido al

aumento de PBF producido por el ambrisentan a estas dosis elevadas.

La reduccion de la dosis de ambrisentan, sélo o en combinacién, mantuvo los efectos
beneficiosos del farmaco, produciendo una disminucién significativa de la PP
(HFGFD-Am'": 10,9%, p =0,001; HFGFD-AtAm": 16,1%, p <0,001), acompafiada de una
reduccion significativa de la IHVR en comparacidon con el vehiculo. Pero, ademas,
previno el efecto no deseado del farmaco sobre el PBF, de manera que los grupos
HFGFD-Am' y HFGFD-AtAm'° no mostraron diferencias en los valores de PBF en

comparacion al grupo HFGFD-Veh.

La combinacidn de atorvastatina y la dosis baja de ambrisentan consiguié una mejora
general de la hemodinamica hepatica mayor a la obtenida con cada uno de los farmacos
en monoterapia, ya que solo el grupo HFGFD-AtAm'" mostré valores de PP, PBF y IHVR

comparables a los del grupo CD.
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Tabla 19. Medidas hemodindmicas.

MAP SMABF SMAR PP PBF IHVR Frecuencia
(mmHg) (mL/[min100g]) (mmHg/mL-min-100 g) (mmHg) (mL/[min-100 g]) (mmHg/mL-min-100 g) ca(!;g:cl;:a
CcDh 122+4,13 3,20+0,29 36,70+ 2,52 8,45 + 0,25 2,99+0,13 2,86+0,14 325,84 +13,19
HFGFD-Veh 125,67 +9,06 3,02+0,42 40,51 +4,17 10,8 £ 0,12%*** 2,3+0,18* 4,83 £0,37*** 322,76 £10,74
HFGFD-At 113,95+6,6 3,61+0,51 32,96 £5,56 9,42 + 0,27*# 2,22 +0,15** 4,37 +0,31%** 315,54 +£12,05
HFGFD-Amhi 118,86 +5,04 3,58+0,37 32,75+3,81 9,77 £0,32%*# 3,5+ 0,25###1T 2,86 + 0,181t 341,92 +15,41
HFGFD-AtAmbi 128,57 +6,11 4,15+0,4 31,58 +4,57 9,11 + 0,25## 3,05 + 0,18##* 3,04 + 0,16##1TT 333,72 £15,22
HFGFD-Am'® 118,43 +2,67 29704 40,81 +5,81 9,62 + 0,33**## 2,72 0,22 3,69 £ 0,36*## 322,12 £ 8,33
HFGFD-AtAm'® 122,10+ 3,02 3,77 +£0,35 32,36+ 3,89 9,06 + 0,16 2,820,171 3,31 + 0,231 323,08 £6,76

Los valores se expresan como media + SEM. n, nimero de ratas; MAP, presion arterial media; SMABF, flujo sanguineo de la arteria mesentérica

superior; SMAR, resistencia de la arteria mesentérica superior; PP, presidn portal; PBF, flujo sanguineo portal; IHVR, resistencia vascular

intrahepatica; PPM, pulsaciones por minuto. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 en comparacién con CD; p <0,05; #p <0,01; **p <0,001 en

comparacion con HFGFD-Veh; 'p <0,05; "'p <0,01; "'p <0,001 en comparacién con HFGFD-At (ANOVA)
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Efecto de los tratamientos sobre los parametros bioquimicos

Se observé un aumento significativo de los niveles de ALT en el grupo HFGFD-Veh en
comparacion con los animales con CD. Todos los grupos de tratamiento redujeron
significativamente los niveles de ALT en suero, en comparacion al grupo HFGFD-Veh.
Esta mejora de los niveles de transaminasas se mantuvo con la reduccidn de la dosis de

ambrisentan (Tabla 20).

Hubo una ausencia total de toxicidad tanto hepdtica como muscular en todos los
animales del estudio. Ni siquiera la administraciéon de la dosis alta de ambrisentan
mostrd signos de toxicidad hepatica, y la combinaciéon de esta con la atorvastatina

tampoco produjo toxicidad hepatica o muscular.
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Tabla 20. Pardmetros bioquimicos.

Glucosa Creatinina Bilirrubina AST ALT CK FA Colesterol LDL HDL TGL Albumina
(mg/dL)  (mg/dL)  (mg/dL) (Ui/L) (ui/L) (Ui/L) (Ui/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL)
CD-Veh 7 128,83 0,51 0,11 160,33 34,71 827 120,43 89,57 29,57 54,00 28,5 2,99
+6,80 +0,06 +0,01 +21,21 +3,08 +103,94 +6,05 +8,11 +3,18 +5,17 +2,17 +0,07
HFGFD-Veh 6 151,67 0,50 0,12 168,17 73,00 751,17 131,83 79,83 27,33 47,67 24,17 2,95
+14,91 +0,03 +0,02 +20,08 +16,63*** + 85,97 + 8,56 +5,72 +2,93 + 3,56 +2,7 +0,07
HEGFD-At 3 152,50 0,66 0,12 128,88 37,00 787,86 130,00 76,13 25,25 45,38 27,25 2,95
+16,26 +0,03*# +0,02 +10,82 + 2,73 +97,28 +13,13 + 3,45 +1,83 +2,78 +4,55 +0,08
HFGFD-AmM 7 152,57 0,54 0,11 131,5 42,71 882,83 148,86 79,43 24,57 47,71 36,14 3,06
+17,05 +0,04 +0,01 +9,48 + 3,48#* +72,75 +10,02 + 8,75 +2,64 +6,92 +3,92 +0,06
HFGFD-AtAm" 8 141,5 0,57 0,10 127,88 34,25 723,14 139,00 72,75 23,88 42,13 33,75 2,90
+10,65 +0,04 +0,02 +10,14 + 2,47#4# +105,17 +8,93 +5,85% 2 +4,21 +4,6 +0,06
HFGED-Am' 7 146,86 0,59 0,12 171,29 38,43 857,00 127,86 77,71 24,14 46,29 36,57 2,97
+17,95 +0,06 +0,01 +19,54 +3,67%# +123,09 + 14,35 + 3,56 +2,05 +2,83 +5,42 +0,03
HEGED-AtAm® 8 133,13 0,50 0,14 135,13 39,75 797,63 138,00 73,75 23,50 45,38 23,75 2,96
+13,35 +0,03 +0,01 +18,10 + 4,75 + 149,32 +12,97 +3,07* +1,97 +2,06 + 4,04 +0,05

Los valores se expresan como media * SEM. n, nUmero de ratas; AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; CK, creatina

quinasa; FA, fosfatasa alcalina; TGL, triglicéridos. *p <0,05; ***p <0,001 en comparacién con CD. #p <0,05; ##p <0,01; ##p <0,001 en comparacién

con HFGFD-Veh.
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La combinacion de atorvastatina y ambrisentan revierte el NASH histolégico

El 100% de los animales HFGFD-Veh presentaron NASH histolégico, definido como la
concurrencia de esteatosis, balonizacién hepatocelular e inflamacién lobulillar. El
tratamiento de estos animales no afecté significativamente a la esteatosis hepatica,
aunque la combinacidn de atorvastatina y ambrisentan redujo notablemente el
porcentaje de individuos con esta caracteristica. La presencia de balonizacidn disminuyé
significativamente en el grupo HFGFD-AtAm'"°, mientras que la inflamacién mejoré tanto

en el grupo HFGFD-At como en el HFGFD-AtAm®™.

Los animales HFGFD-Veh presentaron valores de NAFLD Activity Score (NAS) de 4y 5,
mientras que los animales tratados no superaron el score de 4. Ademas, tanto la
atorvastatina como el ambrisentan redujeron el porcentaje de ratas con NASH

histoldgico, y la combinacién de ambas consiguié una reduccion del 75% (Figura 23).
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Figura 23. Histologia hepdtica. Evaluacion histologica de NASH siguiendo la puntuacion
histolégica NASH-CRN en CD, n=7, HFGFD-Veh, n=6, HFGFD-At, n=8; HFGFD-Am", n=7;
HFGFD-AtAm", n=8. Los diagramas de barras representan el porcentaje de individuos que
presentan esteatosis, balonizacién hepatocelular, inflamacion lobulillar, y NASH diagnosticada
histolégicamente (definida como NAFLD activity score (NAS) 23 y concurrencia de esteatosis,

balonizacion hepatocelular e inflamacion lobulillar). Los scores se representan en gris claro, gris
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oscuro y negro. Imdgenes representativas (aumento de 20x) de secciones de higado tefiidas con
Hematoxilina-Eosina. Se uso la prueba U de Mann Whitney para comparar los porcentajes de
cada score por pares de grupos para cada item (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 en comparacion

con CD; #p <0,05; #p <0,01 en comparacién con HFGFD-Veh).
La atorvastatina mejora la sensibilidad a insulina

Los niveles de insulina en suero aumentaron significativamente con la dieta HFGFD.
Estos valores fueron acompafiados por un gran aumento del indice HOMA en estos
animales. Los grupos tratados con atorvastatina sola o en combinacion (HFGFD-At y
HFGFD-AtAm") mostraron una reduccidon significativa en los niveles de insulina,
mientras que en el grupo HFGFD-Am' los niveles fueron semejantes a los del grupo
HFGFD-Veh. El HOMA-IR disminuyé en los grupos HFGFD-At y HFGFD-AtAm'°, aunque la

disminucién solo alcanzd la significancia estadistica en el segundo grupo (Tabla 21).

Tabla 21. Resistencia a insulina

n Insulina ng/ml HOMA-IR
cD 7 4,47 0,68 1,39+0,17
HFGFD-Veh 6 12,29 + 2,26** 4,48 + 0,69**
HFGFD-At 8 6,76 +1,27* 2,56 +0,71
HFGFD-Am'" 7 12,59 + 2,93** 4,51 +1,12**
HFGFD-AtAm' 8 6,74 £ 0,57* 2,04 +0,29%

Los valores se expresan como media + SEM. n, nimero de ratas. **p <0,01 en comparacién con
CD. #p <0,05 en comparacién con HFGFD-Veh. HOMA-IR, modelo de homeostasis de resistencia

ainsulina (ANOVA).
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La atorvastatina y el ambrisentan reestablecen el balance de vasomoduladores

intrahepaticos

El analisis de proteinas por Western blot de muestras de higado total mostré una
reduccion significativa de los niveles del factor de transcripcién KLF2, junto con una
disminucién de la fosforilacion de Akt y niveles significativamente menores de PeNOS
en el grupo HFGFD-Veh en comparacién con el grupo CD. El tratamiento con
atorvastatina fue capaz de recuperar la expresion de KLF2, incrementando también la
fosforilacidn intrahepatica de Akt y eNOS. El tratamiento con ambrisentan por otra
parte, consiguié recuperar los niveles de fosforilacion de eNOS y de Akt, pero no los
valores de expresiéon de KLF2. La expresion de ET-1 intrahepatica se mostrd
significativamente elevada en ratas HFGFD-Veh en comparacion con el grupo CD. En los
grupos HFGFD-At y HFGFD-AtAm" los niveles de este vasoconstrictor disminuyeron de

forma significativa, pero no en el grupo HFGFD-Am'" (Figura 24).
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Figura 24. Andlisis de la expresion de moduladores vasoactivos en higado total por Western blot.

Los diagramas de barras muestran la cuantificacion de las proteinas KLF2, P-Akt/Akt,

P-eNOS/eNOS y ET-1 en CD, n=7; HFGFD-Veh, n=6; HFGFD-At, n=8; HFGFD-Am, n=7 y

HFGFD-AtAm", n=8. Los niveles de proteina se muestran normalizados por el grupo HFGFD-Veh

y se expresan como media * SEM. Debajo se ensefian los Western blot correspondientes. La

GAPDH se utilizé como control de carga. *p <0,05 en comparacidn con CD; #p <0,05; #p <0,01;

##p <0,001 en comparacién con HFGFD-Veh.
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La atorvastatina reduce los niveles de ET-1 en suero incrementados por ambrisentan
La medicién de la concentracién de ET-1 en suero revelé un aumento significativo en el
grupo HFGFD-Am' en comparacidn con las ratas CD y HFGFD tratadas con vehiculo o
con atorvastatina. Sin embargo, el grupo HFGFD-AtAm' mostrd niveles de ET-1
significativamente menores al del grupo HFGFD-Am'" (Figura 25).

ET-1 en suero
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Figura 25. Concentracion de endotelina-1 (ET-1) en suero. Los valores se expresan como

media + SEM en CD, n=7; HFGFD-Veh, n=6; HFGFD-At, n=8; HFGFD-Am®, n=7 y
HFGFD-AtAm®, n=8. *p <0,05; ***p <0,001 en comparacién con CD. *#p <0,01; **#p <0,001 en
comparacién con HFGFD-Veh; "p <0,01 en comparacion con HFGFD-At; %°p <0,001 en
comparacién con HFGFD-Am' (ANOVA).

El ambrisentan y la atorvastatina mejoran la funcion endotelial

Las LSEC primarias aisladas de ratas HFGFD-Veh mostraron niveles inferiores de KLF2,
P-Akt y PeNOS en comparacion a las LSEC de ratas CD. Las células del grupo HFGFD-At
recuperaron totalmente la expresién de estos marcadores de funcidon endotelial,
mientras que las del grupo HFGFD-Am'® mostraron un incremento parcial de KLF2 y
PeNOS, y un aumento significativo en la expresién de PeNOS. Finalmente, las LSEC del
grupo HFGFD-AtAm' presentaron niveles de expresidn significativamente superiores de
KLF2, P-Akt y PeNOS con respecto a las células aisladas del grupo HFGFD-Veh
(Figura 26).
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Figura 26. Andlisis de western blot de marcadores de funcion endotelial en células endoteliales
sinusoidales hepdticas (LSEC). Los diagramas de barras muestran la cuantificacion de las
proteinas KLF2, P-AKT/AKT y P-eNOS/eNOS en CD, n=4; HFGFD-Veh, n=3; HFGFD-At, n=4;
HFGFD-Am", n=4 y HFGFD-AtAm", n=4. Los niveles de proteina se muestran normalizados por el
grupo HFGFD-Veh y se expresan como media + SEM. En la parte derecha se ensefian los Western
blot correspondientes. La GAPDH se utilizé como control de carga. Se comprobd la especificidad
del patrén mdultiple para las bandas de PeNOS (ver Anexo 2). *p <0,05 en comparacion con CD;

#n <0,05 en comparacién con HFGFD-Veh.
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La atorvastatina inhibe la contraccion de las HSC y el ambrisentan bloquea la

respuesta contractil a ET-1

Las HSC aisladas de los diferentes grupos de estudio se cultivaron en geles de coldgeno
y en medio con o sin ET-1 (107 M). En cultivo con medio sin ET-1, las células aisladas del
grupo HFGFD-Veh presentaron un porcentaje de contraccién significativamente mayor
a las células aisladas del grupo CD. La capacidad contractil fue mucho menor en el caso
de las células de los grupos con tratamiento, pero sobre todo en las HSC de los animales
HFGFD-At y HFGFD-AtAm', cuyo porcentaje de contraccidn fue muy similar al mostrado

por las células del grupo CD.

La incubacion in vitro de estas células con ET-1 (10”7 M), produjo una contraccién del gel
de colageno superior en las ratas HFGFD-Veh, mientras que las HSC de las ratas CD
mantuvieron su bajo porcentaje de contraccidn. Las HSC aisladas de las ratas HFGFD-At
también mostraron un porcentaje de contraccién significativamente mayor al
incubarlas con ET-1. Las células aisladas del grupo HFGFD-Am'" incubadas con ET-1
in vitro, no mostraron un aumento de contraccién, manteniendo el porcentaje

significativamente inferior al del grupo HFGFD-Veh.

Finalmente, las HSC aisladas del grupo HFGFD-AtAm'°, mostraron un porcentaje de
contraccion del gel de colageno significativamente menor al de las HSC del grupo
HFGFD-Veh e indistinguible de las del grupo de ratas sanas, tras la incubacién tanto en

medio sin ET-1 como con ET-1 (Figura 27).
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Figura 27. Contraccidon ejercida por las células hepdticas estrelladas (HSC) sobre geles de
coldgeno. La contraccion se expresa como el porcentaje de diferencia del drea inicial del gel como
media * SEM en CD, n=3; HFGFD-Veh, n=4; HFGFD-At, n=5; HFGFD-Am®, n=4 y
HFGFD-AtAm", n=4. *p <0,05; ***p <0,001 en comparacién con CD; *p <0,05; *p <0,01;

it

'p <0,001 en comparacién con HFGFD-Veh; "p <0,05; *'p <0,01 (ANOVA).



112 | Resultados

La atorvastatina y el ambrisentan revierten el perfil de expresién génica pro-contractil

y pro-fibrogénico de las HSC

Los niveles de mRNA de ET-1 en las HSC, a pesar de no mostrar diferencias entre los
grupos CD y HFGFD-Veh, se encontraron disminuidos en los grupos HFGFD-Am'"° y

HFGFD-AtAm', aunque solo de forma significativa en el primer grupo.

Los niveles de expresion génica de los receptores de ET-1, ETRA y ETRB se mostraron
incrementados en las HSC del grupo HFGFD-Veh en comparacion con el grupo CD. En el
caso del ETRA, todos los grupos de tratamiento mostraron una reduccién significativa
en los niveles de mRNA de este receptor. Sin embargo, los niveles de mRNA del ERTB,
aunque con una tendencia a su disminucién en todos los grupos, solo se encontraron
significativamente infraexpresados en las HSC del grupo HFGFD-AtAm'°, en comparacién

al grupo HFGFD-Veh.

Las HSC procedentes de ratas HFGFD-Veh mostraron un aumento de la expresion de
aSMA, COL1A1 y desmina en comparacion con el grupo CD. Los niveles de mRNA de
aSMA y COL1A1 disminuyeron de forma significativa en las células aisladas de todos los
grupos con tratamiento. Sin embargo, a pesar de que los valores de expresién de
desmina fueron inferiores en todos los grupos tratados, la reducciéon fue significativa
Unicamente en las HSC del grupo HFGFD-AtAm'°, mostrando una sinergia de ambos

farmacos a la hora de reducir la expresion de este marcador de activacion.

Los niveles de expresién del receptor B de factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFRB) y de la metaloproteinasa de matriz 2 (MMP2) en las HSC, no se vieron
modificados en el grupo HFGFD-Veh, en comparacién al grupo CD. Sin embargo, todos
los grupos de tratamiento mostraron una reduccién de los niveles de mRNA de PDGFRp,
sobre todo los grupos HFGFD-Am'® y HFGFD-AtAm', que también mostraron niveles de
expresion significativamente inferiores de MMP2 en comparacién al grupo HFGFD-Veh

(Figura 28).
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Figura 28. Expresion de marcadores procontrdctiles y profibréticos en células hepdticas
estrelladas (HSC). Cuantificacion relativa de la expresion de mRNA de ET-1, ETRA, ETRB, aSMA,
COL1A1, Desmina, PDGFRB y MMP2 por qRT-PCR, expresado como el fold change en HSC aisladas
de CD, n=4; HFGFD-Veh, n=4; HFGFD-At, n=6; HFGFD-Amb'°, n=4 y HFGFD-AtAm'", n=5. La GAPDH
se usé como control enddgeno y los resultados se normalizaron con respecto a las HSC del grupo

HFGFD-Veh. Los niveles de mRNA se expresan como media + SEM. *p <0,05 en comparacion
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5. Discusion

La MAFLD representa un problema de salud a nivel mundial debido al drastico aumento
de la prevalencia de obesidad’. Se considera el componente hepatico del sindrome
metabdlico y cubre un amplio espectro de dafio hepatico que va desde la esteatosis
simple, que puede progresar a NASH, fibrosis, cirrosis y finalmente, carcinoma

hepatocelular®.

La HP es responsable de la mayoria de las complicaciones clinicas asociadas a las
enfermedades hepaticas crénicas incluida la MAFLD. A dia de hoy, no disponemos de
ningiin farmaco indicado para el tratamiento de NASH!%'4 vy las Unicas terapias
farmacoldgicas aprobadas para reducir la PP son las dirigidas a reducir el PBF,
induciendo una vasoconstriccién espldcnica mediante beta bloqueantes*”. Sin
embargo, varios estudios han verificado la presencia de HP en la MAFLD en ausencia de
fibrosis, lo que plantea la teoria de que la HP precede al desarrollo de la cirrosis en
pacientes con MAFLD33%175 Por |o tanto, son necesarios nuevos tratamientos dirigidos

a reducir la IHVR, y en concreto al componente dindmico que hace que esta aumente.

En la presente tesis doctoral buscamos identificar mecanismos alterados en Ia
modulacién de la funcidén sinusoidal hepatica para asi estudiar nuevas estrategias
terapéuticas para el tratamiento de NASH con hipertensién portal. Para ello utilizamos
un modelo de rata NASH inducido por dieta, desarrollado previamente por nuestro
grupo, que desarrolla obesidad, resistencia a insulina, disfuncién endotelial e HP en
ausencia de fibrosis®. Esta ausencia de fibrosis limita el uso del modelo al estudio de
NASH en sus estadios mas tempranos, lo cual permite analizar la HP y sus mecanismos
sin la interferencia de cambios estructurales provocados por la fibrosis o por factores

extrahepaticos.
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En el primer estudio aislamos por primera vez LSEC desdiferenciadas de un modelo de
NASH para su posterior caracterizacion y demostramos que las estatinas actian sobre
estas células disfuncionales reestableciendo su fenotipo y funcidn fisioldgica,

mejorando asi la HP.

Los resultados del primer estudio muestran que las estatinas ejercen una mejora
general en la fisiopatologia de NASH con una clara reversion del NASH histolédgicamente
diagnosticado.  En este aspecto, varios estudios previos ofrecen resultados
prometedores'®>1’® probablemente relacionados con los efectos pleiotrépicos de las
estatinas, aunque se necesitan ensayos controlados con suficiente potencia para
establecer un efecto directo sobre la histologia hepatica. A diferencia de experiencias
previas en modelos preclinicos de cirrosis hepatica donde las estatinas fueron toxicas'®,
los efectos beneficiosos de las estatinas en nuestro modelo de NASH se observaron con
efectos toxicos minimos donde la toxicidad hepatica estuvo ausente y solo unos pocos
animales presentaron toxicidad muscular leve. Mas alin, ademas de no causar toxicidad

hepatica, las estatinas redujeron los niveles de ALT en suero que se encontraban

incrementados en el modelo.

Como se ha explicado en la introduccidn, la disfuncidn endotelial sinusoidal del higado
en la MAFLD contribuye al aumento de la IHVR y, por lo tanto, a la HP, sin cambios
estructurales del higado¥. De acuerdo con estos datos, el modelo de NASH de nuestro
estudio mostré un aumento de la PP, junto con una disminucion de la expresion de KLF2
y PeNOS. La disminucién de la fosforilacidon y actividad de eNOS es probablemente
resultado de la alteraciéon de la capacidad vasoprotectora de KLF2, un factor de
transcripcién inducido en respuesta al estrés de rozamiento, lo que explica la
incapacidad vasodilatadora del endotelio sinusoidal, debido a una menor produccién de
NO’. En este estudio, las estatinas resultaron ser efectivas a la hora de reducir la PP,
probablemente reestableciendo la funcidon endotelial, mediante el aumento de
expresion de KLF2 y la consiguiente activacion de eNOS™®. Por otro lado, la insulina

también juega un papel muy importante en la regulaciéon de la actividad eNOS
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intrahepatica mediante la via IRS/PI3K/Akt, mecanismo que hemos visto alterado en el
modelo de NASH, evidenciado por la resistencia a insulina y la disminucidn de los niveles
de P-Akt en higado, en concordancia con estudios previos?>”>. Nuestros datos muestran
qgue el tratamiento con estatinas mejora la sensibilidad a insulina, aumentando los
niveles intrahepaticos de P-Akt en ratas alimentadas con HFGFD, recuperando asi la

respuesta vasodilatadora del endotelio sinusoidal.

La disfuncién endotelial es resultado del cambio funcional y estructural que
experimentan las LSEC, y probablemente el primer paso clave para el desarrollo de la
enfermedad. Para poder comprender en profundidad el mecanismo que subyace a la
disfuncidn de estas células decidimos explorar el papel especifico de las LSEC en la
patologia. Publicaciones recientes han demostrado la existencia de dos subpoblaciones
de LSEC que se ubican de manera diferencial siguiendo el patréon acinar, para cumplir
distintas funciones fisiolégicas. En la zona pericentral, las LSEC muestran una gran
expresion de CD32b, y activacion de vias involucradas en funciones como la endocitosis;
mientras que las de la zona periportal, con poca expresidn de CD32b, estan relacionadas
con la angiogénesis!’®'7°, De acuerdo con estos datos, nuestro anélisis por citometria
de flujo de LSEC aisladas de ratas sanas también identifico dos subtipos de LSEC.
Ademas, el analisis de la expresidon génica de ambas subpoblaciones reprodujo los
resultados de los estudios previos, donde los dos subtipos se distinguian como células
con expresion alta o media/baja de los marcadores CD32b, STAB1 y LYVE-1. En los
animales control, obtuvimos un pequefio porcentaje de células CD32b", probablemente
correspondientes a las ubicadas en la zona periportal. Con respecto a los animales
alimentados con HFGFD, encontramos un incremento significativo en este porcentaje.
Tras el andlisis de expresion génica de esta subpoblacion de LSEC CD32b™ se observaron
claras diferencias entre las provenientes de ratas sanas o del modelo de NASH, dado
qgue estas ultimas mostraron un aumento de la expresion de marcadores de
capilarizacién (CD31y ET-1). Estos datos sugieren que el mayor nimero de LSEC CD32b"~
en el modelo corresponden a LSEC desdiferenciadas, en un proceso de capilarizacion

que contribuye al desarrollo y avance de NASH.
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Como se ha mencionado anteriormente, las estatinas confieren vasoproteccién al
endotelio sinusoidal hepatico. Nuestros experimentos sugieren que parte de esta
vasoproteccidn, se basa en el mantenimiento del fenotipo diferenciado de las LSEC, ya
qgue los animales tratados con estatinas presentaron porcentajes significativamente
inferiores de LSEC CD32b™ con niveles reducidos de expresion de ET-1, en comparacién
a los tratados con vehiculo. Es importante sefialar que el efecto beneficioso de las
estatinas revirtiendo la expresidn de este vasoconstrictor se produjo exclusivamente en

las LSEC CD32b" y no en las células CD32b".

Ademas de los efectos directos de las estatinas revirtiendo el fenotipo disfuncional de
las LSEC, también demostramos el alcance del tratamiento sobre las HSC. La ET-1 es un
vasomodulador que actua principalmente sobre las HSC para producir vasoconstriccion
sinusoidal®®, Las HSC del modelo de NASH presentaron un fenotipo activado,
caracterizado por una morfologia tipo miofibroblasto y una clara pérdida de
vitamina A®L. Ademds, observamos un aumento en la expresién de ETRA, pero no en
ETRB, de acuerdo con la descripcién de HSC en una fase temprana de activacion®. En
este estudio demostramos que las estatinas mejoraron el fenotipo HSC, reestableciendo
el almacenamiento de vitamina Ay la morfologia quiescente, junto con la reduccién de
expresion de aSMA, marcador de activacion relacionado con la accién directa de ET-1%2,
Asimismo, nuestros resultados demuestran que el tratamiento con estatinas no solo
normaliza la expresion del ETRA en las HSC, sino que también evita la consiguiente
activacién de la via RAF/MEK/ERK que conduce a proliferacién (probado por la
expresion de cFOS) y contraccidn de la célula. Las HSC de nuestro modelo no mostraron
un aumento de la actividad de la Rho-quinasa, evaluada por la fosforilacion de la
moesina (sustrato endégeno de Rho-quinasa), por lo que la contraccion de las HSC esté
probablemente siendo producida por un aumento de Ca?* intracelular inducido por la

estimulacidn de los receptores de ET-17°,

Aunque hipotetizamos que las estatinas actian directamente en LSEC y que el efecto

sobre HSC podria ser en parte una consecuencia indirecta de la mejora del fenotipo de
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las LSEC, no se puede descartar un efecto directo de las estatinas sobre las HSC u otros

efectos adicionales sobre otros tipos celulares hepaticos.

En resumen, nuestro estudio demuestra que las estatinas mejoran la microcirculacién
intrahepatica, reduciendo el nimero de LSEC desdiferenciadas, disminuyendo asi la
expresion de ET-1 y restaurando el fenotipo quiescente de las HSC (Figura 29). En
consecuencia, se recupera la funcién sinusoidal, mejorando la histologia NASH y la HP,

lo que conduce a una mejora del pronéstico de la enfermedad.

- 2 ESTATINAS
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Figura 29. Efecto de las estatinas sobre los subtipos de células endoteliales sinusoidales hepdticas
(LSEC) y sobre las células hepdticas estrelladas (HSC).
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En el segundo estudio analizamos el efecto de combinar las estatinas, que habian
demostrado ser eficaces a la hora de reestablecer el fenotipo funcional de las LSEC, con
ambrisentan, un inhibidor selectivo del ETRA, para asi bloquear la activacién de las HSC
por ET-1. Con este estudio, demostramos que la combinacidn de los farmacos revierte

el fenotipo contractil del sinusoide, mejorando la HP en el modelo de NASH.

A dia de hoy, los ERAs (antagonistas de los receptores de ET-1) estan indicados para el
tratamiento de la hipertensidn arterial pulmonar. Mas recientemente, varios estudios,
han demostrado la capacidad de estos farmacos para modular la hemodinamica
hepética en modelos cirréticos, aunque con resultados discordantes'® 13, En un
estudio previo, la administracion de 5 mg de ambrisentan provocd una disminucion
significativa de la PP en pacientes cirrdticos'®. Sin embargo, en otro estudio realizado
con ratas cirrdticas, el ambrisentan a una dosis de 35 mg/kg/dia no redujo la PP, En
base a estos estudios decidimos administrar una dosis de 30 mg/kg/dia, equivalente a
5mg en humanos, segln la escala alométrica, en funcién del peso y la superficie

corporal,

Los animales que recibieron ambrisentan a 30 mg/kg/dia coadministrado con
atorvastatina mostraron una disminucion significativa de la ganancia de peso, lo que
podia ser ya un primer indicio de que a esta dosis el ambrisentan podria producir efectos
adversos. Estos animales, ademas, mostraron una ligera dificultad respiratoria. Por otra
parte, nuestros resultados mostraron que la administracion de ambrisentan a
30 mg/kg/dia produce una reduccidén significativa de la PP concomitante a una gran
reduccion de la IHVR y a pesar de un aumento significativo del PBF que podria estar
obstaculizando la reduccion de la PP. Estos datos iniciales sugirieron que la dosis inicial
establecida era excesiva, y que, a pesar de mejorar la HP, conlleva la aparicion de efectos
desfavorables. Finalmente, la reduccién de la dosis a 2 mg/kg/dia revirtié la aparicién
de estos efectos secundarios no deseados, manteniendo los efectos beneficiosos

intrahepaticos.
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Se ha descrito que la administracién de ERAs a largo plazo puede producir lesiones
hepaticas, por lo que su prescripcién se acompafia de una monitorizacidn regular de la
funcién hepatica. Sin embargo, a diferencia de otros ERAS como el bosentan, cuyo uso

187 ‘el ambrisentan

se ha asociado repetidamente con lesiones hepaticas agudas y graves
no ha sido relacionado con hepatotoxicidad®®!8° ni tan siquiera en pacientes que
previamente habian descontinuado el tratamiento con bosentan debido a alteraciones
en los niveles de aminotransferasas'®. De acuerdo con estos datos, ninglin animal de
nuestro estudio mostro toxicidad hepatica, ni siquiera los que recibieron la dosis alta de
ambrisentan, y todos los grupos de tratamiento revirtieron el aumento de los niveles de
ALT en el modelo de NASH. Estos resultados refuerzan la idea de que el ambrisentan es
un farmaco seguro desde el punto de vista hepdtico, aunque debido a que la principal

ruta de eliminacidn es por via biliar, se podria esperar que la insuficiencia hepatica

incremente su exposicién.

Ademads de normalizar los niveles de aminotransferasas séricas, la combinacion de
ambos medicamentos mejord notablemente la histopatologia. La atorvastatina, sola o
en combinacién, al igual que en el primer estudio, mejord significativamente la
inflamacién lobulillar. La balonizacién sin embardo, mejord significativamente
Unicamente con el tratamiento combinado, por lo que a pesar de que todos los
tratamientos redujeron los valores de NAS score en comparacion con el vehiculo, la
combinacidn alcanzé una mejora superior, revirtiendo el NASH histolégico en el 75% de

los individuos.

En este estudio, corroboramos también el efecto de la atorvastatina sobre la reduccién
de la PP en ratas con NASH y demostramos que el ambrisentan a dosis baja disminuye

la PP actuando sobre la IHVR y sin alterar la hemodinamica sistémica.

La disminucién de la PP en los animales tratados con atorvastatina, tal y como
demostramos en el primer estudio, se debe al restablecimiento de la funcién endotelial,
evidenciado por la sensibilizacion a insulina y a la recuperacién de los niveles

intrahepaticos de KLF2, P-Akt y PeNOS, junto con una menor produccion de ET-1.
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El balance entre la biodisponibilidad de NO y ET-1 por parte del endotelio sinusoidal se
traduce en una menor contraccién de las HSC y la consiguiente reduccién de la IHVRY,
Nuestros datos respaldan esta hipdtesis ya que, en nuestro modelo de NASH, la
disfuncién endotelial condujo a una mayor contraccidon de las HSC, y a una mayor
expresion de aSMA (marcador pro-contractil) por parte de estas. La administracion oral
de atorvastatina, al mejorar la funcion endotelial, redujo significativamente la capacidad

contractil de las HSC.

La administracion de ambrisentan a dosis baja redujo significativamente la IHVR y asi la
PP. En estos animales se recuperd la expresion intrahepatica de P-Akt y PeNQOS, pero no
asi la de KLF2 ni la sensibilidad a insulina. Tampoco se vieron reducidos los niveles de
ET-1 hepatica. Es posible que la activacion de la via P-Akt/PeNOS sea debida al efecto
de la ET-1, que, al competir con el ambrisentan por los ETRA, se una mas a los ETRB en
las LSEC, donde conduce a la vasodilatacién. Esto explicaria por qué en un ensayo con
pacientes con cirrosis, el tezosentan (ERA no selectivo) no mejoré la HP®L, Este farmaco,
a pesar de bloquear la vasoconstriccién mediada por el ETRAy ETRB en HSC, bloquearia
al mismo tiempo el ETRB en LSEC, inhibiendo la vasodilatacién inducida por la ET-1 a
través de las LSEC. La contraccidn de las HSC aisladas de ratas HFGFD tratadas con
ambrisentan fue inferior a la ejercida por las células del grupo vehiculo, aunque sin
alcanzar el efecto ejercido por la atorvastatina, demostrando que ademads de la ET-1

existen otros factores que son importantes en la contraccién de las HSC2,

Como ya hemos comentado, la disfuncién endotelial se define por la reduccién de
biodisponibilidad de NO, pero también por el aumento de expresion de
vasoconstrictores como la ET-1%%. Los niveles de ET-1 hepdtica se encuentran
incrementados en nuestro modelo de NASH, pero no asi los niveles en suero, lo que
indica una alteracidn del sistema de ET-1 a nivel intrahepatico. La ET-1 parece ser ante
todo una sustancia paracrina de accion local, en lugar de una hormona endocrina
circulante, por lo que los niveles séricos de ET-1 no reflejan su impacto fisiopatolédgico

completo?. Sin embargo, el tratamiento con ambrisentan aumentd los niveles séricos



Discusion | 125

de este péptido de forma significativa. Es importante sefialar que la concentracién de
ET-1 depende no solo de su generacion, sino también del aclaramiento mediado por
receptores!®. Por lo tanto, es probable que el aumento de los niveles de ET-1 a nivel
sistémico se deba a una reduccion del aclaramiento resultado del desplazamiento del
péptido unido al receptor. Se ha descrito que el bloqueo de los ETRB, pero no de los
ETRA, aumenta las concentraciones plasmaticas de ET-1'9%'%, No obstante, los
resultados de nuestro estudio demuestran que el ETRA también juega un papel
importan en la eliminacién de ET-1. Por otro lado, la administracion de atorvastatina
junto con el ambrisentan disminuyd significativamente el aumento de ET-1 sérica
producido por el ambrisentan. Tal y como demostramos en el primer estudio, las
estatinas disminuyen la produccion de ET-1 por parte de las LSEC disfuncionales, efecto
que también vemos reflejado en este segundo estudio mediante la reduccidn de los
niveles de ET-1 hepatica en los animales tratados con atorvastatina, ya sea sola o en

combinacidon con ambrisentan.

Asimismo, la respuesta contractil de las HSC a ET-1 aumenta con la progresiéon de la
lesion hepdtica, siendo esta proporcional a su grado de activacién'®*°®, De acuerdo con
estos datos, nuestro modelo de NASH mostré niveles incrementados de ET-1
intrahepatica, y una mayor respuesta de contraccidn por parte de las HSC al ser
incubadas con este vasoconstrictor, a diferencia de las HSC de ratas sanas, que no
mostraron diferencia en el porcentaje de contraccién al ser incubados con ET-1 o sin
ella. Las HSC aisladas de ratas tratadas con atorvastatina también presentaron este
incremento de contraccidén en respuesta a ET-1 exdgena. Sin embargo, las HSC de ratas
tratadas con ambrisentan no aumentaron su contraccién al ser incubadas con ET-1,
demostrando que gran parte de la contraccidn ejercida por las HSC en respuesta a ET-1
es via ETRA (Figura 30). Estos resultados sugieren un papel importante paralas HSCy su
respuesta a ET-1 en la fisiopatologia de la HP en este modelo de NASH. De esta forma,
las HSC activadas (y por lo tanto altamente contractiles) presentan una respuesta de
contraccion exagerada frente a ET-1, y asi contribuyen al incremento de la PP por

constriccién sinusoidal.
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Figura 30. Efecto de la combinacion de atorvastatina y ambrisentan sobre la contractilidad de las

células hepdticas estrelladas (HSC).

De acuerdo con los resultados obtenidos de los grupos de tratamiento en monoterapia
de atorvastatina o ambrisentan, las ratas tratadas con la combinacién de ambos
farmacos mostraron los beneficios ejercidos sinérgicamente con cada medicamento. Asi
pues, se observé un claro restablecimiento de la funciéon endotelial, junto con la
recuperacion de la sensibilidad a insulina y una mayor expresion de KLF2 intrahepatico,
probablemente debidos al efecto de la atorvastatina. El incremento de los niveles
intrahepaticos de P-Akt y PeNOS no fue mayor al obtenido por los farmacos por
separado, por lo que deben estar involucrados otros mecanismos que también reduzcan
la IHVR. En lo que respecta a la contraccidn de las HSC, las células aisladas de este grupo
mostraron un porcentaje de contraccidn indistinguible al alcanzado por las células de
los animales sanos, y al igual que estas no mostraron respuesta contractil al ser

incubadas con ET-1 (Figura 30). La combinacidn de los mecanismos de ambos farmacos
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permitid una mayor reduccion de la PP que la alcanzada por cada uno de los
tratamientos en monoterapia. Tanto es asi que los animales tratados con la
combinacion de ambos farmacos presentaron valores hemodinamicos hepaticos

indistinguibles a los de las ratas alimentadas con dieta control.

La ET-1 juega un papel muy importante en la contractilidad de las HSC activadas, pero
también induce otros efectos bioldgicos, como la proliferacién, la migracion celular y la
fibrogénesis. Las HSC expresan receptores de ET-1, muy por encima de otras células
hepéticas, particularmente cuando se encuentran activadas’®. En este sentido, las HSC
del modelo de NASH presentaron un aumento de la expresion génica de ambos tipos de
receptores de ET-1, lo que explicaria la contraccién exacerbada ejercida por estas

células en respuesta a ET-1 exdgena.

La atorvastatina normalizd los niveles de expresidn del ETRA en las HSC, corroborando
los resultados obtenidos en el primer estudio. El ambrisentan, ademas de revertir el
aumento de los niveles de mRNA de ETRA, también produjo cierta disminucidn en los
niveles de expresion de ETRB, e incluso redujo significativamente los de la ET-1 misma.
La combinacién de atorvastatina y ambrisentan fue el Unico tratamiento capaz de
reducir significativamente los niveles de expresion de ambos tipos de receptores. Estos
resultados evidencian una relacién estrecha entre el proceso de activacion de las HSC y

el sistema de ET-1.

Por otro lado, tanto la atorvastatina como el ambrisentan obtuvieron efectos similares
mejorando el fenotipo de las HSC, como indica la reduccidn en la expresion de
marcadores de activacién (aSMA, COL1A1 y PDGFRB), demostrando asi el papel de la
ET-1 en la activacién de las HSC via ETRA en NASH. Sin embargo, solo la combinacidn de
ambos redujo significativamente la expresion de desmina, lo que demuestra un efecto

sinérgico de ambos farmacos sobre las HSC.

Como ya se ha comentado, la ET-1 tiene un efecto contractil prominente sobre las HSC,

gue puede contribuir a la HP, pero, ademas, promueve su proliferacion y migracion en
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estadios tempranos de la enfermedad®. Los resultados de nuestro estudio demuestran
que el tratamiento con ambrisentan, inhibe la estimulacidn de la expresién de MMP-2
inducida por ET-1, impidiendo asi la degradacidn de la matriz subendotelial normal y su
posterior reemplazo por una matriz extracelular intersticial no funcional®®. Estos
hallazgos evidencian la necesidad de nuevas investigaciones en modelos mas avanzados
de NASH, que posibiliten el analisis del efecto de la combinacion de los farmacos sobre

la fibrogénesis.

En conclusion, los resultados de los dos estudios que incluye esta tesis doctoral sugieren
qgue la combinacién de atorvastatina y ambrisentan restablece el fenotipo sinusoidal
funcional, proceso clave en la regulacion de la circulacién intrahepatica. Los datos
proporcionan evidencia de que las estatinas, confiriendo vasoproteccion a través de la
recuperacion del fenotipo funcional de las LSEC, junto con ambrisentan, inhibiendo la
proliferacién y contraccion de las HSC, equilibran el balance de vasomoduladores y
normalizan el tono vascular intrahepatico. Esto se traduce en la mejoria de la histologia
y la HP en estadios tempranos de NASH, y, en consecuencia, en la prevencidn de la
progresidon de la enfermedad. Por consiguiente, la combinacidon de atorvastatina y

ambrisentan podria ser un tratamiento seguro y efectivo para el tratamiento de NASH.
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6. Conclusiones

e Llaingesta de HFGFD durante 8 semanas provoca NASH histoldgico sin fibrosis e
hipertension portal, promovidos por un aumento en el nimero de LSEC

desdiferenciadas y la consiguiente disfuncion endotelial.

e Las LSEC desdiferenciadas adquieren una mayor expresién de ET-1, y son
precursoras del perfil pro-contractil del sinusoide hepatico, que conduce al

aumento de la resistencia intrahepatica.

e La simvastatina y la atorvastatina mejoran la hipertension portal y el NASH
histoldgico, confiriendo vasoproteccién al endotelio sinusoidal hepatico,
mediante el mantenimiento del fenotipo diferenciado de las LSEC y revirtiendo

la activacién de las HSC.

e El ambrisentan provoca una reduccidon de la presidon portal asociada a una
reduccion de la resistencia intrahepatica, mediante la inhibicion de la activacion

y consiguiente contractilidad de las HSC.

e La combinacion de atorvastatina, que revierte el fenotipo contractil sinusoidal
y de ambrisentan, que bloquea la respuesta a ET-1, logra una inhibicién
completa de la contraccion de las HSC, con la consiguiente reduccion de la
resistencia intrahepdtica y de la presion portal, normalizando asi la

hemodinamica hepatica.

e La combinacion de atorvastatina y ambrisentan produce un efecto
claramente superior sobre la histopatologia que cada uno de los farmacos en

monoterapia, revirtiendo el NASH histoldgico en un 75%.

e La combinacion de atorvastatina y ambrisentan podria ser un tratamiento

efectivo en las fases iniciales de NASH.
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Anexo 1. Buffers y reactivos

Picro-Sirius Red 0.1%

0,5 g Direct Red 80

500 ml Satured aqueous solution of picric acid

Agua acidificada

5 ml acido acético glacial

995 ml dH,0

TE 1x
10 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

HANKS Hepes
62,5 ml HANKs 10X

25 mM NaHCO;
12 mM Hepes*
dH,0 hasta 625 ml

Gasear con carbdgeno (95% O, 5% CO,) durante 20 min.

*Afadir el Hepes mientras se gasea el buffer con carbdgeno.

Ajustar el pH a 7,4 (7,39-7,45).

HANKS |

250 ml HANKS Hepes
0,6 mM EGTA

0,23 mM BSA

0,875 ml Heparina 1%
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HANKS I
300 ml HANKS Hepes

0,1755 g CaCl,-2H,0

KREB'S

62,5 ml Kreb’s 4X

2,5 mM CaCl,-2H,0

25 mM Hepes*

dH,0 hasta 250 ml

Gasear con carbégeno (95% 0O, 5% CO;) durante 20 min.
*Afadir el Hepes mientras se gasea el buffer con carbdgeno.

Ajustar el pH a 7,4 (7,39-7,45).

Tampon de lisis Tritdn (1 ml)

200 pl TBS5X

50 ul NaPPi 0,2 M (Sodio pirofosfato tetrabasico)
40 pl NaF 0,5 M (Floruro sddico)

100 pl Tritéx™ 10%

10 pl SOV 200mM(Ortovanadato de sédio)

10 pl A Ok (Acido okadaico)

12 pl PIM 1uM (Mix inhibidor de proteasas)

4 pl PMSF (Fluoruro de fenilmetilsulfonilo)

574 pl dH,0



Tris-buffered saline (TBS) 10X (1 L)

1,4 M Nacl

27 mM KCl

254 mM Tris-HCl
dH,O hasta 1L

AjustarelpHa 7,6

Pl

1 mg antipain en 1000 ul 15 mM Hepes pH 7,4

1 mg aprotinin en 1000 pul 15 mM Hepes pH 7,4

1 mg chymostatin en 800 ul 15 mM Hepes pH 7,4 y 200 ul DMSO

1 mg leupeptin en 800 pl 15 mM Hepes pH 7,4 y 200 ul DMSO

1 mg pepstatin A en 800 ul 15 mM Hepes pH 7,4 y 200 ul DMSO

1 mg inhibidor de tripsina en 800 pl 15 mM Hepes pH 7,4 y 200 ul DMSO

PMSF
10 mg PMSF

1 ml EtOH

TTBS 1X (1 1)
100 ml TBS 10X

900 ml dH,0

1 ml Tween-20 +

FACS buffer (10 ml)

9,5 ml PBS 1X
0,5 ml FBS
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Anexo 2. Determinacion de especificidad de PeNOS.

HFGFD-Veh HFGFD-Am* HFGFD-AtAmM”*

w[i® |_ESgBESg

-

Control
negativo

La especificidad del patron multiple para las bandas de PeNOS se comprobo mediante el control
negativo del anticuerpo primario para detectar posibles uniones inespecificas. Para el control
negativo se empled el tampodn de dilucion del anticuerpo (5% BSA en TTBS 1X) sin el anticuerpo

primario. El anticuerpo secundario se incubd de la misma forma en ambas membranas.
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