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RESUMEN

La fibrosis hepatica es un proceso fisiopatoldgico clave en la enfermedad
hepatica cronica independientemente de su etiologia. Se asocia, en estadios
avanzados, con complicaciones graves como la cirrosis, la hipertension
portal, el desarrollo de carcinoma hepatocelular y la insuficiencia hepatica.
Ante la limitada disponibilidad de terapias eficaces, la busqueda de nuevas
estrategias antifibroticas se erige como una prioridad en la medicina
traslacional. En este contexto, las células estrelladas hepaticas (HSC), dada
su funciéon central en la fibrosis, representan una diana terapéutica
fundamental. Si bien en condiciones fisiologicas las HSC permanecen
quiescentes, la lesion hepatica desencadena su activacion 'y
transdiferenciacion a miofibroblastos, con la consiguiente produccion
excesiva de matriz extracelular (ECM) y el desarrollo de fibrosis.

El reposicionamiento farmacolégico, enfocado en la busqueda de nuevas
indicaciones para farmacos ya existentes, constituye una estrategia
prometedora para el desarrollo de terapias antifibréticas. En este sentido,
rilpivirina (RPV), un inhibidor no nucleosidico de la transcriptasa inversa
utiizado en el tratamiento de la infecciéon por VIH, ha demostrado
propiedades hepatoprotectoras en estudios preclinicos, convirtiéndose en un
candidato atractivo para la investigacion de su potencial antifibrético en el
contexto de la enfermedad hepatica.

Esta tesis doctoral evalu¢ el efecto antifibrogénico de RPV mediante modelos
in vitro en HSC humanas activadas, tanto de origen primario como de una
linea celular. Para abordar distintos aspectos de su activacion, se utilizaron
dos estimulos profibréticos: TGF-[3, asociado principalmente a la fibrogénesis
y la produccion de ECM, y PDGF-BpB, relacionado con la proliferacion y
migracion celular. Este enfoque permitié una evaluacion integral del impacto
de RPV en las funciones de las HSC.

Inicialmente, se realizd un analisis del transcriptoma de HSC activadas con

TGF-3, demostrando que RPV contrarresta las rutas y funciones asociadas
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a la fibrogénesis de forma concentracidon-dependiente, incluyendo la
organizacion de la ECM y la sintesis de colageno, ademas de promover la
apoptosis de las HSC activadas. En vista de estos hallazgos, se realizaron
estudios detallados de procesos clave en la activacion de las HSC, como la
autofagia, la migracion y proliferacion, y la funcion mitocondrial. Los
resultados mostraron que RPV atenua la proliferacién, migracion y
fibrogénesis inducidas por PDGF-3f, regulando negativamente genes del
ciclo celular como CCND1, disminuyendo la expresion de marcadores
fibrogénicos como COL1a1 y PDGFRB, e inhibiendo la via de las MAPK.
Ademas, RPV potenciéo la autofagia en HSC activadas por TGF-B,
incrementando la formacion de autofagosomas y autolisosomas, y
acelerando el flujo autofagico, efecto que participod en la accién proapoptética
del farmaco en HSC activadas. En términos de funcién mitocondrial, RPV
moduld la funcion y dindamica mitocondrial, contrarrestando las alteraciones
bioenergéticas y morfoldgicas asociadas a la activacion de las HSC por TGF-
B.

Dado que el uso de estatinas, incluyendo simvastatina (SV), en combinacién
con otros farmacos para el tratamiento de la fibrosis hepatica es actualmente
un campo en investigacion activa, se evalu6 la capacidad de la SV para
potenciar la actividad antifibrética de RPV en HSC. Los resultados revelaron
un efecto sinérgico antifibrético de la combinacion RPV-SV, caracterizado
por la reduccién de la expresion de marcadores fibrogénicos, el aumento de
la apoptosis y la modulaciéon de las vias de sefalizacion STAT1/STATS.
Asimismo, se observé un efecto sinérgico antioxidante, evidenciado por la
modulacion de la via Nrf2, un regulador clave de la respuesta antioxidante
celular, y por la disminucion de los niveles de especies reactivas de oxigeno
mitocondriales.

Con el fin de profundizar en el analisis in vitro del efecto de RPV, y dado el

papel fundamental de la comunicacion intercelular en la patogénesis de la
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fibrosis, se evalud su impacto en el proteoma de las HSC activadas por TGF-
B, asi como en la secrecion y composicion proteica de los exosomas
derivados de estas células. Tras validar el método de aislamiento de
exosomas, el analisis protedmico reveld6 cambios globales en el proteoma
tanto de las HSC como de sus exosomas tras la estimulacion con TGF-B. En
las HSC, TGF-B indujo, entre otros efectos, un aumento de la activacion,
fibrogénesis y motilidad celular, efectos que fueron prevenidos por el
cotratamiento con RPV. En cuanto a los exosomas, TGF-3 afectd diversos
procesos, incluyendo la ruta Wnt y la apoptosis, junto con una disminucién
de la hemostasia, la coagulacién y la motilidad celular. Algunos de los
cambios inducidos por TGF-B en los exosomas fueron contrarrestados por el
tratamiento con RPV, como la formacion de coagulo de fibrina y la
modulacion de la ruta Wnt. Ademas, los exosomas derivados de las células
estimuladas con TGF- y tratadas con RPV en la concentracion mas alta
mostraron una disminucion en el contenido de proteinas relacionadas con la
fibrogénesis, lo que sugiere, en conjunto, un papel modulador de la RPV en
la comunicacion intercelular mediada por exosomas durante la activacion de
las HSC.

También se explord el impacto de RPV en la regeneracion hepatica (RH) in
vivo utilizando un modelo de hepatectomia parcial del 70 % en roedores. Si
bien los resultados confirmaron la eficacia del modelo quirurgico para inducir
la RH, RPV no ejercié un efecto adicional apreciable sobre la recuperacién
de la masa hepatica, lo que coincide con la falta de efecto sobre los
marcadores de proliferacion celular y rutas implicadas en la RH.

En vista de los resultados, esta tesis doctoral resalta el papel de RPV como
agente antifibrético y describe los mecanismos subyacentes. Estos hallazgos
pueden impulsar la investigacién tanto para el desarrollo de nuevas terapias
antifibréticas como para la identificacion de estas vias como potenciales

dianas terapéuticas.
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1.1. ENFERMEDAD HEPATICA CRONICA (EHC)

1.1.1. DEFINICION Y ETIOLOGIA

La enfermedad hepatica crénica (EHC) se define como una alteracion en la
funcion hepatica con una evolucion progresiva durante un periodo minimo de
seis meses. Se trata de un proceso dinamico que involucra inflamacion
persistente y un desequilibrio entre la destruccion y la regeneracion del
parénquima hepatico, lo que eventualmente resulta en desarrollo de fibrosis, vy,
en ultima instancia, cirrosis (1,2). A medida que se avanza en las diferentes
etapas del dafio hepatico, se produce una alteracion en la arquitectura del
higado que involucra la formacion de nédulos regenerativos de parénquima,
depodsito excesivo de matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés),
angiogénesis y cambios significativos en la arquitectura vascular del érgano, lo
que, a su vez, puede resultar en el desarrollo de hipertension portal y varias
complicaciones relacionadas (encefalopatia hepatica, ascitis, sindrome
hepatorrenal, etc.). Ademas, los pacientes que experimentan progresiéon en la
fibrosis poseen riesgo de desarrollar cancer primario de higado, en particular
carcinoma hepatocelular (HCC, por sus siglas en inglés) (2,3).

La velocidad de progresion de las EHC depende de varios factores, como la
etiologia subyacente, la edad y la presencia de agresiones agudas adicionales
(1,4). Entre las etiologias mas comunes de la EHC se encuentran la esteatosis
hepatica metabdlica (MASLD, por sus siglas en inglés), la esteatohepatitis
asociada a disfunciéon metabdlica (MASH, por su siglas en inglés), la
enfermedad hepatica alcohdlica, las hepatitis virales (hepatitis B, C y D),
diversas enfermedades metabdlicas hereditarias (deficiencia de a-1 antitripsina,
hemocromatosis hereditaria y la enfermedad de Wilson), las enfermedades
autoinmunes (hepatitis autoinmune, cirrosis biliar primaria y colangitis
esclerosante primaria) y las enfermedades vasculares (sindrome de Budd-
Chiari). Sin embargo, en aproximadamente un 15 % de los casos, las EHC se

presenta de forma idiopatica, sin una causa claramente identificable (1,2,4).
3
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1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

La EHC se ha consolidado como un problema de salud publica a nivel mundial
debido a su impacto en términos de morbilidad, mortalidad y costes sanitarios.
En las ultimas décadas, su prevalencia ha experimentado un aumento
significativo, especialmente en los paises desarrollados, donde este incremento
se atribuye fundamentalmente al aumento de casos de enfermedad hepatica
alcohdlica y MASLD (5,6). En Espafia, a pesar de que durante los ultimos 30
afos la hepatitis C (HCV, por sus siglas en inglés) ha sido la principal causa de
EHC, los avances en el tratamiento antiviral y las estrategias de cribado han
reducido considerablemente su impacto. Actualmente, la infeccion por el virus
de la hepatitis B (HBV, por sus siglas en inglés) afecta aproximadamente al 0,7
% de la poblacion espafola, mientras que la enfermedad hepatica alcohdlica y,
especialmente, la MASLD, se han convertido en los principales problemas de
salud hepatica. Esta ultima esta estrechamente vinculada a la obesidad y la
diabetes mellitus tipo 2, con una prevalencia estimada del 30 % en la poblacion
general espafola (7).

En términos de mortalidad se estima que la EHC es responsable de mas de dos
millones de muertes anuales a nivel global, lo que representa el 4 % del total de
fallecimientos. EI HCC contribuye sustancialmente a esta cifra, con entre
600,000 y 900,000 muertes anuales. En este contexto, la fibrosis hepatica se
erige como la caracteristica histopatolégica con mayor impacto en la mortalidad.
Su progresion a estadios avanzados, como la cirrosis, reduce drasticamente las
opciones terapéuticas, siendo el trasplante de higado el Unico recurso
disponible. De hecho, la cirrosis se encuentra entre las principales causas de
muerte a nivel mundial, ocupando el décimo lugar en Africa, el noveno en el
Sudeste Asiatico y Europa, y el quinto en la region del Mediterraneo Oriental
(8,9).
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1.2. FIBROSIS HEPATICA

1.2.1. ESTRUCTURA Y FISIOLOGIA HEPATICA

El higado, siendo 6rgano central en la homeostasis corporal, desempefa
diversas funciones esenciales, como el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas, la biotransformacién de xenobidticos (incluidos farmacos), la sintesis
de proteinas plasmaticas, la secrecion de bilis o el almacenamiento de
glucogeno (10,11).

Desde el punto de vista anatdomico, esta compuesto por cuatro l6bulos, dos
principales (derecho e izquierdo) y dos menores (caudado y cuadrado),
formados por unidades funcionales conocidas como lobulillos hepaticos. Estos
se caracterizan por su estructura hexagonal y estdn compuestos por una vena
central desde la que irradian los cordones de hepatocitos hacia las triadas
portales (vena porta, arteria hepatica y conducto biliar), situadas en los vértices
del hexagono (Figura 1.1). Los cordones de hepatocitos estan separados por
sinusoides hepaticos, capilares fenestrados revestidos por células endoteliales
sinusoidales hepaticas (LSEC, por sus siglas en inglés) que facilitan el
intercambio de sustancias entre la sangre y los hepatocitos. En los sinusoides
se localizan las células de Kupffer (macrofagos residentes), mientras que las
células estrelladas hepaticas (HSC, por sus siglas en inglés) se encuentran en
el espacio de Disse (espacio perisinusoidal), situado entre los cordones de
hepatocitos y los sinusoides (10—12). La irrigacidon sanguinea de este 6rgano
ocurre a través de dos vias principales: la arteria hepatica, que suministra
sangre oxigenada y representa aproximadamente el 25 % del flujo sanguineo
hepatico, y la vena porta hepatica, que aporta sangre desoxigenada procedente
del tracto gastrointestinal, constituyendo el 75 % del flujo sanguineo al higado.
Este dualismo en la irrigacion permite al higado procesar los nutrientes y otras
sustancias absorbidas desde el intestino antes de que ingresen en la circulacion
sistémica, asegurando una filtracion y regulacién adecuada de los metabolitos
(10,13).
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Figura I.1. Estructura del higado, tipos celulares presentes y vasculatura hepatica.

1.2.2. DESARROLLO DE LA FIBROSIS HEPATICA

En un contexto de lesion hepdatica aguda, la respuesta fibrotica es un
mecanismo fisiolégico de reparacion modulado por el sistema inmunitario,
donde las HSC activadas producen ECM que actua protegiendo del dafio a los
hepatocitos, aumentando la resistencia del higado a dafios agudos y
permitiendo la restauracion completa de la arquitectura hepatica una vez cesa
el estimulo lesivo; en este punto, el higado es capaz de restaurar su arquitectura
original. Sin embargo, la respuesta fibrética se vuelve patolégica cuando se
cronifica en el contexto de una lesién hepatica persistente, dando lugar a una
reparacion tisular alterada con una respuesta inflamatoria desregulada y una

acumulacién excesiva de ECM (14-17).

1.2.2.1. PRINCIPALES CELULAS IMPLICADAS EN LA FIBROSIS HEPATICA
Si bien el desarrollo de la fibrosis en el higado involucra la interaccion de
diversos tipos celulares, incluyendo hepatocitos, LSEC y células del sistema

inmunitario, este trabajo se centrara especificamente en las HSC.
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A. Hepatocitos

Los hepatocitos representan el 80 % del parénquima hepatico y desempefan
un papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis corporal. Entre sus
principales funciones se encuentran la sintesis de proteinas esenciales como la
albumina y los factores de coagulacion, la secrecion de éacidos biliares, la
sintesis de glutamina, la formacion de urea y la gluconeogénesis (18). Ademas,
la presencia de un sistema enzimatico altamente especializado (citocromo
P450), le permite reconocer y modificar una amplia variedad de compuestos,
permitiendo su eliminacion a través de la bilis o la orina (15). Ante una lesion
hepatica, los hepatocitos no solo son células diana del dafo, sino que también
contribuyen en la activacion del proceso de fibrogénesis. En muchos casos, la
lesién desencadena la muerte de los hepatocitos, que, independientemente del
mecanismo (necrosis, necroptosis, piroptosis o apoptosis), provoca la liberacion
de contenido intracelular al espacio extracelular (19). Las moléculas secretadas,
fundamentalmente patrones moleculares asociados al dafio (DAMP, por sus
siglas en inglés), median la interaccion de los hepatocitos dafados con las
células circundantes, incluyendo hepatocitos adyacentes, HSC, células de
Kupffer, LSEC y células inmunitarias infiltradas. Esta interaccion activa la
respuesta inflamatoria en el higado, lo que a su vez promueve la activacion de
las HSC, el primer paso para la progresion de la fibrosis (20,21). Ademas, los
hepatocitos danados secretan exosomas que pueden contener microARNs
(miARN) capaces de activar las HSC (22,23).

B. HSC
Las HSC representan el 10 % de la poblacion celular residente en el higado y
son las principales responsables del desarrollo de la fibrosis hepatica. Su
localizacién estratégica, junto con sus prolongaciones citoplasmaticas
dendriticas, facilita el contacto directo entre ellas, ademas de establecer
contacto con hepatocitos circundantes, LSEC y células de Kupffer (9,24,25). En

condiciones fisiologicas, se mantienen en un estado quiescente desempefiando
7
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funciones de almacenamiento y metabolismo de la vitamina A y retinoides,
producciéon de ECM tras lesiones agudas, vasorregulacion, inmunorregulacion,
detoxificacion de farmacos y regeneracion (15,26). Sin embargo, en respuesta
a una lesion hepatica persistente, las HSC se activan y transdiferencian de un
fenotipo quiescente a un fenotipo de miofibroblasto, proliferativo, quimiotactico
y contractil. Durante este proceso, las HSC pierden progresivamente su
morfologia estrellada y sus gotas lipidicas, al tiempo que producen
componentes de la ECM (colageno de tipo |, lll y IV, fibronectina, laminina y
proteoglicanos) y mediadores proinflamatorios (interleuquinas como IL-6 e IL-
8). Ademas, la activacion promueve la expresion de niveles altos de alfa actina
de musculo liso (a-SMA, por sus siglas en inglés) y el inhibidor tisular de
metaloproteinasas 1 (TIMP-1, por sus siglas en inglés), que contribuyen al
fenotipo profibrético (9). El proceso de activacion de las HSC se puede dividir
en dos etapas principales: la iniciacién (o fase preinflamatoria), que hace
referencia a los primeros cambios en la expresion génica poco después del
dafo, y la perpetuacién, que corresponde al mantenimiento de un fenotipo

activado y al desarrollo de la fibrosis (Figura 1.2).

( INICIACION ] | RESOLUCION }

HSC quiescente HSC activada
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[ |
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Figura 1.2. Fases de la activacion de las HSC y respuesta profibrogénica asociada.
ECM, matriz extracelular; HSC, células estrelladas hepaticas; PDGF, factor de crecimiento
derivado de plaquetas; ROS, especies reactivas de oxigeno; TGF-, factor de crecimiento
transformante B.

8



Capitulo | INTRODUCCION

La primera fase se desencadena por la estimulacién paracrina de las HSC a
través de los productos de los hepatocitos dafados, las sefales de las células
de Kupffer y las LSEC, incluyendo las especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés), patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP, del
inglés) y peroxidos lipidicos. La segunda etapa se caracteriza por la
perpetuacion de los estimulos iniciales, principalmente mediante las citoquinas
y factores de crecimiento liberados por macréfagos y otros tipos celulares. Esta
persistencia desencadena una mayor proliferacion y contractilidad de las HSC,
la produccion de mediadores proinflamatorios y quimioatrayentes y un
desequilibrio entre la sintesis y la degradaciéon de la ECM (9,27). Tras la
activacion de las HSC, la respuesta celular predominante, ya sea
proproliferativa o antiproliferativa, definira su destino. Una respuesta
antiproliferativa conlleva la inactivacién de las HSC, retornando a un estado
quiescente, o la induccion de su muerte mediante apoptosis. En contraste, la
predominancia de una respuesta proproliferativa perpetia el fenotipo
proinflamatorio y profibrético (9,28).

Si bien las HSC son reconocidas por su rol en la fibrosis, también modulan la
respuesta inflamatoria e inmunitaria. Su sensibilidad a los DAMP activa vias
proinflamatorias como la de la NF-kB, induciendo la produccion de citoquinas y
guimioquinas (CCL2, CXCL10 y CCL5), que amplifican la inflamacién local. A
pesar de que su produccion de mediadores inflamatorios es menor que la de las
células inmunitarias, su capacidad de presentar antigenos y expresar
quimioquinas e integrinas les permite modular la inmunidad adaptativa y la
quimiotaxis celular, actuando como sensores y reguladores del microambiente
hepatico (29,30).

C. Células del sistema inmunitario
La inflamacion causada por un dafio hepatico agudo se considera un factor
beneficioso para el proceso de regeneracion del higado. Sin embargo, la

cronificacion de este proceso juega un papel crucial en la activacion de las HSC
9
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y el desarrollo de la fibrosis. Diversas células inflamatorias, como las células de
Kupffer y macréfagos derivados de monocitos, liberan una serie de mediadores
gue promueven la activacion de las HSC. Entre estos mediadores destacan el
factor de crecimiento tumoral beta (TGF-f3, por sus siglas en inglés) y el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés) (15). Por
otro lado, los neutrdéfilos son las primeras células que responden a la lesion
hepatica y facilitan la eliminacion de hepatocitos apoptéticos, ademas de atraer
citoquinas proinflamatorias, como IL-8, IL-18, IL-17, CCL3, CCL4 y CXCL2 (31).

D. LSEC
En condiciones fisioldgicas, las LSEC desempefian un papel fundamental en la
regulacion del transporte de nutrientes, la interaccidn con células del sistema
inmunitario y la secrecién de factores de crecimiento; ademas, contribuyen al
mantenimiento de las HSC en estado quiescente. En cambio, en el contexto del
dafio hepatico crénico, las LSEC sufren un proceso de capilarizacion, perdiendo
sus fenestraciones y reduciendo la produccion de 6xido nitrico, clave para el
mantenimiento de su funcién. Como consecuencia, pierden su capacidad de
mantener la quiescencia de las HSC y comienzan a secretar factores

profibréticos, contribuyendo a la progresion del dafio (15,32).

1.2.2.2. COMUNICACION CELULAR EN EL DESARROLLO DE LA FIBROSIS
El desarrollo de la fibrosis hepatica se ve impulsado por una compleja red de
interacciones celulares y moleculares, estableciendo un ciclo de
retroalimentaciéon positiva que perpetia el dafio hepatico. Este ciclo se
caracteriza por la liberacion de mediadores proinflamatorios y profibréticos, y la
activacion de células clave en la patogénesis de la fibrosis, como las HSC y las
células de Kupffer (Figura 1.3). En respuesta al dafo hepatico, se liberan
citoquinas proinflamatorias como interleuquinas (IL-6, IL-1B), factor de necrosis
tumoral (TNF, por sus siglas en inglés), factores de crecimiento, ROS y DAMP.

Estas sefiales, provenientes tanto de hepatocitos dafiados (o apoptéticos) como
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de células inmunitarias reclutadas en el sitio de la lesion, activan rapidamente a
las HSC y atraen a las células de Kupffer. Estos dos tipos celulares actuan como
fagocitos, eliminando restos celulares y potenciando el reclutamiento de células
inmunitarias al contribuir de manera paracrina a la sefializacion proinflamatoria
y profibrética. Al mismo tiempo, todas estas sefales actian de manera
autocrina, incrementando la activacion de las HSC (fundamentalmente por TGF-
B) y su migracién y proliferacion (principalmente por PDGF). Este microambiente
proinflamatorio y profibrogénico se ve reforzado por la capacidad de las células
de Kupffer, junto a otras células hepaticas como las LSEC y los hepatocitos, de
secretar quimioquinas (CCL2, CCL5, CXCL1) que amplifican el reclutamiento
de leucocitos a las zonas de dafio. Los monocitos, a su vez, liberan mediadores
como la ASK1, pancaspasa y Gal-3, perpetuando un ciclo deletéreo que
exacerba el dafio hepatocelular, la inflamacion y la activacién de las HSC
(15,29,33).
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Figura 1.3. Principales células implicadas y comunicaciéon intercelular en el
desarrollo de la fibrosis. Abreviaturas destacadas: ECM, matriz extracelular; EGF, factor
de crecimiento epidérmico; HCC, carcinoma hepatocelular; HSC, células estrelladas
hepaticas; LSEC, células endoteliales sinusoidales hepaticas; PDGF, factor de crecimiento
derivado de plaquetas; ROS, especies reactivas de oxigeno; TGF-, factor de crecimiento
transformante ; TNF-a, factor de necrosis tumoral a; VEGF, factor de crecimiento
endotelial vascular; VHB, virus de la hepatitis B; VHC, virus de la hepatitis C.
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Por dltimo, un aspecto crucial en la perpetuacion de la fibrosis es la
desregulacion del equilibrio entre la sintesis y la degradacion de la ECM. Si bien
los macrofagos pueden degradar la ECM mediante la secrecion de
metaloproteinasas de matriz (MMP, por sus siglas en inglés), este proceso se
ve contrarrestado por la produccion de TIMP por parte de miofibroblastos
activados y macrofagos proinflamatorios, lo que inhibe la degradacién de la

ECM, favoreciendo su acumulacion y la progresion de la fibrosis (15,34).

1.2.3. VESICULAS EXTRACELULARES (EV)

1.2.3.1. DEFINICION Y TIPOS DE EV

Las vesiculas extracelulares (EV, por sus siglas en inglés) son particulas
delimitadas por una bicapa lipidica que son activamente sintetizadas y
secretadas al medio extracelular por una multitud de tipos celulares. Son
capaces de transportar una amplia gama de componentes, incluyendo
receptores de superficie celular, proteinas de sefalizacion, factores de
transcripcion, enzimas y proteinas de ECM, asi como lipidos y acidos nucleicos
(miARN, ARNm y ADN) (35,36). La importancia de estas particulas radica en
sus multiples funciones fisiolégicas, como la comunicacion intercelular (por
ejemplo, transfieren moléculas de sefalizacion como citoquinas, receptores de
adhesion, acidos nucleicos reguladores, metabolitos, nutrientes y cofactores),
permitiendo modificar la composicion y funcion de las células receptoras.
También pueden servir como marcadores diagnosticos, ya que la cantidad
secretada y/o su composicion se ve modificada en diversas patologias. Por
ultimo, las EV pueden emplearse como sistemas naturales de administracion de
farmacos, presentando una baja citotoxicidad e inmunogenicidad (37).

Los tres subtipos principales de EV son las microvesiculas (MV), los exosomas
y los cuerpos apoptéticos, diferenciandose en funcion de su biogénesis, vias de
liberacion, tamano, contenido y funcion. Ademas, recientemente se han

identificado tipos adicionales de EV, como oncosomas, migrasomas, ectosomas
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y exdmeros (36,38). La biogénesis de las EV, incluyendo los exosomas vy las
MV, involucra mecanismos celulares distintos que determinan su origen y

composicion (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Biogénesis de los exosomas y microvesiculas. Fases y rutas de la
formacion de los exosomas. ESCRT, complejo de clasificacién de endosomas requerido
para el transporte; ILV, vesiculas intraluminales; MVB, cuerpos multivesiculares.

Los exosomas se originan en la red endosomal, que comienza con la
invaginacién de la membrana plasmatica y la internalizacion de material
extracelular en vesiculas endociticas (39—41). Estas vesiculas se fusionan para
formar los endosomas tempranos, donde se clasifican las moléculas
internalizadas para su reciclaje, degradacidon o secrecién (42). Las moléculas
destinadas a la secrecion se incorporan en vesiculas intraluminales (ILV, por
sus siglas en inglés), formadas por la invaginacién de la membrana limitante de
los endosomas tardios (producto de la maduracion de los endosomas
tempranos), constituyendo los cuerpos multivesiculares (MVB, por sus siglas en

inglés). Los MVB interactian dinamicamente con otros organulos o
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compartimentos, incluyendo el aparato de Golgi, el reticulo endoplasmatico (ER,
por sus siglas en inglés), las mitocondrias y los fagosomas. Por ello, diferentes
componentes como ARN, ADN, proteinas o lipidos son internalizados en las ILV
(43). La formacion de ILV puede ocurrir a través de una ruta dependiente de los
complejos endosomales de clasificacion requeridos para el transporte (ESCRT,
por sus siglas en inglés) o mediante una ruta independiente de ESCRT (44). La
ruta dependiente de ESCRT involucra la accion secuencial de estos complejos:
ESCRT-0 controla la seleccién del cargo, ESCRT-I y Il controlan la invaginacion
de la membrana intraluminal y ESCRT-III |a fision de la membrana endosomal.
Sin embargo, en la ruta independiente de ESCRT participan lipidos de
membrana especificos (como ceramidas) y proteinas (como las tetraspaninas
(CD63, CD9)) en la formacion de ILV (44,45). Una vez formados, los MVB
pueden seguir dos rutas: fusionarse con lisosomas para la degradacién de su
contenido o fusionarse con la membrana plasmatica, liberando las ILV al
espacio extracelular como exosomas (45-47).

Las MV, sin embargo, se generan por un proceso de evaginacion directa de la
membrana plasmatica regulado por la dinamica del citoesqueleto, la
composicion lipidica de la membrana y el influjo de calcio (36). Por ultimo, los
cuerpos apoptoticos representan fragmentos de células muertas y se originan a
partir de la formacion de vesiculas en la membrana plasmatica durante la
apoptosis, autofagia y necrosis programada (35,48) (Figura 1.4).

Tras su liberacién al espacio extracelular, las EV son capaces de interactuar con
células receptoras, modulando asi su comportamiento y funcion. Esta
interaccion se inicia con el anclaje de las EV a la membrana plasmatica de la
célula diana mediante la unién especifica a receptores de superficie, tras lo cual
las EV pueden ser internalizadas a través de diversos mecanismos, incluyendo
endocitosis, interaccién ligando-receptor o fusion directa con la membrana

plasmatica (49).
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Es importante destacar que la clasificacion de las EV presenta un desafio debido
a la falta de marcadores especificos que permitan determinar con precision su
via de biogénesis en funcion de su contenido molecular. Esta dificultad en la
clasificacion ha llevado a la comunidad cientifica a adoptar un sistema basado
en las propiedades fisicas de las EV, como su tamafio, tal y como recomienda
la International Society for Extracellular Vesicles (ISEV). En base a este criterio,
se distinguen dos categorias principales: EV grandes (entre 100 y 1000 nm, la
mayoria con menos de 400 nm), y EV pequefias (de 40 a 200 nm). Las EV
grandes se caracterizan por la presencia de marcadores de MV, como el factor
de ribosilacion ADP 6 y la anexina V, mientras las pequefas se enriquecen con
marcadores tipicos de exosomas, como el CD63, CD81 y CD9. Sin embargo,
esta forma de clasificacion tiene ciertas limitaciones, como la existencia de una
superposicion en el rango de tamario de las diferentes subpoblaciones de EV y
el hecho de que la presencia de marcadores especificos no siempre es

excluyente de una via de biogénesis particular (50,51).

1.2.3.2. ESTRUCTURA DE LOS EXOSOMAS

Se han identificado una gran variedad de elementos constitutivos en los
exosomas, incluyendo aproximadamente 4400 proteinas, 194 mARN, 764
miARN, lo que muestra su complejidad y diversidad funcional (52) (Figura 1.5).
Entre las proteinas mas abundantes se encuentran las tetraspaninas (CD9,
CD63 y CD81), que tienen un papel fundamental en la penetracion, invasién y
fusion; las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus
siglas en inglés) de clase | y Il; las de choque térmico 70y 90 (HSP70 y HSP90,
por sus siglas en inglés) como parte de la respuesta al estrés; proteinas
responsables del transporte y fusién de membranas (anexina, flotilina, Rab) y
las involucradas en la formacion de los MVB (Alix, TSG101) (44,52).
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Figura I.5. Estructura y principales componentes de los exosomas. HSP, proteina de
choque térmico; LncARN, Jong non-coding ARN; MHC, complejo mayor de
histocompatibilidad; miARN, microARN; mARN, ARN mensajero; TSG101, tumor
susceptibility gene 101.

1.2.3.3. EXOSOMAS EN EL HIGADO: PAPEL EN LA PATOLOGIA HEPATICA
En el higado, las EV son secretadas por la mayoria de las células que lo
componen, incluyendo hepatocitos, HSC, células de Kupffer y LSEC,
desempefiando un papel crucial en la comunicacion intercelular y en la
regulaciéon de diversas funciones hepaticas. ldentificadas en diversos fluidos
corporales (como sangre, saliva y orina), las EV se han propuesto como
potenciales biomarcadores para biopsias liquidas en una variedad de
enfermedades, entre las que se encuentran las patologias hepaticas (53-55).
Este interés surge del hecho de que se ha observado que tanto la composicién
como la secrecion de las EV cambian significativamente en etapas tempranas
de dafio hepdtico (incluso antes de la aparicion de signos histoldgicos
evidentes), lo que ha generado un creciente interés en su empleo tanto para el

diagnostico precoz de enfermedades hepaticas, como para el desarrollo de
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terapias dirigidas enfocadas en la modulacion de la liberacion de EV o en la
alteracion de su contenido (54,56).

El reconocimiento de que las HSC son dianas de las EV ha puesto de relieve un
nuevo mecanismo importante por el cual se modulan las vias fibrogénicas en el
higado y ha dado una nueva pista para nuevas terapias antifibréticas basadas
en la supresion de la accion de las EV profibréticas o en el aprovechamiento de
las EV intrinsecamente antifibréticas. Por un lado, se ha observado que las EV
derivadas de macrofagos del fenotipo antiinflamatorio inhiben la activacion de
HSC en MASH, sugiriendo que su inhibicion podria ser terapéutica (57). En esta
linea, se ha descrito que las EV de hepatocitos sanos, de diversas células madre
o el suero de ratones sanos tienen la capacidad de inhibir la fibrosis hepatica
experimental al suprimir las respuestas inflamatorias y/o las vias de activacion
de las HSC (58-66). En contraste, las EV derivadas de hepatocitos infectados
por HCV o HCB o que han estado expuestos a agentes como alcohol, CCls 0
palmitato, secretan EV que no solo estimulan a los macrofagos y la funcion
inflamatoria, si no que estimulan también la fibrogénesis (67-70).

Si bien la interaccidon entre las EV derivadas de hepatocitos y otros tipos
celulares hepaticos ha sido ampliamente estudiada, el papel de las EV
provenientes de las HSC en la patogénesis de la fibrosis hepatica aun se
encuentra en investigacion (35). La evidencia actual sugiere que las HSC
utilizan las EV como mediadores de sefalizacion autocrina y paracrina,
modulando la actividad tanto de HSC adyacentes como de otras células del
microambiente hepatico. En este contexto, se ha observado que las HSC
activadas secretan un mayor nimero de EV en comparacion con las HSC
quiescentes, y que estas EV poseen una composiciéon molecular distinta que
refleja su estado de activaciéon (37). Por ejemplo, mientras que las HSC en
estado de quiescencia secretan EV que contienen miR-214, miR-199-5p y la
proteina relacionada con twist 1, las cuales contribuyen a mantener la

quiescencia de las HSC adyacentes al inhibir la sefalizacion del factor de
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crecimiento del tejido conectivo (CTGF, por sus siglas en inglés), la activacion
de las HSC induce un aumento en los niveles de CTGF, lo que, a su vez, regula
al alza la expresion de genes profibroticos. Este cambio en la composicion de
las EV contribuye a la propagacion de la sefalizacion profibrética y a la
activacion de otras HSC (37). Del mismo modo, se ha observado que la
estimulacion de HSC con PDGF- induce la liberacion de EV enriquecidas con
el receptor de PDGF-a. Estas EV, al ser captadas por otras HSC, promueven la
transcripcion de genes profibréticos, exacerbando asi la fibrosis hepatica.
Ademas, las EV liberadas por HSC estimuladas con PDGF-BB también
contienen proteinas profibrogénicas como FGFR3 y Tie2, que inhiben la
autofagia y promueven la migracion de HSC (35,71)

En cuanto a la comunicacién paracrina de las HSC mediante EV, se ha
observado que las HSC activadas liberan exosomas enriquecidos en miR-19b y
miR-200 que, al ser captados por los macrofagos, estimula la liberacion de
citoquinas profibréticas como IL-6 y TNF-a por parte de estas células,
promoviendo la inflamacion hepatica y la fibrosis. Ademas, en condiciones de
hipoxia, las HSC activadas bajo la influencia del factor de transcripcion sensible
al oxigeno (HIF-1, por sus siglas en inglés), liberan exosomas cargados de
proteinas relacionadas con la glucélisis, como GLUT1 y PKM2. Estos exosomas
son internalizados por células no parenquimales del higado, acelerando la
glucdlisis como respuesta al entorno hipdxico y promoviendo la proliferacion de

las HSC quiescentes (72).

1.2.4. PRINCIPALES VIAS DE SENALIZACION MOLECULAR IMPLICADAS
EN LA FIBROGENESIS HEPATICA

1.2.4.1. SENALIZACION DE PDGF
El PDGF es un factor determinante en la patogénesis de la fibrosis hepatica,
particularmente en la proliferacion, diferenciacion y migraciéon de las HSC. Se

han identificado cuatro cadenas polipeptidicas (subunidades) diferentes de
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PDGF, denominadas PDGF-A, -B, -C y -D, que se combinan mediante enlaces
disulfuro para formar homo o heterodimeros con funciones especificas (9). Entre
los dimeros de PDGF, PDGF-BB (también conocido como PDGF-33) destaca
como la isoforma predominante en el contexto de la fibrosis hepatica, y su
secrecion proviene tanto de células residentes en el higado (células de Kupffer
y colangiocitos), como de células infiltradas (plaquetas y monocitos). Las HSC
no solo muestran una alta sensibilidad al PDGF-Bf3, sino que también son
capaces de secretarlo, generando un ciclo autocrino que perpetua la activacion
de las HSC (32,73).

PDGF ejerce sus efectos bioldgicos al unirse a receptores especificos de la
superficie celular (PDGFR), que pertenecen a la familia de receptores tirosina
quinasa y se expresan principalmente en LSEC, HSC y células de Kupffer
(74,75). Esta union desencadena diferentes dimerizaciones y fosforilaciones del
receptor, lo que finalmente activa diversas vias de sefalizacion como la via de
las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK, por sus siglas en
inglés), incluyendo JNK, ERK1/2, p38, la via de la fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI3K)/Akt y la via JAK/STAT. Todas estas vias culminan con la activaciéon de
factores de transcripcion que regulan la expresion de genes diana, incluyendo
el colageno de tipo | (COL1A1), TIMP, MMP, el regulador de la apoptosis Bcl-2
y E3 ubiquitina-proteina ligasa (XIAP), resultando en la division celular,
proliferacién y apoptosis (5,9,76).

Por ultimo, existen dos subtipos de PDGFR: PDGFRa, expresado tanto en HSC
quiescentes como activadas, y PDGFRp, que se expresa principalmente en
HSC activadas, lo que sugiere un papel crucial de este receptor en la fibrosis
(5,76).
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1.2.4.2. SENALIZACION DE TGF-8

El TGF-B es una citoquina pleiotropica con tres isoformas principales: TGF-p1,
TGF-B2, TGF-B3. Si bien cada isoforma posee funciones especificas, TGF-31
es la isoforma mas estudiada en el contexto de la fibrogénesis hepatica, ya que
juega un papel crucial en la activacién de HSC y la produccion de ECM (9,32).
En respuesta a una lesion hepatica, se produce un aumento de la expresién de
TGF-B (principalmente por macréfagos y LSEC), impulsando la activacion de las
HSC que, a su vez, secretan TGF-, creando un ciclo de retroalimentacion
positiva que perpetia la fibrogénesis (32). La sintesis de TGF- da lugar a una
molécula precursora inactiva que se acumula en la ECM asociada a una
proteina de latencia. La activacion de TGF-B requiere la escision proteolitica de
este complejo latente gracias a factores como el pH, la presencia de ROS y la
interaccion con integrinas.

Una vez activo, TGF-B1 ejerce sus efectos biologicos al unirse a receptores
especificos de la membrana, iniciado vias de sefalizacion intracelular para
regular la respuesta fibrogénica. Existen dos vias principales de sefalizacion
mediadas por TGF-: la via candnica (dependiente de Smad) y la no candnica
(Figura 1.6). En la primera, la unién de TGF- a su receptor de tipo Il induce el
reclutamiento y la fosforilaciéon del receptor de tipo |, desencadenando la
fosforilacion de las proteinas Smad (principalmente 2 y 3). Tras la fosforilacion,
estas proteinas se asocian a Smad4 y se translocan al nucleo, promoviendo la
transcripcion de genes diana, incluyendo aquellos que codifican para proteinas
de la ECM como laminina, a-SMA, fibronectina y colageno (principalmente tipo
I 'y Ill) (77,78). La via no canodnica, sin embargo, es independiente de las
proteinas Smad y activa rutas de sefalizacion alternativas, involucrando
proteinas quinasas como MAPK, ERK y JNK (32).
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Figura 1.6. Via de senalizacion candénica y no candnica de TGF-B en el contexto de la
activacion de HSC. Abreviaturas destacadas: ERK1/2, proteina quinasa regulada por
sefiales extracelulares 1/2; JNK, c-Jun N-terminal kinase; mTOR, diana de rapamicina en
mamiferos; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinasa; STAT, transductor de sefial y activador de la
transcripcion.

1.2.5. MECANISMOS IMPLICADOS EN EL DESARROLLO DE LA FIBROSIS

1.2.5.1. ESTRES OXIDATIVO Y RESPUESTA ANTIOXIDANTE

El estrés oxidativo desempefia un papel fundamental en la patogénesis de la
fibrosis hepatica, actuando como un desencadenante clave tanto en su inicio
como en su progresion. Este proceso se caracteriza por un desequilibrio entre
la produccion de ROS y especies reactivas de nitrogeno, y la capacidad de los
mecanismos de defensa antioxidante para neutralizarlas. Dicho desequilibrio
redox resulta en la acumulacion de estas especies reactivas, lo que a su vez
induce disfuncion celular y dafno tisular. La relevancia del estrés oxidativo en el
contexto de la fibrosis hepatica se ve amplificada por el papel central del higado

en el metabolismo y la detoxificacion, procesos que intrinsecamente generan
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una cantidad significativa de ROS, incluyendo superoxidos, peroxido de
hidrégeno (H202) y radicales hidroxilos (79). Las ROS se generan en todos los
compartimentos intracelulares, pero el 90 % se produce en las mitocondrias,
especificamente en la cadena de transporte de electrones (ETC, por sus siglas
en inglés). Las fuentes no mitocondriales de ROS son las NADPH oxidasas
(NOX, por sus siglas en inglés), las lipooxigenasas, las ciclooxigenasas, las
peroxidasas, la xantina oxidasa, las enzimas involucradas en la B-oxidacion de
los acidos grasos en los peroxisomas y las oxidasas del citocromo P450 (9).

A niveles fisioldgicos bajos, las ROS actian como moléculas de sefializacién
regulando procesos celulares esenciales. Sin embargo, cuando se alcanzan
niveles elevados desencadenan dafo celular, inflamacion y fibrosis. En el
contexto de la fibrosis hepatica, la producciéon sostenida de ROS y otros
mediadores reactivos por parte de hepatocitos danados y células no
parenquimales activadas contribuyen a la modulacion del fenotipo de las HSC
hacia un perfil profibrotico (9,32). Es mas, un rasgo distintivo de las HSC
activadas es la generacion de niveles elevados de ROS, atribuido a una mayor
actividad mitocondrial y a la sobreexpresion de las NOX. Este fendmeno se ha
demostrado repetidamente mediante la inhibicidn o el silenciamiento de estas
enzimas, resultando en una disminucion de los estimulos profibréticos.

La activacion de NOX en las HSC se ha descrito ampliamente como un factor
crucial en diversas EHC, como la enfermedad hepatica alcohdlica, la MASLD,
la cirrosis y el HCC. De hecho, activadores clasicos de la fibrogénesis, como
TGF-3, pueden activar la via de las MAPK/ERK y los factores de transcripcion
Smad, generando desequilibrios redox a través de la activacion de varias
enzimas NOX, lo que a su vez potencia la produccién de colageno (80).

El higado presenta un complejo sistema antioxidante, conformado tanto por
elementos enzimaticos como no enzimaticos, permitiendo asi mantener una
estricta regulacion de las ROS. Entre las enzimas antioxidantes destacan la

NADPH:quinona oxidorreductasa-1 (NQO1), la hemo-oxigenasa 1 (HO-1), la
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superdxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa citosdlica (GPX), la
glutation reductasa (GXR), las peroxirredoxinas (PRX), las tiorredoxinas (TRX)
y la catalasa (CAT), mientras que la defensa no enzimatica la componen
fundamentalmente glutation, bilirrubina, ubiquinona, acido Urico y vitaminas A,
C y E, ademas de los antioxidantes que provienen de la alimentacion
(curcumina, resveratrol y quercetina, entre muchos otros). En términos
generales, los antioxidantes enzimaticos metabolizan las ROS, mientras que los
antioxidantes no enzimaticos previenen o atenuan el dafio oxidativo mediante la
neutralizacion de las ROS. En el higado, la defensa antioxidante se basa en dos
mecanismos clave: la inhibicion de la actividad/expresion de enzimas
involucradas en la produccion de ROS y el aumento de la actividad o expresion
de enzimas antioxidantes, que actuan conjuntamente para mantener el
equilibrio redox celular y prevenir el dafio hepatico (79,80).

En el contexto de la defensa antioxidante hepatica, la via de sefializacion Nrf2
es reconocida como el mecanismo mas importante para la proteccion celular y
la regulaciéon del equilibrio redox (79). En condiciones fisiolégicas, Nrf2 se
encuentra secuestrado en el citoplasma por su proteina inhibidora Keap1 (la
proteina 1 asociada a ECH con dominio tipo Kelch). Keap1 se une a un complejo
de ubiquitina ligasa E3 (Rbx11) a través de la proteina adaptadora Cullin-3
(Cul3), generando un complejo que actia como sensor de estrés oxidativo y
promueve la ubiquitinacién y posterior degradacién de Nrf2 en el proteasoma
26S (81). Sin embargo, bajo estrés celular (como la exposiciéon a ROS u otras
moléculas electrofilicas), se produce la modificacion de residuos especificos de
cisteina en Keap1, lo que induce cambios conformacionales en el complejo
Keap1-Nrf2 y provoca la liberacién de Nrf2 (Figura 1.7). Como resultado, se
bloquea la poliubiquitinaciéon de Nrf2 dependiente de Cul3/Rbx1 asistida por
Keap1, lo que permite la traslocacion de Nrf2 al nucleo, donde forma
heterodimeros con los factores de transcripcion MAF o Jun. Este complejo se

une a un elemento cis presente en el promotor de genes diana, conocido como
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elementos de respuesta antioxidante (ARE, por sus siglas en inglés). Entre los
genes diana se encuentran enzimas antioxidantes directas, como HO-1;
enzimas relacionadas con la homeostasis del glutation como glutamato-cisteina
ligasa (GCL, por sus siglas en inglés) y enzimas involucradas en la
detoxificacion celular (GST, NQO1) (79,82).
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Figura l.7. Via de senalizacion de Nrf2: principales componentes y genes diana. Cul3,
cullin 3; GCLc, subunidad catalitica de la glutamato cisteina ligasa; GCLm, subunidad
modificadora de la glutamato cisteina ligasa; GST, glutation S-transferasa; HO-1,
hemooxigenasa-1; Keap1, proteina 1 asociada a ECH con dominio tipo Kelch; NQO1,
NADPH: quinona oxidorreductasa 1; Nrf2, factor nuclear eritroide 2 relacionado con el
factor de transcripcion 2; RBX, RING-box protein; ROS, especies reactivas de oxigeno;
Ub, ubiquitina.

1.2.5.2. AUTOFAGIA

La autofagia es un proceso intracelular fundamental para el mantenimiento de
la homeostasis celular, permitiendo la degradacién y el reciclaje de
componentes celulares disfuncionales, proteinas mal plegadas y organulos
dafnados. Si bien se han descrito tres vias autofagicas principales (la autofagia

mediada por chaperonas, la microautofagia y la macroautofagia), este trabajo
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se centrara en la macroautofagia (autofagia en adelante), por ser la via mas
estudiada y relevante en el contexto de esta investigacion (83). La autofagia se
desarrolla a través de una serie de etapas estrictamente reguladas donde
participan un conjunto de genes relacionados con este proceso (ATG). Estas
etapas incluyen la iniciacion, la nucleacién del autofagosoma, la elongacion y
maduracion de la membrana del autofagosoma y la fusion con el lisosoma para

la degradacion de los componentes y reciclaje (Figura 1.8) (84,85).
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Figura 1.8. Fases de la autofagia y principales mediadores implicados. Abreviaturas
destacadas: AMPK, proteina quinasa activada por AMP; mTOR, diana de rapamicina en
mamiferos; PE, fosfatidiletanolamina; PI3P, fosfatidilinositol 3-fosfato; ULK1, quinasa
activadora de la autofagia tipo Unc-51.

La autofagia se activa en respuesta a diversas sefiales de estrés celular, como

la privacion de nutrientes, el estrés oxidativo, la acumulacion de proteinas mal

plegadas o la hipoxia. La proteina quinasa mTOR (diana de la rapamicina en
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mamiferos) juega un papel crucial en la regulaciéon de la autofagia, actuando
como un sensor de la disponibilidad de nutrientes. En condiciones de
abundancia de nutrientes, mTOR se activa y suprime la autofagia mediante la
fosforilacion y consecuente inactivacion del complejo ULK1 (quinasa activadora
de la autofagia tipo Unc-51), esencial en la fase de iniciaciéon de este proceso.
Por el contrario, la proteina quinasa activada por AMP (AMPK, por sus siglas en
inglés) se activa en condiciones de estrés energético y promueve la autofagia.
La activacion de AMPK puede inducir la autofagia de forma directa mediante la
fosforilacion y activacion del complejo ULK1, o de forma indirecta, mediante la
inhibicion de mTORC1 (complejo 1 de mTOR), liberando asi la inhibicion
ejercida por mTOR sobre ULK1 (86-88). Una vez activado, ULK1 forma un
complejo de preiniciacion con ATG13, ATG101 y FIP200, que se dirige a las
regiones del ER marcadas por ATG9. Este complejo, a su vez, recluta y activa
el complejo de nucleacion de la fosfatidilinositol 3-quinasa de clase Il (PI3KC3,
por sus siglas en inglés), compuesto por Beclin1, ATG14L, VPS34, VPS15 y
AMBRA1. La accion conjunta de estos complejos promueve la nucleacion de
autofagosomas nacientes o fagoforos que emergen del ER (83,89).

La elongacion y maduracion del autofagosoma comienza con el aumento en la
produccion local de fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P, por sus siglas en inglés) en
los sitios de formacion del fagéforo, un proceso mediado por el complejo
PI3KC3. Este evento desencadena la accion de dos sistemas de conjugacion
similares a la ubiquitina, esenciales para la elongacion de la membrana del
fagodforo y la formacion del autofagosoma maduro. El primer sistema involucra
a la proteina LC3. Inicialmente, la proteasa ATG4 procesa LC3 naciente a su
forma LC3-I, que posteriormente es convertida a la forma conjugada con lipidos
LC3-Il mediante la accion secuencial de ATG7 (similar a E1) y ATG3 (similar a
E2). Paralelamente, el segundo sistema de conjugacién, también mediado por
ATG7 y ATG10 (E2), facilita la union de ATG12 a ATG5. Este complejo se asocia
entonces con ATG16L1, formando el complejo ATG12-ATG5-ATG16L que
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actia como una ligasa E3, crucial para la conjugacion de LC3-ll con
fosfatidiletanolamina (PE) en la membrana del fagéforo (85,90). Una vez
anclado a la membrana, LC3-Il impulsa la elongacién y el cierre del
autofagosoma, encapsulando los componentes citoplasmaticos destinados a la
degradacion (85). En esta etapa desempefian un papel crucial las proteinas
adaptadoras, como p62 (o sequestosoma 1, SQSTM1) y BRCA1, ya que se
encargan de la seleccion y entrega de componentes especificos al
autofagosoma para su degradacion. Estas proteinas actian como puentes
moleculares, uniéndose tanto a los componentes destinados a la degradacion,
como a LC3-Il (85). Finalmente, el autofagosoma maduro se fusiona con el
lisosoma gracias al complejo SNARE (STX17, SNAP29, VAMP8) y el complejo
de anclaje (complejo HOPS, RAB7, EPG5 y LAMP2) para formar el
autolisosoma. La membrana interna del autofagosoma y su contenido se
degradan por la accion de las hidrolasas y lipasas acidas lisosomales, liberando
macromoléculas que son recicladas para mantener la homeostasis celular (91).
Con el objetivo de evaluar la autofagia, se han descrito varios marcadores
moleculares. Uno de los principales es la proteina LC3-Il, ya que, debido a su
abundancia en las membranas autofagosoémicas, se correlaciona directamente
con la formacién de estos organulos. Otro marcador clasico es la proteina
adaptadora p62/SQSTM1, que se une directamente a LC3-ll y se degrada
eficientemente durante la autofagia, por lo que sus niveles totales se
correlacionan inversamente con la actividad autofagica (84).

La autofagia esta implicada en la patogénesis de diversas enfermedades,
incluyendo las EHC. Si bien se ha demostrado el papel beneficioso de la
autofagia en diversos tipos celulares hepaticos, como los hepatocitos y las
células de Kupffer, su influencia en la fibrosis hepatica, particularmente en las
HSC, presenta una mayor complejidad, manifestandose como un proceso dual
con efectos tanto promotores como inhibidores de la fibrogénesis (83). Por un

lado, la autofagia degrada las gotas lipidicas liberadas durante la activacion de
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las HSC, generando acidos grasos que, tras su oxidacion, producen ATP vy
proporcionan la energia necesaria para su activacion y actividad profibrogénica.
Contrariamente, la autofagia excesiva puede inducir senescencia celular y
apoptosis en las HSC, lo que conlleva a una disminucion de la actividad
fibrogénica y a la reduccion de la secrecién de ECM. Este efecto antifibrogénico
se ha asociado a la degradacion de factores profibroticos, como el colageno tipo
I y MMP, asi como a la reduccion de la secrecion de exosomas profibréticos
(92,93).

La ambigliedad del rol de la autofagia en la activacién de las HSC podria
atribuirse a la heterogeneidad de los modelos experimentales empleados,
particularmente en lo que respecta al estado de activacién. Es posible que la
autofagia actue como un promotor de la fibrosis hepatica durante las etapas
tempranas de la activacion de las HSC quiescentes tras un dano hepatico. Al
contrario, la induccion de la autofagia en HSC ya activadas podria inhibir la
fibrosis mediante la degradacion de mediadores profibréticos. Asimismo, la
interaccion dinamica entre las HSC y otras células del microambiente hepatico
podria modular la funcién de la autofagia en la fibrosis. En este contexto, la
autofagia estaria implicada en la regulaciéon de las vias de sefalizacion
paracrinas/autocrinas que median la comunicacion intercelular entre las HSC y

otros tipos celulares (83,93).

1.2.5.3. MITOCONDRIA

Las mitocondrias son organulos que desempefian un papel fundamental en una
amplia gama de procesos celulares esenciales en la mayoria de las células
eucariotas. Si bien son ampliamente reconocidas por su papel en la produccion
de ATP, otras funciones incluyen la biosintesis de grupos Fe-S, la homeostasis
del calcio, la apoptosis, la sefalizacién celular y la generacién de ROS (94).
Su morfologia se describe con frecuencia como ovalada, con un diametro de 0,5
a 1 um; sin embargo, la naturaleza dinamica de estos organulos da lugar a una

variedad de formas, desde extensas redes reticulares hasta las estructuras
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alargadas mas comunmente representadas (95). La estructura de la mitocondria
esta estrechamente relacionada con su funcion, y cada aspecto de su forma
contribuye a su alto grado de especializacién (96). Estos organulos se
encuentran delimitados por un sistema de doble membrana compuesto por una
membrana externa (OMM, por sus siglas en inglés) y una membrana interna
(IMM, por sus siglas en inglés), que establece dos compartimentos distintos: el
espacio intermembrana, ubicado entre ambas membranas, y la matriz, un
espacio interno delimitado por la IMM (Figura 1.9). La OMM, delimitando el
organulo del citosol circundante, presenta una composicion similar a la de la
membrana plasmatica, facilitando la difusién de moléculas liposolubles hacia el
espacio intermembrana. Asimismo, la presencia del canal idénico dependiente
de voltaje (VDAC, por sus siglas en inglés) o porina, permite el transporte de
proteinas pequefias y proteinas hidrdéfilas (95).

Las mitocondrias presentan una caracteristica singular en cuanto a su
biogénesis:  Unicamente 13 polipéptidos son codificados por el ADN
mitocondrial (ADNmt) en humanos mientras que la gran mayoria de sus
proteinas estan codificadas en el ADN nuclear, lo que implica un complejo
proceso de importacién para las proteinas mitocondriales sintetizadas en el
citosol. Para llevar a cabo este transporte, se requiere la participacion de
chaperonas citosdlicas, como las proteinas de choque térmico Hsp70 y Hsp90,
que desempefian un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis
proteica al prevenir la agregacion de las proteinas precursoras mediante la
proteccién de sus dominios hidrofébicos. Ademas, estas chaperonas dirigen las
proteinas hacia los receptores del complejo translocasa de la OMM,
principalmente Tom70 y Tom20, que permiten la translocacion de las proteinas
a través de esta membrana (97).

La IMM, a diferencia de la OMM, se caracteriza por su alta selectividad,
regulando de manera estricta el flujo de moléculas hacia la matriz mitocondrial.

Esta funcién de control es esencial para mantener un microambiente 6ptimo
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para las actividades metabdlicas que se llevan a cabo en la matriz mitocondrial.
Entre estas actividades se encuentran la metabolizacion del piruvato y los
acidos grasos (para producir acetil-CoA) y la oxidacion del acetil-CoA en el ciclo
del acido citrico (ciclo de TCA, por sus siglas en inglés), generando CO2 y
NADH. En las invaginaciones de la IMM (crestas mitocondriales) se localizan
los complejos de la ETC y el complejo V (ATP sintasa), que forman parte del
proceso de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (95,96,98).

A. OXPHOS

La OXPHOS es un proceso bioquimico fundamental que permite a las células
aprovechar la energia liberada durante la reduccién del oxigeno para generar
ATP. Se basa en una serie reacciones de oxido-reduccion que implican la
transferencia de electrones de NADH y FADH al oxigeno en la ETC (99). La
ETC esta compuesta por cuatro complejos proteicos (1, II, lll y IV) que catalizan
las reacciones redox secuenciales, permitiendo el flujo direccional de los
electrones a través de la cadena (Figura 1.9). EI complejo V, aunque es
fundamental para la OXPHOS, no participa directamente en el transporte de
electrones, sino que emplea el gradiente electroquimico generado por la ETC
para impulsar la sintesis de ATP. Los complejos I, lll y IV, ademas de su papel
en el transporte de electrones, actian como bombas de protones translocando
4 protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana por cada par
de electrones transferidos. La transferencia de electrones de un complejo al
siguiente se lleva a cabo utilizando dos tipos de transportadores de electrones;
los hidrofilicos como el citocromo ¢, que se desplaza libremente por el espacio
intermembrana, e hidrofébicos, como la coenzima Q10 (ubiquinona), que
difunde a través de la bicapa lipidica de la IMM (99,100).

El complejo | (NADH deshidrogenasa), el primero y mas grande de la ETC, esta
compuesto por 45 subunidades, de las cuales 7 estan codificadas por el genoma
mitocondrial (MT-ND1-6 y MT-ND4L) (100). Este complejo cataliza la oxidacion

del NADH (producto del ciclo de TCA), generando dos electrones que se
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transfieren a un mononucleétido de flavina y, a través de una serie de grupos
Fe-S, reducen la ubiquinona a ubiquinol. El paso de electrones de NADH a
ubiquinona libera energia que es utilizada por el complejo para la translocacion
de cuatro protones al espacio intermembrana (99,101).

Por otro lado, el complejo Il (succinato deshidrogenasa) oxida el succinato a
fumarato en el ciclo de TCA, transfiriendo los electrones liberados a la
ubiquinona (coenzima Q), que es reducida a ubiquinol. La reoxidacion del
ubiquinol, previamente reducido por los complejos | y Il, es catalizada por el
complejo Il (ubiquinol/citocromo ¢ oxidorreductasa). En este paso, se oxidan
dos moléculas de ubiquinol, se transfieren electrones al citocromo ¢ y se reduce
una ubiquinona. Ademas, por cada par de electrones transferidos a través del
complejo 1l se bombean cuatro protones al espacio intermembrana a través de
la IMM (94,99). Por ultimo, los electrones son transferidos al complejo IV
(citocromo ¢ oxidasa) mediante el citocromo ¢, que transporta los electrones uno
a uno desde el complejo Ill al complejo IV. En este ultimo, los electrones son
transferidos al oxigeno molecular, permitiendo la reduccion de esta molécula a
H20 mediante la adicién de dos protones provenientes de la matriz mitocondrial.
Durante este proceso se bombean cuatro protones desde la matriz mitocondrial
hacia el espacio intermembrana, contribuyendo al gradiente electroquimico de
protones que impulsa la sintesis de ATP por parte del complejo final (complejo
V o ATP sintasa) de la maquinaria de OXPHOS (99,100).

El dltimo complejo de la ETC esta formado por dos fracciones: la FO, situada en
la matriz mitocondrial y la F1, localizada en la IMM (94,102). La fraccion FO se
caracteriza por presentar un canal que permite el paso de los iones H* hacia la
porcion F1, que es de caracter hidrofilico y constituye el sitio catalitico principal
de la enzima. El flujo de iones H* desde la porcién FO hacia la F1 impulsa la
rotacion del anillo de subunidades a y B, que, a su vez, induce cambios
conformacionales en las subunidades cataliticas, favoreciendo la unién de ADP

y fosfato inorganico para producir ATP (103).
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Figura 1.9. Estructura de la mitocondria, componentes de la ETC mitocondrial y la
OXPHOS. ADP, adenosin difosfato; ATP, adenosin trifosfato; ATP sintasa, complejo V;
Cyt ¢, citocromo c; e-, electrones; ETC, cadena de transporte de electrones; FAD, flavin
adenin dinucledtido; H+, protones; I, complejo I; 1I, complejo II; 1ll, complejo 1lI; IMM,
membrana mitocondrial interna; IV, complejo 1V; OMM, membrana mitocondrial externa;
OXPHQOS, fosforilacion oxidativa.
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B. Potencial de membrana mitocondrial (AWnm)
El AWn se define como la diferencia de voltaje a través de la IMM, generada por
la translocacién de protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio
intermembrana durante la ETC. Este proceso genera un gradiente
electroquimico de protones que constituye la fuerza impulsora para la sintesis
de ATP. En condiciones fisiolégicas normales, los niveles de AWnm y ATP se
mantienen dentro de un rango relativamente estable, aunque pueden presentar
fluctuaciones que reflejan las variaciones en las demandas energéticas
celulares. Sin embargo, cuando se producen alteraciones significativas y
sostenidas en el AWm, ya sea despolarizacién o hiperpolarizacién, se pueden
desencadenar consecuencias perjudiciales para la homeostasis celular,
comprometiendo la viabilidad y funcién celular (104). El AWm no solo es crucial
para la produccion de ATP, sino que también desempena un papel fundamental
en el mantenimiento de la salud y funcionalidad de las propias mitocondrias. Un
potencial adecuado es necesario tanto para la importacion eficiente de proteinas
a la mitocondria, como para la regulacién del ciclo celular y eliminacién selectiva
de mitocondrias disfuncionales a través de la mitofagia (proceso mediante el
cual las mitocondrias son degradadas y recicladas por el sistema autofagico).
Ademas, el gradiente electroquimico impulsa el transporte de otros iones y
metabolitos a través de la IMM, garantizando el suministro de moléculas vitales

para las diversas funciones que se llevan a cabo en la mitocondria (104,105).

C. Dinamica mitocondrial
Las mitocondrias son organulos dinamicos que pueden modular su tamafo,
distribucién, conectividad y morfologia mediante el equilibrio de dos procesos:
fusion y fision mitocondrial (106), lo que permite una adaptacion constante a las
demandas metabdlicas celulares. Ambos procesos de la dinamica mitocondrial
(fusion y fisidn) estan regulados por la accién conjunta de GTPasas (guanosina

trifosfatasas) altamente conservadas y sus proteinas reguladoras (107).
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La fision mitocondrial genera organulos individuales mas pequefios (o una red
mitocondrial mas fragmentada) fruto de la divisién de una mitocondria, lo que
resulta esencial para la biogénesis de nuevos organulos, su transporte,
redistribucion y segregacion de unidades dafiadas o disfuncionales que seran
eliminadas mediante la mitofagia. Este proceso implica la constriccion y escision
de la OMMy la IMM, y esta mediado principalmente por la proteina relacionada
con la dinamina 1 (Drp1, por sus siglas en inglés), una GTPasa citosolica. Esta
proteina, al igual que otros miembros de esta familia, participa en el remodelado
de membranas mediante ciclos de oligomerizacion y cambios conformacionales
acoplados a la hidrdlisis de GTP (107,108). Estructuralmente, Drp1 presenta
cuatro regiones conservadas: el dominio GTPasa en el extremo N-terminal, el
dominio central, el dominio variable y el dominio efector de la GTPasa en el
extremo C-terminal. En condiciones basales, Drp1 se encuentra
mayoritariamente en el citosol como una mezcla de dimeros y tetrameros,
mientras que, en respuesta a sefales celulares especificas, es reclutada a la
OMM a través de ciertos receptores, donde se ancla por medio de su dominio
central. Una vez alli, Drp1 se oligomeriza formando estructuras helicoidales que
rodean y estrechan la membrana mitocondrial. La hidrélisis de GTP induce
cambios conformacionales en los oligdbmeros de Drp1, generando la fuerza
mecanica necesaria para la escision de la membrana mitocondrial (107,109). A
diferencia de otras dinaminas, Drp1 presenta una baja afinidad por los
fosfolipidos de membrana, por lo que su reclutamiento a la superficie
mitocondrial requiere de proteinas adaptadoras, como Fis1, el factor de fision
mitocondrial (Mff, por sus siglas en inglés) y las proteinas de division
mitocondrial (MiD, por sus siglas en inglés) (110). Si bien Drp1 y sus
receptores/adaptadores constituyen el nucleo del aparato de fision, tanto las
etapas iniciales como finales de este proceso dependen de la accion de otros
actores celulares, como el ER, el citoesqueleto de actina y la dinamina-2, otra

GTPasa (107). Se ha observado que la fisibn mitocondrial ocurre
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predominantemente en las zonas de contacto entre el ER, las mitocondrias y el
citoesqueleto. En estas regiones, los tibulos de la membrana del ER envuelven
las mitocondrias sefialando los sitios donde se llevara a cabo la divisién
mitocondrial. Debido a que el diametro del tdbulo mitocondrial es
aproximadamente cinco veces mayor que el de las hélices de Drp1, es
necesaria la cooperacion entre la maquinaria del ER y el citoesqueleto para
estrechar las mitocondrias a un diametro adecuado que permita el ensamblaje
de oligdbmeros de Drp1 (110). Asimismo, la cardiolipina desempefia un papel
crucial en el proceso de fision mitocondrial, ya que interactia con Drp1,
estimulando su oligomerizacion y su actividad GTPasa (106).

La fusion mitocondrial es un proceso mediante el cual dos o0 mas mitocondrias
adyacentes se fusionan para formar una mitocondria mas alargada o una red
mitocondrial interconectada (110). Las redes mitocondriales promueven la
eficiencia de la OXPHOS, ya que permiten una mejor distribuciéon de la ETC y
una mayor capacidad para disipar el gradiente electroquimico a través de la
IMM, optimizando la produccién de ATP (111). Ademas, dado que la fusion
mitocondrial implica la union y fusién coordinada de la IMM y OMM, facilita el
intercambio de componentes esenciales entre las mitocondrias, incluyendo
ADNmt, proteinas, lipidos y metabolitos (109). La maquinaria de fusion esta
compuesta principalmente por tres GTPasas relacionadas con la dinamina:
mitofusinas 1y 2 (MFN 1y 2), presentes en la OMM, y la proteina 1 de atrofia
optica (OPA1, por sus siglas en inglés), presente en la IMM (111). Las MFN,
responsables del acoplamiento y fusién de la OMM, poseen una estructura que
facilita su funcion: un dominio catalitico de union a GTP en el extremo N-
terminal, y dos dominios de hélice enrollada en el extremo C-terminal, conocidos
como dominios de repeticion heptada (HR1 y HR2, por sus siglas en inglés),
que median la interaccion entre MFN de mitocondrias opuestas. Ademas, posee
dos dominios transmembrana que anclan las MFN a la OMM, mientras que un

bucle corto entre estos dominios expone los extremos N-terminal y C-terminal
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al citosol, permitiendo la interaccion con otras proteinas y la formacion de
oligdbmeros. Esta capacidad de autoensamblaje en oligémeros, tanto dentro de
la misma membrana como a través de membranas opuestas, es crucial para la
actividad de acoplamiento de las MFN vy la posterior fusion de las membranas
mitocondriales (107,112). Se ha propuesto que las MFN median la fusion de las
OMM a través de la interaccién de sus dominios HR2, que forman dimeros
antiparalelos entre mitocondrias adyacentes. Durante este proceso, la union e
hidrdlisis del GTP induce cambios conformacionales en las MFN que promueven
el acercamiento y, por tanto, la fusion de la OMM (107,113).

La fusion mitocondrial, al igual que la fisidn, ocurre en los sitios de contacto entre
el ER y las mitocondrias, donde MFN2 media su interaccion (114). Al mismo
tiempo, OPA1 facilita la fusion de la IMM, asi como la remodelacion e integridad
de las crestas mitocondriales. Esta proteina se encuentra presente en ocho
isoformas en humanos y contiene tres regiones altamente expuestas al espacio
intermembrana: el dominio de uniéon a GTP, el dominio medio y el dominio
efector de GTP. Ademas, contiene la region del extremo N-terminal, que incluye
una secuencia encargada de dirigir OPA1 hacia la IMM, seguida de una hélice
transmembrana, que se encarga de anclarla en la membrana (115). Esta
proteina vincula directamente la estructura mitocondrial con la funcion
bioenergética, de manera que cuando el AWm esta intacto, las isoformas largas
de OPA1 (L-OPAA1, por sus siglas en inglés), que se encuentran ancladas a la
IMM, llevan a cabo la fusion de la IMM, mientras que cuando la membrana se
despolariza, L-OPA1 es escindido a isoformas cortas solubles (S-OPA1, por sus
siglas en inglés) por la metaloendopeptidasa sensible al estrés del espacio
intermembrana (OMA1, por sus siglas en inglés), inhibiendo el proceso de fusion
y promoviendo la fragmentacion mitocondrial. Tanto las isoformas largas como
cortas de OPA1 presentan la capacidad de unirse a la cardiolipina, lo que

promueve la activacion de la actividad GTPasa intrinseca de esta proteina (116).
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Figura 1.10. Dinamica mitocondrial: fusion/fision mitocondrial y principales
proteinas involucradas. Drp1, proteina 1 relacionada con la dinamina; Fis1, proteina de
fisiébn mitocondrial 1; OPA1, proteina 1 de atrofia dptica.

1.3. TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS EN LA FIBROSIS HEPATICA

A pesar de la alta prevalencia de las EHC y los esfuerzos realizados para
combatirlas, el desarrollo de terapias farmacoldgicas especificas,
especialmente para la fibrosis hepatica, continia siendo un desafio. En la
actualidad, el enfoque terapéutico se centra principalmente en las etiologias
subyacentes. Por ejemplo, en casos de MASLD se ha demostrado que la
implementacion de modificaciones en el estilo de vida y la cirugia bariatrica
tienen efectos beneficiosos. Asimismo, los farmacos antivirales han mostrado
evidencia clinica en la resolucién de la fibrosis hepatica asociada a la infeccién
por VHB o VHC (116-119).
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Si bien aun no se dispone de un tratamiento especifico para la fibrosis hepatica,
se han logrado avances significativos en la comprensién de los mecanismos
celulares y moleculares que subyacen a su desarrollo, lo que ha permitido
identificar diversas dianas terapéuticas potenciales para detener o incluso
revertir la progresion de esta enfermedad. Una de las estrategias terapéuticas
mas prometedoras para combatir la fibrosis hepatica se centra en la modulacion
de la actividad de las HSC, fundamentalmente mediante dos enfoques: la
inhibicion de las sefiales y procesos intracelulares que culminan en la activacion
de estas células o en la reversion de las HSC activadas hacia un fenotipo
quiescente (116,120).

1.3.1. ENSAYOS PRECLINICOS DE FARMACOS DIRIGIDOS A LAS VIAS
MOLECULARES IMPLICADAS EN LA FIBROSIS HEPATICA

La investigacion preclinica en fibrosis hepatica se orienta hacia la modulacion
de diversas rutas y procesos celulares. Entre las estrategias mas prometedoras
se encuentra el bloqueo de la citoquina profibrogénica TGF-B, la supresion de
la inflamacion mediante la inhibicion de citoquinas clave, la atenuacién del
estrés oxidativo, la remodelacién de la ECM y la prevencion de la transicion
epitelio-mesenquimal (ETM, por sus siglas en inglés) (117).

El TGF-B, como se comentd anteriormente, es un mediador crucial en la
patogénesis de la fibrosis hepatica, por lo que se ha convertido en un objetivo
terapéutico de interés. Un enfoque prometedor radica en el uso de receptores
solubles de TGF-, que compiten con los receptores de membrana por la unién
al TGF-(3, evitando asi la activacion de las vias de sefalizacion profibrogénicas.
Estos receptores solubles, al carecer de dominios de sefializacion intracelular,
actuan como secuestradores del TGF-3, impidiendo su interaccion con los
receptores de membrana y la consiguiente activacion de las cascadas de
sefializacion implicadas en la fibrogénesis (121). Estudios preclinicos han
constatado la eficacia de esta estrategia; por ejemplo, la administracion de

formas truncadas del receptor TGFBRII mitiga significativamente la fibrosis
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hepatica en modelos experimentales (122). Por otro lado, se han desarrollado
moléculas capaces de inhibir la actividad quinasa del receptor de TGF-B,
bloqueando asi sus efectos profibrogénicos. Entre ellos se encuentran
galunisertib (LY21572999), que inhibe principalmente el receptor tipo | de TGF-
B (TGFBRI), y LY2109761, que actua como un inhibidor dual, afectando tanto al
receptor tipo | como al tipo Il (123). Estudios preclinicos han evidenciado
resultados prometedores para ambos inhibidores, ya que se ha observado que
la administracion de estos compuestos interrumpe la sefalizacion intracelular
mediada por TGF-3, lo que a su vez conduce a una disminucién en la activacion
de las HSC y en la deposicion de ECM (124,125). Ademas de las estrategias
dirigidas a bloquear directamente la actividad de TGF-B3, se han explorado
enfoques alternativos que buscan reducir la liberacion de la forma activa de este
factor de crecimiento a partir de su forma latente almacenada en la ECM. Dentro
de este grupo, la inhibicion de enzimas como la lisil oxidasa (LOXL, por sus
siglas en inglés) y de ciertas integrinas ha sefialado resultados prometedores.
Las integrinas, en particular, desempefian un papel fundamental en la activacion
del TGF-B latente almacenado en la ECM. Estas proteinas transmembrana
median interacciones célula-ECM y pueden inducir un cambio conformacional
en el complejo latente de TGF-B, liberando asi la forma activa de esta citoquina
(126,127). Debido a los resultados positivos observados en estudios preclinicos,
se han desarrollado varios inhibidores de integrinas que actualmente se
encuentran en evaluacion clinica para el tratamiento de la fibrosis hepatica. Un
ejemplo notable es bexotegrast, un inhibidor dual de las integrinas av6/avp1
que ha resultado eficaz en la reduccion de la fibrosis en pacientes con colangitis
esclerosante primaria en un ensayo clinico de fase Il (128-130).

También se han explorado otras vias para interrumpir la sefializacion del TGF-
B, como la interferencia con la translocacion nuclear de los complejos
Smad?2/3/4. Se ha descrito que ciertos péptidos, como AIMP1, pueden bloquear

la translocacion de Smad3 al nucleo, impidiendo asi sus efectos profibréticos
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(131). De manera similar, compuestos como el magnolol interfieren con la
interaccion entre Smad3 y Smad4, atenuando la sefnalizacion del TGF- y
reduciendo la fibrosis hepatica en modelos preclinicos (132). Por ultimo,
diversos compuestos naturales, como la genisteina (un isoflavonoide presente
en la soja) y el praziquantel (un farmaco utilizado en el tratamiento de la
esquistosomiasis), han mostrado efectos antifibréticos al aumentar la expresion
de Smad7, un inhibidor endégeno de la sefalizacion del TGF-(, lo que conlleva
una reduccion en la activacién de las HSC vy, por ende, en la progresion de la
fibrosis (133,134).

Dado que la inflamacion es uno de los factores mas importantes que conducen
a la fibrosis hepatica, también se han explorado diversas estrategias
terapéuticas dirigidas a modular la respuesta inflamatoria. Por ejemplo,
farmacos biologicos anti-TNF (como infliximab), que actuan suprimiendo la
infiltracion de células inflamatorias en el higado y la subsiguiente activacion de
las HSC, han resultado eficaces en estudios preclinicos (135).

El estrés oxidativo, otro factor clave en la fibrogénesis, también ha sido objeto
de investigacion, y se han propuesto diversas vias para su reduccion,
incluyendo la inhibicién de la produccion de ROS y la activacion de mecanismos
antioxidantes. Como ejemplo, los activadores de la ruta Nrf2 (como TBE-31 y
S21879) han evidenciado resultados prometedores en modelos preclinicos. En
esta linea, la inhibicién de la NOX con farmacos como setanaxib también han
resultado eficaces en la reduccién del estrés oxidativo y fibrosis en modelos
preclinicos (136,137).

La activacion de las HSC desencadena una reprogramacion metabdlica
significativa para satisfacer las demandas energéticas del proceso fibrogénico.
En particular, se ha observado un aumento en la lipogénesis de novo, la cual
juega un papel crucial en la activacion y supervivencia de las HSC. En este
contexto, estudios preclinicos han observado que la inhibicion farmacologica de

enzimas clave en la lipogénesis de novo puede suprimir la fibrogénesis hepatica.
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Entre las dianas terapéuticas mas prometedores se encuentran los inhibidores
de la acetil-coA carboxilasa (firsocostat, clesacostat), de la sintasa de acidos
grasos (denifanstat), o de la enzima lipogénica estearoil-coA desaturasa 1
(aramchol) (138-140).

Recientemente estan surgiendo terapias basadas en nanoparticulas, disefiadas
para la entrega dirigida de siARN/miARN, permitiendo el silenciamiento
especifico de genes relacionados con el desarrollo de varias enfermedades. En
el caso de la EHC, se han desarrollado siARN para varias moléculas claves en
el desarrollo de la fibrosis. Por ejemplo, la administracion de siARN especificos
para el gen procolageno a-1 reduce la deposicién de colageno (141) en se
ensayos preclinicos. Otras estrategias se fundamentan en la promocién de la
autofagia de las HSC, como el inhibidor de proteasas carfilzomib, que redujo la
fibrosis hepatica al promover la apoptosis de HSC activadas (142). De cara al
futuro, otras intervenciones en etapa preclinica muestran potencial para
traducirse en terapias antifibroticas. Estas incluyen exosomas y compuestos
dirigidos contra modificadores epigenéticos y la modulacion del eje intestino-
higado. La integraciéon de técnicas avanzadas como la nanotecnologia, células
madre pluripotentes inducidas y la edicién genética podria permitir terapias

celulares y génicas personalizadas (117,143,144).

1.3.2. ENSAYOS CLIiNICOS DE FARMACOS PARA LA PREVENCION O EL
TRATAMIENTO DE LA FIBROSIS HEPATICA

Diversos farmacos con resultados prometedores en preclinica estan en fase de
investigacion clinica, incluso con ensayos completados y datos de eficacia y
seguridad. La pirfenidona, una molécula con propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes y antifibréticas, ha logrado reducir de la fibrosis hepatica en
numerosos modelos experimentales. En esta linea, ensayos clinicos de fase Il
evidenciaron que este farmaco reducia significativamente la rigidez hepatica en

pacientes con hepatitis C crénica en comparacién con placebo. De manera
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similar, un ensayo clinico en pacientes con fibrosis hepatica avanzada mostro
resultados antifibréticos prometedores (117,145,146)

Por otro lado, la activacion del receptor nuclear X de farnesoides (FXR, por sus
siglas en inglés) suprime la fibrosis hepatica a través de diversos mecanismos,
incluyendo la inhibicion de la activacion de las HSC y la reduccion de la
produccién de citoquinas proinflamatorias (147). En este sentido, el acido
obeticdlico, un agonista sintético del FXR, ha sido aprobado para el tratamiento
de la colangitis biliar primaria en pacientes adultos que no responden o no
toleran el acido ursodesoxicolico (148). En un ensayo clinico de fase Il para
MASH, el acido obeticdlico mejord las caracteristicas histolégicas del higado
(incluyendo la fibrosis) en pacientes pre-cirréticos (149). Posteriormente, un
ensayo de fase Il confirmé la mejoria de la fibrosis en pacientes con MASH en
estadio pre-cirrotico, respaldando el potencial del FXR como diana terapéutica
para la fibrosis hepatica (150). Recientemente, el inhibidor de la sintetasa de
acidos grasos denifanstat ha mejorado la fibrosis hepatica en pacientes con
MASH en un ensayo clinico en fase Il, lo que sugiere que la inhibicién de la
sintesis de novo de acidos grasos podria ser una estrategia antifibrética viable
(151). De manera similar, se ha reportado que la pentoxifilina, un inhibidor de
TNF-a, presenta efectos antifibroticos prometedores, especialmente en
pacientes con cirrosis descompensada (117,152).

Otro enfoque terapéutico novedoso se centra en la inhibicién del receptor de
acido lisofosfatifico 1 (LPA1, por sus siglas en inglés), implicado en la activacion
y diferenciacion de HSC a miofibroblastos. En este sentido, pegbelfermin, un
analogo del FGF21 conjugado con polietilenglicol que bloquea la sefalizaciéon
de LPA1, mostré actividad antifibrética en pacientes con MASH en un ensayo
clinico de fase Il (153). En relacién con los farmacos dirigidos a la produccion
de ROS, setanaxib, un inhibidor dual de las NOX1 y NOX4, redujo la produccién
de ROS y mejoro la fibrosis hepatica en pacientes con colangitis biliar primaria

en un ensayo clinico de fase Il (119,154).
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Ademas de las dianas moleculares mencionadas previamente, los receptores
activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR, por sus siglas en inglés)
se han convertido en un foco de interés en la busqueda de tratamientos para la
fibrosis hepatica. Estos receptores nucleares desempefian un papel crucial en
la regulacion del metabolismo de la glucosa y los lipidos, la diferenciacion de
adipocitos y la respuesta inflamatoria. Entre los tres subtipos de PPAR (a, /9,
y), el PPARy genera un especial interés en el contexto de la enfermedad
hepatica debido a su capacidad para mejorar la esteatosis, reducir la inflamacion
y atenuar la fibrosis, tal y como se ha reportado en ensayos preclinicos
(155,156). En la actualidad, se estan llevando a cabo ensayos clinicos para
evaluar la eficacia de agonistas de PPAR, como el lanifibranor, en pacientes con
MASH (157).

Otros ensayos clinicos han incluido compuestos como emricasan, un inhibidor
de la ASK1, inhibidores de galectinas (implicadas en la inflamacion, respuesta
inmune y fibrosis) e inhibidores de distintas citoquinas (158—160). Por ultimo, las
terapias celulares han surgido como un enfoque innovador para tratar la fibrosis
hepatica, buscando repoblar el higado con células sanas o administrar factores
antifibréticos directamente en el tejido dafiado. Dentro de este enfoque, las
células madre mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés), al administrarse
por via intravenosa, se dirigen a los tejidos dafiados y ejercen funciones
inmunomoduladoras, resolutivas de la inflamacién y remodeladoras de la ECM.
En preclinica, las MSC alivian la fibrosis hepatica a través de efectos paracrinos
sobre las HSC (161,162). Ademas, los ensayos clinicos en fases iniciales
mostraron que las MSC eran seguras y mejoraban la funcién hepatica en

pacientes con cirrosis (117,163).
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1.3.3. REPOSICIONAMIENTO DE FARMACOS

1.3.3.1. DEFINICION Y CONCEPTO

El reposicionamiento de farmacos se define como la estrategia que busca
utilizar un farmaco ya existente (o un candidato a farmaco) para el tratamiento
de una condicién médica diferente a aquella para la cual fue inicialmente
desarrollado. Este enfoque aprovecha el conocimiento previo sobre la seguridad
y eficacia del farmaco en humanos, lo que permite avanzar directamente a fases
preclinicas y clinicas, evitando las etapas iniciales del desarrollo de farmacos vy,
por lo tanto, reduciendo costes y riesgos. Una de las principales ventajas del
reposicionamiento de farmacos radica en su capacidad para identificar nuevos
usos terapéuticos basados en la observacion de beneficios, sin necesidad de
definir completamente el mecanismo de accidn subyacente. Esta caracteristica
permite avanzar rapidamente a la evaluacién preclinica en modelos animales,
obteniendo resultados con mayor relevancia para la investigacion y las
aplicaciones clinicas. De hecho, el reposicionamiento de farmacos puede
incluso permitir el acceso directo a ensayos clinicos de fase I, minimizando el
riesgo de fracaso inherente al desarrollo de nuevos farmacos (164,165). En este
contexto, este trabajo se centra en dos farmacos que han mostrado efectos
beneficiosos en la patologia hepatica: simvastatina (SV) vy rilpivirina (RPV)
(Figura 1.11).
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Figura 1.11. Estructura quimica de simvastatina (A) y rilpivirina (B).
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1.3.3.2. SIMVASTATINA (SV)

La SV es un farmaco perteneciente a la clase de las estatinas, ampliamente
utilizado en la practica clinica para el manejo de la dislipidemia y la prevencion
de eventos cardiovasculares. Su administracion se indica en conjunto con la
implementacion de modificaciones en el estilo de vida y con otros tratamientos
farmacolégicos como parte de una estrategia terapéutica integral para reducir
los niveles de lipidos y mejorar la salud cardiovascular (166). Las estatinas son
farmacos hipolipemiantes que actian mediante la inhibicion competitiva de la
enzima HMG-CoA reductasa (3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa),
paso limitante en la sintesis de colesterol. Ademas de su accién hipolipemiante,
las estatinas poseen propiedades pleiotropicas, incluyendo la inhibicién de la
agregacion plaquetaria, la modulaciéon de la respuesta inflamatoria en la
aterogénesis, la mejora de la funcion endotelial y efectos antinflamatorios y
antioxidantes (167,168).

La SV es un profarmaco semisintético derivado de la lovastatina, la primera
estatina aprobada por la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos de
EE.UU) (166). La administracién oral de SV en su forma de lactona inactiva
resulta en una rapida hidrdlisis a su metabolito activo, alcanzando su
concentracion plasmatica maxima (Cmax) en aproximadamente 5 h. Presenta
una vida media de eliminacién de 4,4 h y su metabolismo ocurre principalmente
en el higado y el intestino, mediado por las enzimas del citocromo P450
(166,169). La eficacia de SV en la reduccion del colesterol total y del colesterol
unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés) se ha
demostrado en diversos ensayos clinicos controlados, aleatorizados y
metaanalisis, que han evidenciado una reduccion significativa de la mortalidad
y de eventos vasculares en pacientes con enfermedad vascular oclusiva. Las
indicaciones aprobadas por la FDA para la SV incluyen hipercolesterolemia
familiar (tanto en su forma homocigética como heterocigotica),

hipercolesterolemia  no  familiar  heterocigdtica, hipertrigliceridemia,
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disbetalipoproteinemia y reduccién del riesgo de eventos cardiovasculares
adversos (pacientes con enfermedad cardiovascular aterosclerética o con
multiples factores de riesgo cardiovascular). Ademas de las indicaciones
aprobadas, SV se utiliza en la practica clinica para indicaciones no aprobadas
por la FDA, conocidas como off-label, que incluyen la profilaxis de episodios
cardiovasculares adversos después de la hospitalizacion por sindrome
coronario agudo, y la profilaxis de la fibrilaciéon auricular en pacientes con
enfermedad arterial coronaria estable (166).

Si bien la SV se utiliza como monoterapia, también se encuentra disponible en
productos combinados para el tratamiento de la dislipidemia, como
simvastatina/ezetimiba y simvastatina/niacina. El perfil de seguridad de la SV es
generalmente favorable, y los efectos adversos mas comunes incluyen cefalea,
mialgia, dolor abdominal, gastritis, estrefimiento, infecciones respiratorias,
elevacion de las transaminasas hepaticas y alteracion del control glucémico. En
raras ocasiones, la SV puede ocasionar efectos adversos graves, como
fibrilacion auricular, hepatotoxicidad (hepatitis colestasica, elevacion marcada
de las transaminasas, ictericia e insuficiencia hepatica) y miopatia. Otros efectos
adversos graves, aunque poco frecuentes, incluyen la enfermedad pulmonar
intersticial, diabetes mellitus, eritema multiforme, leucopenia, anemia
hemolitica, trombocitopenia y sindrome de Stevens-Johnson (166,167,169).

A pesar de que inicialmente las estatinas fueron excluidas en el tratamiento de
pacientes con cirrosis debido a su posible hepatotoxicidad, la evidencia actual
disponible sugiere que el dafio hepatico es una complicacién poco frecuente del
uso de estos farmacos. Ademas, el tipo de dafio hepatico observado con las
estatinas suele ser autolimitado y generalmente se resuelve a los 6 meses
posteriores a la suspension del farmaco (170). De hecho, mudltiples
investigaciones epidemiolégicas realizadas en los ultimos afos han revelado
que el tratamiento con estos farmacos tiene resultados prometedores en la

prevencion y retraso de la cirrosis. Varios mecanismos se han propuesto para
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explicar estos efectos, incluyendo la reduccién de la presion portal, la mejora de
la disfuncion endotelial y microvascular hepatica, la disminucion de la fibrosis y
la atenuacién de la sensibilidad al dafio hepatico mediado por endotoxinas.
Estos efectos se han relacionado con la capacidad de las estatinas para reducir
el estrés oxidativo, disminuyendo asi la activacién de ceélulas implicadas en el
proceso inflamatorio. Ademas, se ha postulado que las estatinas podrian estar
favoreciendo la sintesis de 6xido nitrico, lo que resultaria en una mejora de la
funcion endotelial y un aumento en el numero de células progenitoras
endoteliales (171,172). Especificamente, la SV ha sido propuesta como la
estatina mas efectiva en la proteccion del endotelio hepatico en el contexto de
la cirrosis debido a su capacidad para activar la via de sefalizacion KLF2
(Kriipel-like factor 2)-6xido nitrico. El factor de transcripcién KLF2 es esencial
para la homeostasis del endotelio hepatico, y juega un papel crucial en la
atenuacion de la fibrosis (171-173). Aunque su expresion aumenta en etapas
tempranas de la cirrosis como un mecanismo compensatorio para mejorar la
disfuncion vascular, la expresién endégena de KLF2 no es suficiente para
contrarrestar el desarrollo de hipertension portal y la progresion de la
enfermedad (173). En este contexto, la administracion de SV a las LSEC induce
la expresion de KLF2, lo que confiere efectos protectores sobre la funcion
vascular en el higado cirrético y, ademas, promueve la reversién de las HSC
activadas a un estado quiescente, junto con una inhibicién de la migracion y
proliferacion de estas células. Este efecto esta mediado, en parte, por la
atenuacion del estrés oxidativo intracelular a través de la activacion de Nrf2, un
factor de transcripcion regulado por KLF2 (171,173). Por ultimo, ademas de su
efecto sobre la via KLF2-Nrf2, las estatinas (incluida la SV) también participan
en la inhibicién de la via de sefializacion RhoA/Rho-quinasa, un regulador clave

de la contractilidad de las HSC, la resistencia vascular y la presion portal (171).
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1.3.3.3. RILPIVIRINA (RPV)

La RPV es un farmaco antirretroviral de gran relevancia en el abordaje
terapéutico de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).
Es un derivado de la diarilpirimidina y pertenece a la segunda generacion de
inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleésidos (NNRTI, por sus siglas en
inglés), que ejercen su accidén mediante la unidén no competitiva a la enzima,
deteniendo el proceso de elongacion del ADNc vy, por tanto, la capacidad de
replicacion del VIH (174,175). Fue aprobado por la FDA y la EMA en 2011 y se
comercializé bajo el nombre de Edurant® por Janssen-Cilag International NV
(Beerse, Bélgica), en una formulacion oral diaria unica de 25 mg. Inicialmente
se indicé para pacientes sin tratamiento antirretroviral previo con un niumero de
copias de ARN viral/mL<100000 y un recuento de células CD4*>200 células/mL.
Sin embargo, en 2013 se amplio la indicacién a pacientes con tratamiento
antirretroviral previo que presentaran supresion virolégica y ausencia de
mutaciones en los NNRTI (176). Un aspecto crucial de la RPV reside en su
potente actividad antiviral que se extiende incluso a cepas clinicas de VIH-1
resistentes a otros farmacos de la misma clase. Esta caracteristica se atribuye
a su flexibilidad conformacional interna y a la plasticidad de su interaccién con
el sitio de unién en la transcriptasa inversa (174).

En cuanto a su farmacocinética, RPV muestra una absorcion rapida y una buena
biodisponibilidad tras la administracion por via oral. Sin embargo, la solubilidad
y la biodisponibilidad de RPV dependen de la presencia de un pH acido en el
tracto gastrointestinal por lo que debe evitarse la coadministracion con
inhibidores de la bomba de protones para evitar una disminucién de su eficacia
(177). Ademas, presenta una elevada unidbn a proteinas plasmaticas,
principalmente albumina (mayor de 99,7 %) de forma dependiente de la
concentracion. Tras la administracion oral, la Cmax S€ alcanza en un plazo de 4-
5 h, con una vida media de 34-55 h. Estudios farmacocinéticos mostraron una

Cmax de 13472 ng/mL en pacientes que recibieron 25 mg/dia de RPV por via
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oral, mientras que, en voluntarios que recibieron la formulacion de accién
prolongada (600 mg), la Cmax fue de 120+40 ng/mL en el dia 29 y 132+£19 ng/mL
en el dia 57. Por ultimo, la RPV se metaboliza fundamentalmente por el sistema
enzimatico del citocromo P450, por lo que la administracion concomitante con
farmacos que interactuan con esta enzima podria afectar su aclaramiento
(178,179).

En cuanto a su perfil de seguridad, Edurant® se asocia principalmente a efectos
adversos leves como episodios depresivos, cefalea, insomnio y erupcion
cutanea (180). A diferencia de otros farmacos del mismo grupo, RPV presenta
un buen perfil de seguridad hepatica, caracterizado por un bajo indice de
elevaciones transitorias de las transaminasas séricas. Diversos estudios
retrospectivos, incluyendo pacientes con VIH monoinfectados y coinfectados
con el VHC, evidencian una baja frecuencia de hepatotoxicidad asociada a la
RPV, sin necesidad de suspender el tratamiento. Adicionalmente, la
administracion de RPV podria ejercer un efecto beneficioso sobre el pefrfil
lipidico en pacientes con dislipemia, sin que su eficacia se vea comprometida
en pacientes con cirrosis hepatica por coinfeccion VHC/VIH (181).

Por ultimo, ademas de su reconocida eficacia como inhibidor de la transcriptasa
inversa en el tratamiento del VIH, RPV ha despertado gran interés por sus
potenciales aplicaciones terapéuticas en otros campos. Recientemente, nuestro
grupo demostro el efecto hepatoprotector de RPV en varios modelos murinos
de dafo hepatico crénico, asi como en ensayos in vitro y ex vivo, mostrando
actividad antiinflamatoria, antifibrotica y antiesteatotica (182—185). Ademas, en
un contexto clinico, se ha observado que el tratamiento con RPV en pacientes
previamente curados de hepatitis C crénica resulta en una reduccion
significativa de la rigidez hepatica (186). Del mismo modo, diversos estudios
sugieren que este farmaco antirretroviral podria tener efectos beneficiosos en el
campo de la oncologia a través de la induccion de la muerte celular en modelos

de cancer de mama, pancreas y leucemia (177).
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1.4. REGENERACION HEPATICA (RH)

El higado se distingue por ser el uUnico 6rgano sélido capaz de activar
mecanismos regenerativos que le permiten recuperar completamente su masa
original a partir de tejido sano remanente. Este proceso, conocido como
regeneracion hepatica (RH), se desencadena por diversos tipos de dafio, ya sea

fisico (como una cirugia) o quimico (como la exposicion a toxinas) (187,188).

1.4.1. TIPOS DE RH

Se conocen dos tipos principales de RH determinados por el tipo de estimulos
que la desencadenan y los mecanismos celulares que la sustentan: la RH tipica
y la RH dependiente de progenitoras. La RH tipica se caracteriza por la
hipertrofia e hiperplasia de los hepatocitos y las células epiteliales biliares
preexistentes, activandose principalmente en higados sanos que han sido
sometidos a una reseccion parcial, donde la masa hepética remanente es
suficiente para impulsar la proliferacion de las células hepaticas existentes. Por
otro lado, la RH dependiente de células progenitoras implica la activacion y
diferenciaciéon de estas células residentes en el higado y se activa
principalmente en situaciones donde la capacidad proliferativa de los
hepatocitos diferenciados se ve comprometida, como en el contexto de EHC o

lesiones hepaticas agudas masivas (189,190).

1.4.2. MODELOS /N VIVO EMPLEADOS PARA EL ESTUDIO DE LA RH

A pesar de los avances significativos en la comprensién de la RH y la
identificacion de diversas vias de sefializacion implicadas en este proceso, aun
persisten desafios para alcanzar una comprension completa de los mecanismos
que facilitan la regeneracion de un higado danado, particularmente en el
contexto de una patologia preexistente. En este sentido, los modelos
experimentales de RH son herramientas fundamentales, no solo para

profundizar en la patogénesis de las enfermedades hepaticas, sino también
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para proporcionar una plataforma sélida para el desarrollo de nuevos farmacos
y estrategias terapéuticas (188).

Dado que la proliferacion celular de los hepatocitos es un evento poco frecuente,
los modelos in vivo que estudian la RH comienzan con la induccién de una lesion
hepatica para provocar la respuesta regenerativa. En general, se han adoptado
dos estrategias para ello: la reseccion quirurgica y la lesién por toxinas (191).
Los modelos basados en la induccién del dafio por toxinas presentan la ventaja
de replicar la respuesta inflamatoria que acompafa a la RH y juega un papel
crucial en el contexto del dafio cronico asociado a las EHC. Dentro de estos
modelos, destacan el modelo de CCls (tetracloruro de carbono), D-Gal (D-
galactosamina), APAP (paracetamol o acetaminofeno) y TAA (tioacetamida)
(188,192). Adicionalmente, se han desarrollado modelos transgénicos,
ofreciendo una alternativa atractiva por su simplicidad operativa y su capacidad
para estudiar el papel de citoquinas y genes especificos en la RH (188).

La hepatectomia parcial (HPx) del 70 %, desarrollada por Higgins y Anderson
(193) se ha consolidado como el modelo experimental mas empleado en el
estudio de la RH en estudios in vivo. Se caracteriza por la reseccion quirirgica
precisa del 70 % de la masa hepatica funcional, lo que permite una estimulacion
controlada y reproducible del proceso regenerativo. A diferencia de la HPx 30
%, donde la RH se produce principalmente por hipertrofia celular, la HPx del 70
% induce una respuesta regenerativa mediada por la proliferacion de los
hepatocitos remanentes (188,194). La relevancia de este modelo radica en un
conjunto de caracteristicas que lo convierten en la herramienta de referencia
para el estudio de la RH. En primer lugar, la estructura multilobular del higado
permite una reseccion precisa y delimitada sin necrosis tisular. Esta
caracteristica distintiva diferencia a la HPx de otros modelos que inducen dafio
hepatico mediante agentes quimicos o modelos farmacoldgicos, donde la
respuesta inflamatoria y necrosis generada pueden enmascarar los

mecanismos intrinsecos de la RH. En segundo lugar, la HPx desencadena una
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respuesta regenerativa inmediata, sincronizada y sin las complicaciones
inherentes a procesos inflamatorios, por lo que permite establecer un marco
temporal de referencia preciso (tiempo 0, momento de realizacion de la cirugia).
Ademas, la precision del modelo se ve reforzada por la uniformidad hepatica, lo
que facilita la estandarizacion del procedimiento quirtrgico. Finalmente, esta
técnica presenta una baja mortalidad perioperatoria (194,195).

La RH tras una HPx es un proceso complejo en el que diversas citoquinas y
factores de crecimiento juegan un papel central (Figura 1.12). Estas moléculas
activan distintas vias de sefializacion convergen en factores de transcripcion y
mediadores intracelulares que coordinan la respuesta del higado tras una

reseccion hepatica, promoviendo la regeneracion y restauracion funcional.
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Figura 1.12. Vias moleculares asociadas a la RH en el modelo de HPx. Abreviaturas
destacadas: EGF, factor de crecimiento epidérmico; GPCR, receptor acoplado a proteina
G; HGF, factor de crecimiento de hepatocitos; IFN, interferén; IL, interleuquina; LPS,
lipopolisacarido; mTORC1, complejo 1 de la diana de rapamicina en mamiferos; RTK,
receptor tirosina quinasa; TGF, factor de crecimiento transformante; TLR, receptor tipo
Toll; TNF, factor de necrosis tumoral.
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Las fases que componen el proceso de RH en el modelo de HPx son: iniciacion,
proliferacion y terminacion (Figura 1.13) (196). La fase de iniciacion comienza
inmediatamente después de la HPx y se caracteriza por la rapida activacion de
una respuesta inflamatoria controlada y transitoria. Tras la reseccion del tejido
hepatico, se produce una activacion de células no parenquimales (células de
Kupffer, LSEC y HSC), que, en respuesta a la alteracion de la homeostasis
hepatica, liberan una serie de factores de crecimiento y citoquinas que actian
como potentes mitégenos para los hepatocitos (como TNF-a y IL-6), preparando
su entrada al ciclo celular (de fase GO a fase G1) (197). A nivel molecular, estos
mediadores ejercen sus efectos a través de la unidbn a sus respectivos
receptores en la superficie de los hepatocitos, lo que desencadena cascadas de
sefalizacion intracelular que convergen en la activacion de factores de
transcripcion como NF-kB y STAT3, lo que regula finalmente la expresion de
genes diana implicados en la proliferacion (c-Fos, c-Myc, y c-Jun), supervivencia
y respuesta al estrés, induciendo asi la entrada de los hepatocitos en la fase de
proliferacion. Finalmente, en esta fase también participan otros factores, como
HGF (promueve la sintesis de ADN y la mitosis de hepatocitos de manera
paracrina), la ruta Notch y la ruta Wnt (197,198).

La fase de proliferacion se caracteriza por una intensa actividad mitética de los
hepatocitos (197). Se lleva a cabo, fundamentalmente, por las ciclinas
dependientes de quinasas (CDK, por sus siglas en inglés), que se activan al
unirse a las ciclinas, como ciclina D1, ciclina E1, ciclina A y ciclina B (195). Esta
etapa esta mediada por una compleja red de vias de senalizacién intracelular y
factores de crecimiento que juegan un papel esencial en la proliferacion de los
hepatocitos (Figura 1.13). Entre ellos, se encuentra el HGF y el EGF. El HGF,
producido principalmente por HSC y LSEC, se une a su receptor tirosina quinasa
(c-Met) en la superficie de los hepatocitos, activando vias de sefalizacion como
MAPK/ERKy PI3K/Akt, que, a su vez, regulan la expresion de genes implicados

en la progresion del ciclo celular, la inhibicién de la apoptosis y la promocién de
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la supervivencia celular. EI EGF, por su parte, se une a su receptor EGFR en
los hepatocitos, activando vias de sefalizacion similares a las del HGF. Ademas
del HGF y el EGF, otros factores de crecimiento como el TNF-q, y otras rutas
de sefalizacion, como la ruta Hippo, también contribuyen a la proliferacion de
los hepatocitos durante la RH, lo que permite la restauracion de la masa
hepatica tras la reseccion (197,198).

Por ultimo, la fase de terminacion se caracteriza por la transiciéon gradual desde
un estado de proliferacion celular activa a un estado de quiescencia y
homeostasis tisular, evitando la proliferacion anormal de hepatocitos. Esta etapa
comienza cuando se ha restaurado el 2,5 % del ratio peso del higado/peso
corporal, e implica una regulacién a la baja de las vias de sefalizacion
implicadas en la proliferacion, un aumento en la expresion de factores anti-
proliferativos y la remodelacion de la ECM para restaurar la arquitectura
hepatica normal (197,199). Entre los factores clave implicados en la fase de
terminacion se encuentran el TFG-3, activinas y las proteinas morfogénicas
oseas (BMP, por sus siglas en inglés) (Figura 1.13). EI TGF-B ejerce un potente
efecto inhibitorio sobre la proliferacion de los hepatocitos, promoviendo al
mismo tiempo la sintesis y deposicidn de proteinas de la ECM. Este proceso de
remodelacién de la ECM es esencial para la restauracion de la arquitectura
hepatica y la formacion de nuevos sinusoides. La activina, por su parte,
contribuye a la terminacion de la RH a través de la inhibicidon de la produccion
de HGF, atenuando asi las senales que impulsan la fase de proliferacion. Por
otro lado, como se menciond anteriormente, la via IL-6/JAK/STAT3 esta
involucrada en la fase de iniciacion de la RH, especialmente en la proliferacion
celular. La activacion de STAT3 induce la transcripciéon de la molécula supresora
de la sefializacion de citoquinas 3 (SOCS-3, por sus siglas en inglés), que actua
como regulador negativo de la via IL-6/JAK/STAT3 a través de un mecanismo
de retroalimentacion negativa. Su dominio SH2 le permite unirse a moléculas de

senalizacion activadas, como STAT3 fosforilado, bloqueando su actividad. De
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esta manera, SOCS-3 contribuye a la terminacién de la RH al suprimir la
proliferacion celular mediada por STAT3, asegurando un control preciso del
proceso regenerativo (199). Finalmente, la apoptosis juega un papel crucial en
la eliminacion de hepatocitos excedentes y células dafiadas, asegurando una
recuperacion de la masa hepatica normal y previniendo la aparicion de displasia
o transformacion neoplasica (198).
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Figura 1.13. Fases de la RH en el modelo de HPx y principales moléculas implicadas.
Abreviaturas destacadas: ActR, receptor de activina; CDK, quinasa dependiente de ciclina;
EGF, factor de crecimiento epidérmico; ERK1/2, quinasas reguladas por sefiales
extracelulares 1/2; HGF, factor de crecimiento hepatocitario; IL, interleucina; MAPK,
quinasa de proteinas activadas por mitdgenos; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinasa; STATS3,
transductor de sefiales y activador de transcripcion 3; TGF-B, factor de crecimiento
transformante B; TGFR, receptor de TGF; TNF-a, factor de necrosis tumoral a; TNFR,
receptor de factor de necrosis tumoral.
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El primer objetivo general de este estudio fue evaluar el potencial
antifibrogénico de RPV mediante la caracterizacion de su efecto en la

activacion y respuesta de las HSC en modelos in vitro.
Los objetivos especificos para alcanzar este objetivo general fueron:

1. Caracterizar el impacto global de RPV en el transcriptoma de HSC

activadas por TGF-3 mediante un estudio de secuenciacion de ARN.

2. Evaluar el efecto de RPV sobre varios procesos clave en la activacion
de las HSC: la capacidad migratoria y de proliferacion durante la
estimulacion por PDGF-Bf3, el proceso autofagico en las células
activadas por TGF-B y la funciéon mitocondrial en la activacion por
TGF-B.

3. Analizar el efecto de RPV, solo y en combinacion con SV, en la
fibrogénesis, viabilidad celular y respuesta antioxidante de las HSC
activadas por TGF-B, con el fin de identificar un posible efecto

sinérgico o potenciador entre ambos farmacos.
4. Caracterizar el impacto de RPV en el perfil de secrecion y
composicion proteica de las EV liberadas durante la activacion celular

con TGF-(.

El segundo objetivo general de este estudio fue evaluar el efecto de RPV en

la RH utilizando un modelo in vivo de HPx del 70 % en roedores.
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1. FARMACOS Y REACTIVOS

lI.1.1. FARMACOS EMPLEADOS

a) Rilpivirina (RPV)

Para los ensayos in vitro, RPV se adquiri6 de Biosynth Carbosynth ®
(Compton, Reino Unido) y se prepar6é una solucion madre de 30 mM en
DMSO estéril (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), que fue almacenada
segun las recomendaciones del fabricante (-80° C). En los ensayos in vivo,
se utilizé el medicamento Edurant®, cuyo principio activo es la RPV, obtenido
del servicio de Farmacia Hospitalaria Hospital Clinico Universitario de
Valencia (Espafia). Los comprimidos de dicho farmaco se pulverizaron en un
mortero de vidrio y se disolvieron en DMSO estéril para su posterior

administracion por via oral a los animales.

b) Simvastatina (SV)

Este farmaco se empled para los ensayos in vitro, y se adquirio de
Calbiochem (San Diego, EE. UU.). Se prepar6 una solucion madre de 10 mM
en DMSO estéril, que fue almacenada segun las recomendaciones del
fabricante (-80° C).

lll.1.2. REACTIVOS PARA CULTIVO CELULAR

Los medios y suplementos para el cultivo celular se obtuvieron de Gibco™
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.), Sigma-Aldrich y Lonza
(Basilea, Suiza). En la tabla 11l.1 se encuentran los reactivos empleados para

el cultivo celular y las casas comerciales de cada uno de ellos.
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Tabla lll.1. Reactivos empleados para el cultivo celular y compaiiia de suministro.

REACTIVO COMPANIA
Dimetil sulféxido (DMSOQ) Sigma-Aldrich
Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con alta concentracién de Gibco

glucosa (4,5 g/L)

Suero fetal bovino (FBS) Lonza
Solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) Lonza
Tripsina-EDTA 0,25 % Gibco
Penicilina/Estreptomicina Gibco
Anfotericina B Gibco
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Lonza

ll.2. MODELOS EXPERIMENTALES Y TECNICAS

lll.2.1. MODELOS IN VITRO

Los cultivos celulares se mantuvieron durante su crecimiento en un
incubador (IGO 150, Jouan, Saint-Herblain Cedes, France) a 37° C con una
humedad atmosférica del 95 % y un 5 % de CO:2 (AirLiquide Medical,

Valencia, Espana).

111.2.1.1. LINEAS CELULARES HUMANAS

Se utilizé la linea celular inmortalizada de HSC, LX-2, adquirida de Sigma-
Aldrich que se cultivd en medio DMEM con alta concentracion de glucosa
(4,5 g/L), suplementado con 10 % de FBS inactivado por calor, 100 U/mL de
penicilina y 100 yg/mL de estreptomicina. Se realizaron pases celulares
utilizando tripsina-EDTA al 0,25 % cuando los cultivos alcanzaron un 95 %

de confluencia.

l.2.1.2. AISLAMIENTO DE CELULAS PRIMARIAS ESTRELLADAS
HEPATICAS HUMANAS (hHSC)

El procedimiento de aislamiento se llevo a cabo como describid previamente
Casini et al.,1993 (200). Las hHSC se aislaron de tejido remanente (20 g)
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obtenido de HPx de pacientes sometidos a cirugia por metastasis hepatica
de tumor primario de colon. Este protocolo experimental fue aprobado por el
Comité de Etica del Hospital Clinico Universitario de Valencia (ref. 2018/272)
y, en todos los casos, los pacientes firmaron el consentimiento informado
(género: 4 hombres y 2 mujeres, edad: 51-80, edad promedio: 65,7 afos)
(Anexo II).

Tras el lavado con HBSS a 37° C, las resecciones hepaticas se trocearon
con el uso de una cuchilla estéril con 0,5 % de pronasa (Sigma-Aldrich), 0,05
% de colagenasa tipo IV (Sigma-Aldrich) y 5 uyg/mL de desoxirribonucleasa |
(ADNasa) (Sigma-Aldrich) en 100 mL de HBSS sin Ca%* y Mg?*, y se agitaron
a 37° C durante 30 min. La suspension celular obtenida se filtré con la ayuda
de dos tamices metalicos dispuestos en configuracion vertical, uno
superpuesto sobre el otro. En el tejido no digerido, se realizé6 de nuevo el
proceso de digestién con 0,05 % de pronasa, se filtré6 y se combiné con el
resto de la suspensién celular. Se lavd posteriormente varias veces, se
centrifugd (5 min, 500 g) en una solucién de HBSS con 5 pg/mL de ADNasa
y, por ultimo, el pellet celular obtenido fue resuspendido en 25 mL de la
misma solucion. Con el objeto de separar las hHSC del resto de células, se
preparo un gradiente de tres capas con Percoll (GE Healthcare Life Sciences,
Madrid, Espafia) al 100 %, 50 % y 35 % (v/v). Se depositd cuidadosamente
la suspension celular sobre el gradiente y se centrifugd a 274 g durante 30
min a 4° C. Tras la centrifugacién, las HSC se recuperaron del halo localizado
en la interfase entre el medio y el gradiente al 35 % (Figura 1ll.1). Una vez
aisladas, las hHSC se sembraron en placas y se incubaron en medio DMEM
con alta concentracion de glucosa, 20 % de FBS, 100 U/mL de penicilina y
estreptomicina y 0,25 yg/mL de anfotericina B a 37° C en 5 % de COa. El
medio se cambid 24 h después del sembrado inicial y cada 72 h a partir de
entonces. Posteriormente, se siguid el cultivo celular de igual modo que la
linea celular LX-2 (Apartado 111.2.1.1).
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Figura Ill.1. Representacion grafica del gradiente de Percoll para el aislamiento
de hHSC.

1l.2.1.3. TRATAMIENTOS IN VITRO

Teniendo en consideracion la variabilidad interindividual en su
farmacocinética, se escogieron cuatro concentraciones de RPV (1, 2,4y 8
MM) con el fin de evaluar sus posibles efectos de manera concentracion-
dependiente (201). Cada experimento contd con un control negativo (células
sin tratar), un control positivo (células tratadas con el factor estimulante de
las HSC, PDGF-3 (10 ng/mL) o TGF-( (2,5 ng/mL)) y un control del vehiculo
del farmaco (DMSO). Cabe destacar que todos los tratamientos, salvo
indicacién contraria, se realizaron durante 48 h.

Para optimizar el disefio experimental y reducir el nUmero de condiciones, en
determinados experimentos se omiti6 el control negativo, decision
fundamentada en resultados preliminares que mostraban diferencias

minimas entre el grupo tratado con vehiculo y el control negativo.

1ll.2.2. MODELO IN VIVO DE HPX 70 %
En este protocolo experimental in vivo, se emplearon ratones hembra

C57BL/6J de diez semanas de edad (con un peso corporal de 20 + 3 g)
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suministrados por Janvier Labs (Le Genest Saint Isle, Francia). Los animales
se mantuvieron a 21 + 1°C bajo un régimen estandar de luz/oscuridad (12
h/12 h) con acceso ad libitum a agua y dieta convencional (Envigo,
Huntingdon, Reino Unido), y se dividieron al azar en los diferentes grupos
experimentales.
El protocolo experimental se llevé a cabo de acuerdo con las pautas para el
cuidado y manejo de animales de laboratorio de la Universidad de Valencia
(Valencia, Espana), y fue aprobado por el comité de ética local (codigo de
autorizacion 2022 VSC PEA0109) (Anexo III).
La dosis de RPV administrada (0,1 mg disueltos en 10 yL de DMSO) se
calculd utilizando el factor de escala alométrica interespecies normalizado,
basado en calculos de area superficial corporal interespecifica. Este método,
estandarizado por la FDA (Food and Drug Administration), permite establecer
una dosis para ratones que sea equivalente a la dosis maxima diaria
recomendada para humanos (25 mg) (202). Al concluir el protocolo
experimental, los ratones se sacrificaron mediante dislocacion cervical tras
anestesia inhalada de isofluorano. Se extrajeron muestras de sangre de la
vena cava y se procedido a la extraccion del higado. Tras pesarlos, los
higados se dividieron en dos partes para su posterior analisis: una parte se
fijé en formalina al 10 % para analisis histolégico y la otra se congel6
rapidamente en nitrogeno liquido y se almacend a -80 °C hasta su posterior
utilizacion. Para llevar a cabo este procedimiento in vivo, los grupos
experimentales establecidos fueron los siguientes:
- Control (Sham) + vehiculo: Ratones sometidos a laparotomia y tratados
con DMSO.

- Control (Sham) + RPV: Ratones sometidos a laparotomia y tratados con
RPV.

- HPx + vehiculo: Ratones sometidos a HPx y tratados con DMSO.

- HPx + RPV: Ratones sometidos a HPx y tratados con RPV.
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La administracion diaria de RPV o vehiculo comenz6 una semana antes de
la cirugia y continu6 hasta el final del experimento (Figura 111.2). El sacrificio
se realiz6 en los siguientes puntos temporales postcirugia: 1, 2, 3y 7 dias, y
en cada uno de ellos se registro el peso corporal (g) y el peso total del higado
(9)- El coeficiente hepatico se calculd utilizando la siguiente formula: CE =

(peso total del higado (g) / peso corporal (g)) x 100 %.

Dosis diarias de RPV

B
o —
& —
-

Sacrificio

Figura Ill.2. Representacion grafica del protocolo experimental de HPx 70 %.

Para el procedimiento quirurgico, se sigui6 la técnica descrita por Higgins y
Anderson (193). Tras la administracion de isofluorano en una camara de
inhalacion, se realizd una incision laparotdmica (2,5 cm) a todos los ratones.
En los animales del grupo HPXx, se realizd una ligadura alrededor de los
I6bulos lateral izquierdo y medio por separado, procediendo posteriormente
a su reseccion (Figura 111.3). Los ratones del grupo control Unicamente fueron

sometidos a la incision laparotémica, sin reseccion de los I6bulos hepaticos.

Lobulo
izquierdo

Lébulo medio

Lébulo Lébulo Lébulo
derecho derecho caudado

Figura lll.3. Representacion grafica de los I6bulos hepaticos resecados en el
protocolo de HPx 70 % en ratén.
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111.2.3. ANALISIS DE LA EXPRESION PROTEICA

l.2.3.1. RECOGIDA DE MUESTRAS DE CULTIVO CELULAR Y
EXTRACCION DE PROTEINA CELULAR TOTAL

Tanto en las hHSC como en las LX-2, tras la retirada del medio de cultivo,
las células adheridas al frasco de cultivo se lavaron con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) a temperatura ambiente y se desprendieron
mediante la adicidn de tripsina-EDTA al 0,25 % (37° C, 1 min) empleando
DMEM para parar la reaccion. La suspension resultante se centrifugd (1200
g, 3 min), se elimino el sobrenadante y el pellet de células se resuspendio en
1 mL de PBS frio. La suspension resultante se centrifugd (500 g, 5 min, 4°
C) y, posteriormente, los sobrenadantes se descartaron y los pellets de
células se almacenaron a -80° C hasta su posterior utilizacion. Para el
procedimiento de extraccidn de proteina celular total, los pellets celulares se
resuspendieron en 50 yL de tampoén de lisis, compuesto por 90 % de
Phosphosafe ™ Extraction Reagent (Merck Milipore) y 10X de Complet Mini™
Protease Inhibitor (Roche Life Science), un coctel de inhibidores de serina,
cisteina y metaloproteasas, asi como calpainas. Tras agitar brevemente las
muestras empleando un vortex v-1-plus (Biosan, Ritga, Letonia), se
incubaron a temperatura ambiente 5 min. Seguidamente, fueron
centrifugadas (16000 g, 5 min, 4° C) y el sobrenadante obtenido, compuesto
por el extracto de proteina celular total, se almacend a -80° C hasta su

posterior uso.

111.2.3.2. EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL EN TEJIDO HEPATICO

Las muestras de higado (20-35 mg) se homogeneizaron en 900 pL de
tampon de extraccién (0,66 M Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EGTA, 1 mM NasVOs,
1 mM NaF vy el inhibidor de proteasas Complete Mini™) usando un MACS™
Dissociator (MACS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). Después
de agregar 10 yL de NP-40 Surfact-Amps™ (Thermo Fisher Scientific) al 10
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%, las muestras homogeneizadas se sonicaron (sonicador B200, Branson,
Danbury, EE. UU.) (5 min, 4° C) y, posteriormente, centrifugaron (16000 g,
40 min, 4° C). Los sobrenadantes resultantes (extractos totales de proteinas)

se recogieron y almacenaron a -80° C hasta su posterior uso.

l1.2.3.3. CUANTIFICACION DE PROTEINAS: ENSAYO DE ACIDO
BICINCONINICO (BCA)

La cuantificacion del contenido de proteinas se realiz6 mediante el ensayo
de BCA. Este método se basa en la reaccién de Biuret, que implica la
reduccion de iones Cu?" por residuos oxidables de aminoacidos como
tirosina, triptéfano y cisteina en un medio basico. Los iones Cu™ resultantes
se unen a dos moléculas de BCA, formando un complejo de color purpura
intenso que absorbe luz a una longitud de onda de 562 nm. La absorcion de
este complejo es proporcional a la concentracion de proteinas presentes en
la muestra, permitiendo una cuantificacion precisa en un rango amplio de
concentraciones (0,02-2 mg/mL).

Para realizar el ensayo, se utilizo el BCA Protein Assay Kit (Pierce
Chemicals, Boulder, EE. UU.). De acuerdo con las instrucciones del
fabricante, se preparé una curva estandar mediante diluciones seriadas de
albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés), lo que permitio
establecer una correlacion entre la absorbancia y la concentracion de
proteina de la muestra. En una placa de 96 pocillos enfriada sobre hielo, se
afiadieron 20 yL de muestra diluida (1:20 o 1:30), curva patrén (0,03125 - 1
mg/mL) o blanco (agua) a cada pocillo. A continuacion, se incorporaron 200
ML del reactivo (preparado en el momento del ensayo), que se obtuvo
mezclando 50 partes del reactivo A (que contiene BCA, carbonato sddico,
tartrato y bicarbonato soédicos, en una solucién de 0,1 M de NaOH) con 1
parte del reactivo B (Cu,SO, al 4 %). El ensayo se realizé por duplicado, y la
placa se incub6 a 37° C durante 30 min con agitacion constante y protegida

de la luz. Finalmente, la absorbancia se midié a 562 nm utilizando un lector
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espectrofotométrico de placas (Multiskan  SkyHigh  Microplate

Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific).

111.2.3.4. WESTERN BLOTTING (WB)

A. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y transferencia
de proteinas a membranas de nitrocelulosa

La separacion de proteinas por electroforesis se llevo a cabo utilizando geles
de poliacrilamida. Se empleo la solucion de acrilamida/bisacrilamida 37,5:1
para la preparacion de geles de resolucion (8-15 % de acrilamida, Tris-HCI
0,375 M pH 8,8, SDS al 0,1 %) y geles de concentracion (5 % acrilamida,
Tris-HCI 0,125 M pH 6,8, SDS al 0,1 %). La polimerizacion de los geles se
cataliz6 mediante la adicion de persulfato de amonio (APS, por sus siglas en
inglés) (SERVA, Heidelberg, Alemania) y N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina
(TEMED) (Fluka o Sigma-Aldrich).

Previo a la carga en el gel, los extractos proteicos se mezclaron con el
tampon de carga de Laemmli (0,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 25 % glicerol v/v, 10
% SDS, 0,5 % B-mercaptoetanol y 0,5 % de azul de bromofenol) y se llevaron
a ebulliciéon (5 min, 95° C) para permitir el proceso de desnaturalizacion de
las proteinas. Ademas de cargar las muestras, se afiadié un marcador (EZ-
RUN™ Pre-stained Rec Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) para la
determinacién del peso molecular de las proteinas.

La electroforesis se llevé a cabo utilizando el sistema Mini-PROTEAN® Tetra
Cell Electrophoresis (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EE. UU.) y el tampdn
de electroforesis (Trizma base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 %) a un
voltaje constante de 120 V. Tras completar este paso, se procedié a la
transferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 ym
(GE Healthcare Life Sciences) utilizando la celda de transferencia
electroforética Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). Este

proceso se realizé en presencia de un tampoén de transferencia (Trizma base

71



Capitulo IlI MATERIAL Y METODOS

25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20 %) en un periodo de 1 h, a4° C y una

corriente eléctrica constante de 400 mA.

B. Tincién con rojo Ponceau y marcaje con los anticuerpos

Una vez completada la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se
incubo 1 min con una solucién de rojo Ponceau (Sigma-Aldrich) al 0,1 % en
5 % de acido acético para evaluar la cantidad de proteinas cargadas y la
eficacia del proceso de transferencia. Tras eliminar la tincion de Ponceau con
agua destilada, la membrana se incubd en agitacion continua con una
solucion bloqueadora (leche en polvo sin grasa o BSA 5 % preparada en el
tampdn Tris salino con Tween 20 al 0,1 % v/v (TBS-T)) durante 1 h a
temperatura ambiente. La incubacién del anticuerpo primario, diluido en la
solucién de bloqueo y suplementado con azida sédica al 0,02 % (NaNs,
Merck Milipore), se llevd a cabo durante toda la noche (4° C, agitacion
constante usando un agitador de balanceo DRS-12 (ELMI, Ritga, Letonia) y,
posteriormente, la membrana se lavo tres veces durante 10 min con TBS-T
en agitacion intensa. Por ultimo, la membrana se incubd (1 h, temperatura
ambiente) con el anticuerpo secundario, preparado en la solucion de
bloqueo, y se realizaron tres lavados de 10 min con TBS-T en agitacion
intensa. Los detalles de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados se

encuentran especificados en la tabla 111.2 y tabla 1.3, respectivamente.
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Tabla lll.2. Listado de anticuerpos primarios empleados para los experimentos de
inmunotransferencia.

ANTICUERPOS PRIMARIOS
PROTEINA ESPECIE/TIPO PM (kDa) DILUCION COMPANIA (referencia)
GAPDH Conejopoliclonal 36 1:20000 Sigma Aldrich (G9545)
PPARg Conejo/policlonal 56 1:1000 Abcam (ab19481)
COL1A1 Conejo/monoclonal 170 1:1000 Cell Signaling (84336)
pAkt Conejo/policlonal 65 1:1000 Cell Signaling (9271)
pERK1/2 Conejo/policlonal 44,42 1:1000 Cell Signaling (9101)
pJNK1/2 Conejo/monoclonal 46,54 1:1000 Thermo Fisher (700031)
pp38 Ratén/monoclonal 38 1:1000 Cell Signaling (9216)
MTND1 Conejo/monoclonal 36 1:1000 Abcam (ab74257)
Porina Ratén/monoclonal 32 1:1000 Abcam (ab14734)
GRP75 Ratén/policlonal 75 1:1000 Abcam (ab53098)
DRP1 Conejo/monoclonal 82 1:1000 Cell Signaling (8570S)
pDRP1 Conejo/policlonal 82 1:1000 Cell Signaling (3544S)
OPA1 Ratén/monoclonal 80,1700 1:1000 BD Biosciences (612606)
MTFN2 Ratén/monoclonal 86 1:1000 Abcam (ab56889)
LC3 Conejo/policlonal 17 1:1000 Cell Signaling (2775)
p62 Ratén/monoclonal 62 1:1000 Santa Cruz (sc-28359)
ATG5 Conejo/monoclonal 58 1:1000 Cell Signaling (12994)
ATG7 Conejo/monoclonal 70 1:1000 Cell Signaling (8558)
Beclin1 Conejo/policlonal 56 1:1000 Invitrogen (PA1-16857)
pSTAT1 ratén/monoclonal 87 1:1000 Abcam (ab29045)
pSTAT3 Conejo/policlonal 88 1:1000 Abcam (ab76315)
STAT3 Ratén/monoclonal 88 1:1000 Cell Signaling (74234)
Nrf2 Conejo/policlonal 61 1:1000 Santa Cruz (sc-13032)
HO-1 Ratén/monoclonal 50 1:1000 Santa Cruz (sc-136961)
Albumina Conejo/policlonal 69 1:1000 Abcam (ab135575)
YAP Ratén/monoclonal 78 1:1000 Cell Signaling (12395)
pYAP Conejo/monoclonal 78 1:1000 Cell Signaling (13008)
PCNA Ratén/monoclonal 3 1:1000 Thermo Fisher (PC10)

Tabla Ill.3. Listado de anticuerpos secundarios empleados para los experimentos de
inmunotransferencia.

ANTICUERPOS SECUNDARIOS

ANTICUERPO MARCAJE DILUCION COMPANIA (referencia)
Anticuerpo de cabra anti- HRP 1:2000 Thermo Fisher (31430)
IgG de ratén

Anticuerpo de cabra anti- HRP 1:5000 Vector (PI-1000)

IgG de conejo
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C. Deteccidén por quimioluminiscencia

La visualizacion del inmunomarcaje se realizé mediante quimioluminiscencia
empleando los reactivos Immobilon™ Crescendo Western HRP substrate
(Merck Milipore), Inmmobilon™ Forte Western HRP substrate (Merck
Milipore) o SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Thermo Fisher Scientific). Este método de deteccion se fundamenta en una
reaccion de oxidacion del luminol, catalizada por la enzima peroxidasa de
rabano (HRP, por sus siglas en inglés) conjugada al anticuerpo secundario.
En presencia de H202, esta reaccion genera 3-aminoftalato, con una emision
luminica a 425 nm. Tras ajustar el tiempo de exposicion segun la intensidad
de la senal de cada proteina y tipo de reactivo utilizado, el inmunomarcaje se
visualizé utilizando una maquina de revelado automatica Amersham
ImageQuant (GE Healthcare Life Science). Posteriormente, se realizaron los
analisis densitométricos de los resultados mediante el software Fiji (Image J)
y la expresion proteica se normalizé con respecto a los niveles de la proteina
de referencia gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, por sus

siglas en inglés).

E. Reutilizaciéon de las membranas de nitrocelulosa

Para permitir la reutilizacion de la membrana de nitrocelulosa en el analisis
de otras proteinas de interés, se eliminaron los anticuerpos primarios y
secundarios sumergiendo la membrana en una solucion de glicina (0,5 M, pH
2,5) durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion continua vy, tras tres
lavados con TBS-T (10 min cada uno), se continué con el protocolo estandar
de WB descrito en la seccion 111.2.3.4., comenzando por el bloqueo de la

membrana.
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111.2.4. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

11.2.4.1. EXTRACCION DE ARN DE CULTIVO CELULAR

Para el aislamiento y purificacion de ARN de cultivos celulares se empleo el
kit comercial ilustra™ RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare Life
Sciences) siguiendo las directrices proporcionadas por el fabricante. Los
pellets celulares se lisaron con 350 uL de tampdn de lisis con la adicidon de
3,5 uL de B-mercaptoetanol, y se procesaron pasandolas a través de una
aguja de calibre 25 G. El lisado resultante se filtré para reducir la viscosidad
y, posteriormente, se incorporaron 350 uL de etanol al 70 % con el objeto de
permitir la retencion del ARN en las columnas. Después del lavado con la
disolucion de desalado para facilitar la digestion con ADNasa, se aplico
ADNasa | y se incubd 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizaron varios pasos de lavado con las disoluciones proporcionadas por el
kit y, finalmente, el ARN fue eludido con agua libre de nucleasas. Por ultimo,
la pureza y concentracion del ARN se determinaron utilizando un

espectrofotometro NanoDrop™ ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

11.2.4.2. EXTRACCION DE ARN DE TEJIDO HEPATICO

Para realizar la extraccion de ARN a partir de tejido hepatico, se empled
Tripure Isolation Reagent (Roche Life Science). Las muestras de tejido
hepatico (30-40 g) fueron homogeneizadas utilizando el dispositivo MACS™
Dissociator (MACS, Miltenyi Biotec) en presencia de 750 pyL de TriPure,
seguido de una centrifugacién (16000 g, 15 min, 4° C) para eliminar los restos
de tejido hepatico. Posteriormente, al sobrenadante se le afiadieron 150 pL
de cloroformo para facilitar la separacion de las fases (acuosa, interfase y
organica). Las muestras se sometieron a agitacion, seguida de una
incubacion en hielo durante 15 min y centrifugacion (16000 g, 15 min, 4° C).
La fase acuosa superior, que contiene el ARN, se transfirié a tubos nuevos y

el ARN se precipitd incubando la solucion con 500 pL de isopropanol toda la
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noche a -20° C. A continuacion, las muestras se centrifugaron (16000 g, 20
min, 4° C), se lavaron dos veces con 1 mL de etanol al 70 % y se
centrifugaron nuevamente (16000 g, 15 min, 4° C). Finalmente, el pellet de
ARN se secd a temperatura ambiente y se resuspendiéo en 30-100 pL
(dependiendo del tejido y la cantidad) de agua libre de nucleasas. La pureza
y concentracion del ARN se determinaron utilizando un espectrofotometro
NanoDrop™ ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

l.2.4.3. SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO (ADNc) POR
RETROTRANSCRIPCION (RT)

Para la sintesis de ADNc se empleé la transcriptasa reversa PrimeScript™
RT Reagent Kit (TaKaRa Bio Inc., Otsu, Japén) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Se transcribié 1 ug de ARN total con PrimeScript Buffer, 1 uL
de PrimeScript RT Enzyme Mix |, 50 pmol de Random 6-mers and 25 pmol
de Oligo dT Primer en un volumen final de 20 pL. La reaccion tuvo lugar en
un termociclador GeneAmp® PCR System 2400 (PerkinElmer Inc, Waltham,
MA, EE. UU.) con las siguientes condiciones: 37° C durante 15 min, 85° C

durante 5 s, y 4° C hasta su almacenamiento a -20° C.

ll.2.4.4. RT-PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL (RT-gPCR)

La RT-gPCR se realizé con TB Green® Premix Ex Taqg™ (Tli RNaseH Plus)
de TaKaRa Bio Inc, que contiene TaKaRa Ex Taq HS, una mezcla de dNTP,
Mg?*, Tli ARNasa H y SYBR Green |. Este fluoréforo emite fluorescencia
exclusivamente al unirse el ADN de doble cadena. Tras cada ciclo de
amplificacion, el SYBR Green | se excita y su emision de luminiscencia se
mide, permitiendo cuantificar la cantidad de producto obtenido. Se utiliz6 1
ML de ADNc, 5 pyL de TB Green ® Premix Ex Taqg ™, cebadores a 2 uM
(sentido y antisentido) y agua libre de nucleasas, en un volumen final de 10

ML, y las RT-gPCR se realizaron en un termociclador Lightcycler ® 96 Real-
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Time PCR System (Roche Life Science), siguiendo el protocolo: 30 s a 95°
C,55a95°C,155sa65°C,1sa95°Cy30sa40°C.

Cada experimento incluy6 un control negativo (se sustituy6é el ADNc por 1 uL
de agua) y todas las muestras fueron realizadas por duplicado. Las parejas
de cebadores empleadas para genes de raton (Tabla Il1.4) y de humanos
(Tabla 111.5) fueron disefiadas por Primer-BLAST tool (203) y sintetizadas por
Condolab (Madrid, Espana). Antes de su utilizacién, los cebadores se
validaron mediante analisis de punto de fusién del producto y electroforesis
en gel de agarosa al 2 %, utilizando Serva DNA Stain G (Serva, Heidelberg,
Alemania) y tampon TAE (20 mM Tris pH 7,8, 0,5 mM EDTA y 10 mM de

acetato de sodio).

Tabla lll.4. Parejas de cebadores para genes de ratéon empleados en qRT-PCR.

PAREJAS DE CEBADORES PARA GENES DE RATON
GEN SENTIDO (5'>3’) ANTISENTIDO (5'>3’)
Actb GCCAACCGTGAAAAGATGACC GAGGCATACAGGGACAGCAC
Alb AGTGAGATCGCCCATCGGTA ACAGCAGTCAGCCAGTTCAC

Tabla lll.5. Parejas de cebadores para genes de humano empleados en qRT-PCR.

PAREJAS DE CEBADORES PARA GENES DE HUMANO

GEN SENTIDO (5>3)) ANTISENTIDO (5>3’)
ACTB GCCAACCGTGAAAAGATGACC CTGTACGCCAACACAGTGCT
CCND1 ATGCCAACCTCCTCAACGACC TCCTCCTCGCACTTCTGTTCC
CMYC TTCCCCTACCCTCTCAACGAC TTCTTCCTCATCTTCTTGTTCCTCC
BCL2L11  CAACACAAACCCCAAGTCCTC GTCTCCAATACGCCGCAAC
CDKN2A GCACCAGAGGCAGTAACCA ATGAAAACTACGAAAGCGGGG
ACTA2 CCAAGCAACCGGGAGAAAATGA GCATAGAGAACAGCACCGCCTGG
COL1A1 AAGCTGGAAAACCTGGTCGT AGCACCATCATTTCCACGAG
TGFB1 CTTCAGCTCCACAAGAAGAACTG ACGATCATGTTGGACAACTGCTC
PDGFRB  CCATCAGCAAGGACACCA CCCGAGCAGGTCAGAACGAA
PPARG GACAGGAAAGACAACAGACAAATC GGGGTGATGTGTTTGAACTTG
SQSTM1 GGTTGCCTTTTCCAGTGACG TCGCAGACGCTACACAAGTC
SERPINET  CGCTGTCAAGAAGACCCACA ACCTGCTGAAACACCCTCAC
TIMP1 AATTCCGACCTCGTCATCAGG ATCCCCTAAGGCTTGGAACC
MMP2 CAATTCCCCGGCGATGC TTCTGGTCAAGGTCACCTGTC
NQo1 AACTGAAGGACCCTGCGAAC ACTCGCTCAAACCAFCCTTT
HO1 TTCTCTTGGCTGGCTTCCTTAC AACTCAGGGCTTTTGGAGGTTT
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Los datos obtenidos de la qRT-PCR se analizaron empleando el método
comparativo Ct (Cycle Threshold) con el propésito de obtener la expresion
génica relativa del gen de interés. Este enfoque se fundamenta en la
siguiente ecuacion: Fold Change = 2-24CT) donde ACt = Ct (gen de interés)
- C1 (gen de control de carga), y A(ACT) =ACr+ (tratado) - ACr (control). Se
empled ACTB/Actb (B-actina) como gen de control (204).

111.2.4.5. SILENCIAMIENTO GENICO TRANSITORIO MEDIANTE ARN DE
INTERFERENCIA

Para silenciar transitoriamente Nrf2, se empleé el siARN especifico (Santa
Cruz Biotechnology, Inc), siARN de control no conjugado SignalSilence®
(Cell Signaling Technology) y Lipofectamine™ 2000 (Thermo Fisher
Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se
incubaron durante 4 h con OptiMEM (Thermo Fisher Scientific) que contenia
siARN (100 nM) y 5 uL, 2 yL y 1 uL de Lipofectamine™ 2000 por pocillo para

placas de 6, 24 y 96 pocillos, respectivamente.
111.2.4.6. ANALISIS DE SECUENCIACION DE ARN

A. Librerias de ARNm y secuenciacion de ARN

Para evaluar el efecto de RPV a gran escala en la expresion génica de hHSC,
se realizé un analisis de secuenciacion de ARN (Servicio de Gendémica y
Epigenética, Unidad Central de Investigacion de Medicina (UCIM), Facultad
de Medicina y Odontologia, Universidad de Valencia, Valencia, Espafa). En
primer lugar, se prepararon bibliotecas de ARNm a partir de ARN total
utilizando el kit de preparacion de bibliotecas de ARNm de cadena TruSeq
de lllumina (lllumina, San Diego, EE. UU) siguiendo el protocolo del
fabricante. Para ello, la purificacion del ARNm se llevd a cabo utilizando
oligos dT que se unen a las colas poliA de los ARNm y, posteriormente, estas

moléculas se fragmentaron y se hibridaron con hexameros para sintetizar el
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ADNCc. La segunda cadena del ADNCc se sintetizé con dUTP para su marcaje
y para asegurar la especificidad de la cadena; estas moléculas de doble
cadena se ligaron a adaptadores indexados y, posteriormente, se
enriquecieron mediante gRT-PCR. Las bibliotecas asi generadas se
cuantificaron mediante fluorimetria y su tamafio se verific6 mediante el
Bioanalyzer de Agilent (Santa Clara, EE. UU.), tras lo cual se preparé una
reserva equimolar de todas las muestras y se secuencié en la plataforma
NGS NextSeq 550 (lllumina) utilizando una secuenciacion de lectura uUnica
de 75 ciclos (1x75 pb).

B. Analisis transcriptomico

El analisis bioinformatico se llevd a cabo por la plataforma de bioinformatica
del Centro de Investigacion Biomédica en Red en Enfermedades Hepaticas
y Digestivas (CIBERehd). El procesamiento de las lecturas brutas, incluido
el control de calidad, el recorte de los adaptadores de lllumina, el filtrado, la
alineacién con el genoma del raton y la cuantificacion de genes se realizaron
de acuerdo con lo descrito por Planas et al., 2022 (205). Por ultimo, se utilizd
DESeq2 (un paquete del software estadisitico R) en conteos brutos para
identificar genes diferencialmente expresados (DEGs, por sus siglas en
inglés) (206).

Para la visualizacion de los datos y la interpretacién de los resultados, se
emplearon varios métodos. Por un lado, los datos se representaron en
Andlisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés) para
visualizar los patrones globales de expresion génica y evaluar las similitudes
entre las muestras, usando la funcion estadistica princomp y empleando el
paquete ggplot2 de R para la representacion (207). Por otro lado, se
realizaron mapas de calor (heatmap) con agrupamiento jerarquico de
correlaciones de Pearson usando el paquete pheatmap de R (208). Para la
identificacion visual rapida de genes con grandes cambios de expresion que
también son estadisticamente significativos, se recurrio a los graficos de
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volcan, un tipo de grafico de dispersibn que muestra la significancia
estadistica (-log10 del p valor) frente a la magnitud del cambio (log2 del fold
change), empleando el paquete ggplot2 de R.

Finalmente, se realizé un analisis de sobrerrepresentacion de grupos de
genes (ORA, por sus siglas en inglés) para identificar si los genes con un p
valor < 0,05 estaban enriquecidos en un contexto bioldgico dado. Para este
analisis, se empled la base de datos MSigDB vy, concretamente, las
colecciones de genes de Reactome (209). Con la funcion enricher del
paquete clusterProfiler de R (210), se investigd el enriquecimiento de
procesos bioldgicos en el conjunto de genes sobreexpresados e
infraexpresados identificados mediante DESeq2. Este analisis se representé

mediante un grafico de puntos (dotplot) usando ggplot2 de R.

lll.2.5. ENSAYO DE QUIMIOTAXIS DE hHSC

Para evaluar la migracion de las hHSC, las células se sembraron a una
densidad de 0,06 millones de células/mL y, al dia siguiente, se sometieron a
privacion de FBS durante 24 h con el objeto de evitar que éste actuara como
un factor quimioatrayente durante el ensayo. Transcurridas 48 h de
tratamiento con el agente estimulante y/o farmaco, se lavaron, se
desprendieron con tripsina, se resuspendieron en 1 mL de medio libre de
FBS y se contaron. Por ultimo, 30000 células se resuspendieron en un
volumen final de 200 uL de medio de cultivo celular.

La quimiotaxis se evalud utilizando camaras de Boyden modificadas (Neuro
Probe, Inc., Gaithersburg, EE. UU.) con filtros de 8 ym de poro (Cytiva,
Marlborough, EE. UU.), recubiertos previamente con colageno de cola de
rata (20 pg/mL) (Sigma-Aldrich) e incubados (37° C, 30 min), tal y como se
muestra en la Figura Ill.4. La suspension celular se colocé en el
compartimento superior, mientras que PDGF-33 (10 ng/mL) se coloco en el
compartimento inferior en medio libre de FBS. Tras incubar durante 6 h a 37
°Cy5 % de CO2, se descartd la suspension celular y se limpié la parte
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superior del filtro con hisopos. Las células que migraron al lado inferior de los
filtros se fijaron en metanol al 100 % (15 min), se tifieron con hematoxilina al
100 % (15 min), se montaron y se adquirieron imagenes a 10X de
magnificacion utilizando el microscopio Leica DMI 3000-B (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania). La cuantificacién del area de hematoxilina
se llevo a cabo con Image J.

Compartimento
superior
Suspension celular

Filtro de 8 pm < . .
recubierto de colageno T2

HSC que han migrado al

Compartimento inferior 2 2 :
compartimento inferior

Medio de cultivo celular
+PDGF-BB

Figure lll.4. Representacion grafica del ensayo de quimiotaxis.

11.2.6 ENSAYO DE CIERRE DE LA HERIDA

Las células LX-2 se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de
0,06 millones de células/mL y se cultivaron durante 24 h en medio con 10 %
de FBS. Para minimizar el efecto de la proliferacion celular en el ensayo, se
redujo el medio a 1 % de FBS durante las siguientes 24 h. A continuacion,
las células se trataron durante 24 h en medio con 1 % de FBS v,
posteriormente, se retird el medio condicionado y se reservo. Se afiadieron
2 mL de PBS estéril a cada pocillo para facilitar la realizaciéon de una herida
lineal en la monocapa celular utilizando una punta de micropipeta de 10 pL.
Se eliminaron las células desprendidas mediante aspiracion del PBS y se
afadié nuevamente el medio condicionado previamente reservado. En este
punto, se inicid el tratamiento con el factor de crecimiento PDGF-B (10

ng/mL) en las condiciones experimentales correspondientes. Por ultimo, se
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tomaron imagenes de las heridas del cultivo celular en varios tiempos (0, 8,
24 y 48 h, considerando 0 h el momento posterior a realizar la herida)
utilizando el microscopio Leica DMI 3000-B (Leica Microsystems). El analisis
densitométrico de las imagenes se realiz6 con el software Image J,
complementado con un plugin adicional descargado desde

(https://github.com/AlejandraArnedo/Wound-healing-size-tool/wiki)

(Wound_healing_size_tool.ujm).

111.2.7. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR
Para la evaluacién de la viabilidad celular, se emplearon dos métodos
diferentes, seleccionados en funcién de las caracteristicas especificas de

cada experimento.

111.2.7.1. ESTUDIO DE VIABILIDAD MEDIANTE MTT

Uno de los métodos empleados fue la evaluacion mediante colorimetria por
MTT (Cell Proliferation Kit | MTT, Roche Life Sciences), que se basa en la
capacidad de las células metabdlicamente activas para reducir la sal amarilla
de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio) a
diformazan, un compuesto purpura insoluble (Figura 1ll.5). La reaccion es
catalizada por reductasas mitocondriales activas presentes Unicamente en
células viables y, por tanto, la reduccion de MTT esta relacionada, en
condiciones generales, con el numero de células viables presentes en la
muestra. Este ensayo se realizé en placas de cultivo celular de 96 pocillos.
Se afadieron 10 pL del reactivo que contiene el sustrato (Roche Life
Science) en cada pocillo y se incubaron durante 4 h. Posteriormente, se
elimind el medio y los cristales de diformazan resultantes de la reaccion se
solubilizaron con 100 yL de DMSO. La solucién coloreada se cuantificd
espectrofotométricamente a 570 nm como la absorbancia de lectura, y a 690
nm como absorbancia de fondo (Multiskan SkyHigh Microplate

Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific).
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Figura IIl.5. Representacion grafica de la reacciéon que tiene lugar en el ensayo
de MTT.

1.2.7.2. ESTUDIO DE VIABILIDAD MEDIANTE FOSFATASA ACIDA Y
CALCULOS DE SINERGIA

Este ensayo se basa en la actividad de la enzima fosfatasa acida citosdlica,
presente Unicamente en células viables, y que cataliza la hidrdlisis de ésteres
fosforicos en un medio acido. La reaccion que tiene lugar se basa en la
conversion de p-nitrofenil fosfato (sustrato) a p-nitrofenol, un compuesto
amarillo cuya concentracion, medida por espectrofotometria, es proporcional
a la actividad enzimatica y, por tanto, a la viabilidad celular (211). Las células
se cultivaron en una placa de 96 pocillos vy, tras el tratamiento, se retir6 el
medio y se lavo con PBS. Luego, se afiadieron 100 uL de buffer de ensayo
(0,1 M de acetato de sodio a pH 5,0, 0,1 % Triton X-100) y 7,25 mM de p-
nitrofenil fosfato (Sigma-Aldrich), y las placas se incubaron a 37 °C durante
2 h. Finalmente, se detuvo la reaccion con la adicion de 50 yL de NaOH 1 M
y se midi6 el color de cada pocillo a 405 nm utilizando un lector de placas
Multiskan® EX (Thermo Fisher Scientific). Se incluyeron pocillos control sin
células para determinar la hidrélisis no enzimatica del sustrato.
Adicionalmente, se realizaron analisis de sinergia para evaluar interacciones
entre los dos tratamientos evaluados en este experimento (SV y RPV) y las
representaciones graficas con el modelo de Bliss se calcularon utilizando la

aplicacion web SynergyFinder.
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111.2.8. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La microscopia de fluorescencia se ha empleado para abordar diversas
cuestiones experimentales en esta tesis doctoral. En los siguientes
apartados se describe en detalle la metodologia especifica aplicada en cada

estudio.

111.2.8.1. ANALISIS DE LA FUNCION MITOCONDRIAL

En todos los casos, las células se sembraron a una densidad de 1,5x10*
células por pocillo en un portaobjetos de camara de 8 pocillos estéril (Ibidi,
Gréfelfing, Alemania). La adquisicion de imagenes se realizé en la UCIM,
utilizando un microscopio confocal de barrido laser Leica TCS-SP8 (Leica
Microsystems). El sistema incluia laseres de diodo 405 y de luz blanca
acoplados a un microscopio invertido Leica DMi8 con platina calefactada e
incubada con CO,. Las imagenes se capturaron con objetivos de 63x (HC
PL APO 63.0%/1.40 NA CS2 oil) 0 40x (HC PL APO 40x%/1.30 NA CS2 oil).

A. Anidlisis de la masa y morfologia mitocondrial

La tincion de las mitocondrias en células vivas se realizé con colorantes no
dependientes del AWn. Tras del tratamiento habitual, se incubaron durante
30 mina 37° C con 100 nM de NAO (10-nonyl acridine orange, Thermo Fisher
Scientific), un compuesto verde fluorescente que se une especificamente a
la cardiolipina, un fosfolipido de la IMM; 100 nM de MitoView 650 (Biotium,
Fremont, EE.UU.), una tincién mitocondrial de color rojo lejano adecuada
para tincion a largo plazo en células vivas; y 100 nM de Hoechst 33342
(Sigma-Aldrich), que emite fluorescencia azul al unirse al ADN, por lo que es
empleado para la deteccion de nucleos. Posteriormente, se retird el medio,
se lavaron las células con KB (Krebs Buffer) y se incubaron con KB que
contenia 5 mM de D-glucosa, 2,5 mM de CaClz y 100 nM de Hoechst 33342

durante la obtencion de imagenes de células vivas.
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Para el andlisis de la morfologia mitocondrial a nivel de células individuales,
las imagenes de fluorescencia de MitoView se sometieron a un proceso de
deconvolucion y posteriormente se analizaron utilizando el software Fiji
(Image J). Se aplico la funcion de sustraccién de fondo con la opcién de
sliding paraboloid a 50 pixeles. A continuacion, se emple6 el plugin MiNA
analyze morphology (211) para obtener la longitud media de las
ramificaciones mitocondriales en cada imagen. Este analisis se llevo a cabo
empleando un filtro gaussiano con un radio de 4 pixeles para la convolucion
y un umbral basado en el método de maxima entropia. Por otro lado, para
analizar la masa mitocondrial, se utilizd Image J para determinar el niUmero
de células, asi como el area e intensidad de la sefial de NAO. Los parametros
utilizados para la evaluacién de la masa mitocondrial fueron area stained per

cell e intensity of the staining per cell.

B. Potencial de membrana mitocondrial (Aym)

Las células se incubaron en el medio de cultivo (30 min, 37° C) con 60 nM
de tetrametilrodamina metil éster (TMRM, Thermo Fisher Scientific), un
colorante fluorescente catiénico de color rojo-anaranjado, facilmente captado
por las mitocondrias activas y empleado para evaluar el Aym; y 100 nM de
Hoechst 33342 para la deteccion de nucleos. Cabe destacar que se utilizé el
desacoplador mitocondrial CCCP (Sigma Aldrich) como control experimental,
a una concentracion de 50 uM que se incubd 30 min previamente a la tincion.
El analisis de las imagenes se analizé utilizando CellProfiler. Se empled un
modulo de correct illumination con un tamafo de bloque de 60 y sin
suavizado para minimizar la sefal de fondo. Posteriormente, se aplicd un
modulo de suavizado para mejorar la sefial de fluorescencia y la imagen
resultante se procesé con un moédulo de identify secondary objects para
definir los limites celulares. Luego, se utilizd un médulo de identificacion de
mitocondrias (identify primary objetcs) para delimitar cada organulo a partir
de la sefial TMRM vy asignarlo a su célula correspondiente. Finalmente, se
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aplicé el médulo measure object intensity para obtener la intensidad media

de cada mitocondria.

C. ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE SUPEROXIDO MITOCONDRIAL
CON MITOSOX UTILIZANDO IMAGENES EN VIVO DE CELULAS
INDIVIDUALES

Las células se incubaron (30 min, 37° C) con 1 uM de MitoSox (Thermo
Fisher Scientific), un derivado catiénico del dihidroetidio (DHE) disefiado para
detectar superdxido mitocondrial en células vivas, ya que es capaz de
permeabilizar selectivamente la mitocondria debido a su carga positiva; y con
100 nM de Hoechst 33342 en HBSS (30 min, 37° C). A continuacion, se
lavaron con HBSS y se visualizaron inmediatamente en el microscopio. El
control positivo empleado en este caso fue rotenona (25 uM), un inhibidor del
complejo | en la ETC mitocondrial, que se agrego 1 h antes de la tincion. Se
empled Image J para el andlisis de la sefial de Mitosox, cuantificando el
numero de células, el areay la intensidad de fluorescencia. La evaluacion de
la produccién de ROS se baso en los parametros area stained per cell e

intensity of the staining per cell.

111.2.8.2. EVALUACION DE AUTOFAGIA

En todos los casos, las células se sembraron (1,5%10* células/pocillo) en un
portaobjetos de camara de 8 pocillos estéril (Ibidi). La adquisicion de
imagenes se realizé en la UCIM, utilizando un microscopio confocal invertido
de barrido laser Leica TCS-SP2 (Leica Microsystems). Las imagenes se
capturaron con el objetivo de 40x (HC PL APO 40.0%/1.25 NA CS oil).

A. Microscopia de fluorescencia en tandem del sistema eGFP/mCherry
El flujo autofagico se monitorizé utilizando LC3 marcado con fluorescencia
en tandem (mCherry-GFP). La proteina mCherry (fluorescencia roja)

mantiene su fluorescencia en el ambiente acido del lisosoma, a diferencia del
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GFP (fluorescencia verde). Por lo tanto, la expresién de mCherry sin sefial
de GFP, es decir, fluorescencia roja, indica la presencia de autolisosomas,
mientras que la co-localizacion de GFP y mCherry (fluorescencia
amarilla/naranja) sefiala autofagosomas.

Se transfectaron las células con el plasmido codificante para LC3 o p62-
mCherry-GFP (proporcionado por el Prof. José M. Fuentes de la Universidad
de Extremadura, Espana) utilizando lipofectamina 2000 (Thermo Fisher
Scientific). Tras 4 h de incubacion, las células se trataron (incluido con el
control positivo rapamicina (5 pM)) y posteriormente se lavaron dos veces
con buffer KB (140 mM NacCl, 5.9 mM KCI, 1.2 mM MgClz, 15 mM HEPES) y
se reemplazd el medio con 300 pyL de KB que contenia 5 mM de D-glucosa,
2,5 mM de CaClz y 100 nM de Hoechst.

B. Evaluaciéon de autofagia empleando Cyto-ld
La autofagia se evalué utilizando el kit de deteccién de autofagia CYTO-ID®
2.0 (Enzo Biochem Inc, Nueva York, EE. UU.), que ofrece un enfoque rapido
y cuantitativo para monitorizar la autofagia en células vivas sin necesidad de
transfeccion celular. Cyto-Id etiqueta selectivamente las vacuolas
autofagicas acumuladas, incluyendo preautofagosomas, autofagosomas vy
autolisosomas (autofagolisosomas), con una tincion minima de los
lisosomas. Tras el tratamiento, las células se incubaron con 100 pL/pocillo
de solucién de tincion (2 uL de Cyto-ID en 1 mL de KB y 100 nM de Hoechst
33342) durante 30 min a 37° C. Posteriormente, se lavaron con KB y se
reemplazo el medio con KB que contenia 100 nM de Hoechst, 5 mM de D-
glucosa y 2,5 mM de CaClz.
Cabe destacar que, para las hHSC, a diferencia del resto de parametros
estudiados en la seccion de autofagia, se empled el microscopio confocal de
barrido laser invertido (Leica TCS SP8, en la UCIM) con un objetivo HC PL
APO 40.0 x 1.30 NA CS2 oil equipado con un laser blanco (WLL) y un laser
de diodo.
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C. Evaluacién del contenido lisosomal utilizando Lysotracker Red

Una vez tratadas las células, la deteccion de lisosomas se realizé mediante
tincién con 100 nM de LysoTracker™ Red DND-99 (Thermo Fisher Scientific)
durante 30 min a 37°C para la deteccién de lisosomas, junto con la tincion
de Hoechst 33342. Tras la incubacion, las células se lavaron con KB y se
mantuvieron en KB con 5 mM de D-glucosa, 2,5 mM de CaClz y 100 nM de
Hoechst 33342.

En los tres parametros de analisis de autofagia, el procesamiento inicial de
las imagenes se llevo a cabo utilizando el software Image J. Se realiz6 una
sustraccion del fondo a partir de las imagenes (realizadas en serie)
empleando la funcién sustraccion de fondo con la opcién sliding paraboloid
ajustada a un radio de 50 pixeles. El analisis de las imagenes se realizé con
CellProfiler: En el caso de las imagenes de fluorescencia dual, se recortaron
individualmente las imagenes en serie de células individuales que mostraban
expresion del constructo y, tras la sustraccion del fondo, se identificaron los
puntos rojos y verdes mediante el médulo identify primary objects con un
diametro tipico de objeto establecido entre 2 y 5 pixeles, empleado el método
Otsu para la umbralizacién. Posteriormente, se relacionaron los objetos
verdes con los puntos rojos utilizando el moédulo relate objects y se
clasificaron para obtener el niumero de puntos rojos, verdes y dobles
positivos (rojos y verdes).

Para LTR y Cyto-Id, se aplicé un modulo de correccion de iluminacion con
un método de suavizado gaussiano, y los nucleos se determinaron
empleando el moédulo identify primary objects con un diametro tipico de
objeto establecido entre 40 y 80 pixeles, empleando el método de Otsu para
la umbralizacion. Para la sefial de los puntos, se aplic6 nuevamente un
modulo de correccion de iluminacién seguido del moédulo de enhance
features (tipo de caracteristica establecido en speckles). Los puntos se

identificaron empleando el modulo identify primary objects con un diametro
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tipico de objeto establecido entre 2 y 10 pixeles, empleando el método de
Otsu para la umbralizacion. Finalmente, el conjunto de puntos identificados
se relacion6 con su nucleo correspondiente mediante los modulos expand

objects y relate objects.

111.2.8.3. EVALUACION DE LA SINERGIA SV-RPV

A. Estudio de la activacion de caspasa

La activacion de caspasa se mididé utilizando el reactivo CellEvent™
Caspase-3/7 Green ReadyProbes™ (Invitrogen). Las células se sembraron
en una placa de 24 pocillos a una densidad de 3x10* células/pocillo. Se utilizd
estaurosporina (STS, 0,1 uM) como control positivo de apoptosis, con una
incubacion de 2 h previo a la tincion. La tincidn se realizé de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, afadiendo 2 gotas del reactivo por cada 1 mL
de medio junto con 100 nM de Hoechst 33342 y yoduro de propidio (PI, por
sus siglas en inglés) (1 ug/mL). Tras 30 min (a 37 °C), las células se
visualizaron en un microscopio de fluorescencia invertido Leica DMI 3000-B
equipado con un objetivo de 20x. Las imagenes se procesaron con
CellPrdfiler.

B. Deteccion de Nrf2 por inmunofluorescencia

Para el estudio de la localizaciéon de Nrf2, las células se sembraron como se
describié en el apartado de activacion de caspasa (I11.2.8.3.A). Tras el
tratamiento habitual, la fijacion se realizé con paraformaldehido al 4 % (10
min), seguido de permeabilizacion con etanol al 95 % y acido acético glacial
al 5 % (10 min). Para la inmunofluorescencia, se utilizé un anticuerpo primario
anti-Nrf2 (policlonal de conejo,1:300, Santa Cruz Biotechnology) y un
anticuerpo secundario anti-raton conjugado con Alexa Fluor® 488 (1:500,
Thermo Fisher Scientific). Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con
ProLong® Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific) con DAPI para
la visualizacion de los nucleos. Las imagenes se adquirieron en un
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microscopio Leica DMI 6000-B (Leica Microsystems) con un objetivo HC PL
FLUOTAR 20x/0.40 NA y un iluminador LED pE-300""te (CoolLED, Andover,

Inglaterra). El analisis de las imagenes se realizé con CellProfiler.

C. Estudio de la producciéon de superéxido mitocondrial con MitoSox
utilizando imagenes de células vivas

El analisis de la produccion de superdxido mitocondrial se realizé como se
describe en la seccién (111.2.8.1 C), con las siguientes modificaciones: se
empled una concentracion de rotenona de 50 yM como control positivo,
MitoSOX a 5 uM y Hoechst 33342 a 500 nM. El analisis de las imagenes se

realizé con CellProfiler.

111.2.9. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

Para el analisis ultraestructural de las mitocondrias, se realizd6 TEM en la
unidad central de microscopia electronica del Centro de Investigacion
Principe Felipe (CIPF, Valencia, Espana). Las células se sembraron (1x10*
células/pocillo) en placas de cultivo estériles de 8 pocillos (Nunc ™ Thermo
Fisher Scientific) y se trataron durante 48 h, tras lo cual se fijaron en
glutaraldehido al 3 % en tampon fosfato (PB) 0,1 M (10 min, 37° C), se
lavaron en PB y se fijaron nuevamente en glutaraldehido (2 h, temperatura
ambiente). A continuacion, se lavaron en PB 0,1 M cinco veces durante un
periodo de 10 min y se almacenaron a 4°C. Las muestras se fijaron de nuevo
en OsO, al 2 % durante 1 h a temperatura ambiente y se tifieron con acetato
de uranilo al 2 % en la oscuridad (2 h, 4° C). Después, se lavaron con agua
destilada, se deshidrataron en etanol y se infiltraron durante la noche en
resina Durcupan (Sigma-Aldrich). Tras la polimerizacién, los cultivos
embebidos se despegaron de los pocillos y se pegaron a bloques de
Durcupan. Finalmente, se cortaron secciones ultrafinas (0,08 ym) con un
Ultracut UC-6 (Leica Microsystems), se tifieron con citrato de plomo (solucién

de Reynolds) y se examinaron bajo un microscopio electréonico de
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transmision FEI Tecnai Spirit BioTwin (Thermo Fisher Scientific). Se tomaron
fotomicrografias con una camara digital Xarosa (EMSIS GmbH, Minster,
Germany) controlada por el software Radius (Version 2.1).

El tamafo y la forma de las mitocondrias se midieron utilizando Image J
trazando manualmente las mitocondrias con contornos claramente
discernibles en las micrografias TEM (212). El area superficial (tamano
mitocondrial) se reporta en micrometros cuadrados, el perimetro en
micrometros, la relacion de aspecto se calcula como [(eje mayor)/(eje
menor)] y refleja la "relacion longitud-ancho" y el factor de forma
[(perimetro?)/(41r-area superficial)] refleja la complejidad y el aspecto
ramificado de las  mitocondrias. La circularidad  [41-(area
superficial/perimetro?)] y la redondez [4-(area superficial)/(1T-eje mayor?)] son
indices bidimensionales de esfericidad con valores de 1 que indican
esferoides perfectos; por ejemplo, la circularidad indica la comparabilidad de
la forma con un circulo, y es la relacion entre el area real y el area de un
circulo de la misma longitud, por lo que este factor aumenta a medida que la

forma de la mitocondria se vuelve mas circular.

11.2.10. ANALISIS DE BIOENERGETICA MEDIANTE EL ANALIZADOR
SEAHORSE XF

El Analizador Seahorse XF (Agilent) es una tecnologia ampliamente
reconocida y estandar empleada para evaluar el estado bioenergético de
células vivas, ya que mide simultaneamente la tasa de consumo de oxigeno
en tiempo real (OCR) y la tasa de acidificacion extracelular (ECAR),
indicativa del glicolisis (213) (Figura I11.6). Las células se sembraron (1x10*
células/pocillo, en un volumen final de 80 uL/pocillo) y se trataron durante 48
h. La funcién mitocondrial se evalu6 utilizando el kit de prueba de estrés
mitocondrial XFp Cell Mito Stress Test (Agilent), siguiendo las instrucciones
del fabricante y empleando el analizador Seahorse XF de 8 pocillos. Los
compuestos se cargaron en los puertos de inyeccion del cartucho para
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obtener concentraciones finales de 1,5 uM de oligomicina (inhibidor de la

ATP sintasa), 1 yM de FCCP (desacoplador mitocondrial) y 1 uM de rotenona

(inhibe el complejo | de la ETC) / antimicina A (inhibe el complejo Il de la

ETC). Los datos se normalizaron al contenido de proteina en cada pocillo.

Para ello, inmediatamente después de la medicion de Seahorse, las células

se lisaron con buffer RIPA suplementado con inhibidores de proteasas (50

ML/pocillo) y se determiné la concentracion de proteina mediante el ensayo
BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific) descrito en
el apartado 111.2.3.3.

Tasa de consumo de oxigeno (OCR)
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Figura IlIl.6. Representacion esquematica del flujo de trabajo y parametros
determinados en la prueba bioenergética MitoStress de Seahorse.

11.2.11. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE EV

1ll.2.11.1. AISLAMIENTO DE EV

Las células LX-2 se sembraron y trataron de manera estandar, con la

excepcion de que se empled FBS desprovisto de EV durante las 48 h de

tratamiento. Esta modificacién tuvo como objetivo garantizar que las EV
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aisladas provinieran exclusivamente de la secrecion celular, evitando asi la
contaminacion con EV presentes en el FBS. Tras las 48 h de tratamiento, se
recolectd el medio de cultivo (250 mL por condicidn) y se sometio a dos pasos
de centrifugacion: primero a 3000 g (10 min, 4 °C) y, posteriormente, a 16000
g (20 min, 4 °C). El sobrenadante final, que contenia los productos de
excrecion y secrecion celular, incluyendo las EV, se proces6 utilizando el
sistema de filtracion tangencial TFF-Easy (Tangential Flow Filter for EV
Concentration, HansBioMed Life Sciences). Este sistema, que emplea un
cartucho de filtracion que utiliza fibras huecas de polisulfona, permitio
concentrar las EV hasta un volumen final de 1,5 mL de medio enriquecido en
EV.

Para el aislamiento de las EV mediante cromatografia de exclusién por
tamafio, el volumen de EV concentrado se cargd en columnas SPE Tube,
Empty (Merck) con 10 mL de Sepharose-CL2B previamente empaquetada
(Sigma-Aldrich) y se recolectaron 20 fracciones de 0,5 mL de cada muestra.
Las fracciones enriquecidas en EV (fracciones 6-10) se agruparon y fueron
concentradas utilizando un filtro centrifugo Amicon® Ultra-4 (MilliporeSigma,
Billerica, EE. UU) (3200 g, 20 min, 4 °C), alcanzando un volumen total de 500
ML de EV aisladas (Figura 111.7), que se almacenaron a -80° C hasta su

posterior uso.
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Figura I1ll.7. Representacion esquematica del proceso de aislamiento y
concentracion de EV.

111.2.11.2. ANALISIS DE SEGUIMIENTO DE NANOPARTICULAS (NTA)

La concentracién y el tamafio de las EV se determinaron mediante la técnica
de analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA, por sus siglas en inglés)
que se basa en el principio de dispersion de la luz y el movimiento browniano
de las particulas en suspension. Para ello, se utiliza un rayo laser que ilumina
la camara de muestra donde se encuentran las EV, lo que provoca su
dispersion, la cual es captada por el objetivo de un microscopio y registrada
por una camara digital (Figura 111.8). Esta cdmara también permite observar
el movimiento browniano de las particulas. Finalmente, un software de
anadlisis de NTA rastrea individualmente cada particula y, mediante la
aplicacion de la ecuacion de Stokes-Einstein, calcula sus diametros

hidrodinamicos (214). En este estudio, realizado en el CIPF, la distribucién

94



Capitulo 11 MATERIAL Y METODOS

de tamafio de las EV se analizd utilizando un equipo NanoSight NS300
(Malvern Panalytical, Malvern, Reino Unido) equipado con un sistema de
deteccion por fluorescencia y un sistema automatico de bombeo mediante
jeringuilla. Para cada muestra, se grabaron cinco videos de 30 s de duracion,
los cuales se analizaron posteriormente con el software NTA para determinar

la concentracion y el tamafio de las particulas.

W‘ Microscopio

Dispersion del rayo

\ / laser por las EVs
EVs en PBS \ /’—
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A ]
i Superficie metalica
Rayo laser

Figura lll.8. Representacion esquematica del NTA.

)

1.2.11.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)
PARA EL ANALISIS DE EV

Este experimento, al igual que el de NTA (11.2.11.2), se llevo a cabo en el
CIPF. Las EV aisladas en PBS se aplicaron sobre rejillas de cobre
recubiertas con una pelicula de carbono (10 min), se lavaron con una gota
de PB 0,1 My se fijaron en glutaraldehido 1 % (5 min). Tras lavarse con agua
destilada, se realiz6 una tincion con acetato de uranilo (2 %) y se embebieron
en metilcelulosa. El exceso de solucion se elimind y las muestras se dejaron
secar al aire antes de su visualizacion empleando un microscopio electrénico

de transmision FEI Tecnai GS Spirit (Thermo Fisher Scientific). Por ultimo,

95



Capitulo IlI MATERIAL Y METODOS

la adquisicion de las imagenes se realiz6 con una camara digital Xarosa

(EMSIS GmbH, Munich, Alemania) controlada por el software Radius.

111.2.11.4. ANALISIS PROTEOMICO DE LAS CELULAS Y LAS EV

Este estudio se llevd a cabo en el Cic Biogune (Bilbao, Espafia). Inicialmente,
se procedidé a la extraccion proteica por incubacién de la muestra en un
tampon de lisis compuesto por urea 7 M, tiourea 2 M y detergente CHAPS
(3-((3-colamidopropilo) dimetilamonio)-1-propanesulfonato) al 4 %. Tras 30
min de incubacion a temperatura ambiente bajo agitacion, se realizd la
digestion siguiendo el protocolo FASP (filter-aided sample preparation)
descrito por Wisniewski et al., 2009 (215), con modificaciones menores. Se
afiadid tripsina en bicarbonato de amonio 50 mM a una relacion
tripsina:proteina de 1:10, y la mezcla se incubd (12 h, 37 °C). Los péptidos
resultantes se secaron en un concentrador speedvac RVC2 25 (Christ,
Osterode am Harz, Alemania) y se resuspendieron en acido férmico al 0,1
%. Finalmente, se realiz6 la desalinizacion y resuspension de los péptidos
en acido férmico al 0,1 % utilizando puntas de pipeta de 10 uL (Millipore
Sigma) antes del andlisis por espectrometria de masas.

El analisis por espectrometria de masas se llevd a cabo en un equipo
timsTOF Pro con PASEF (Bruker Daltonics, Billerica, EE. UU.) acoplado a un
cromatografo de liquidos Evosep ONE (Evosep, Odense, Dinamarca). Se
inyectaron 200 ng de muestra en el Evosep ONE y se analizaron utilizando
el protocolo de 60 muestras por dia (216). Los datos DIA (data-independent
acquisition) se procesaron con el software DIA-NN para la identificacion y
cuantificacién de proteinas utilizando parametros predeterminados. Las
busquedas se realizaron en una base de datos que constaba de entradas de
proteinas de Homo sapiens de Uniprot en modo sin biblioteca (library-free
mode), es decir, no se emplearon bibliotecas de espectros predefinidas para
identificar proteinas. La carbamidometilacion de cisteinas se consideré como
modificacion fija y la oxidacion de metioninas como modificacion variable.
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Los datos se cargaron en la plataforma Perseus para el procesamiento de
datos (transformacion logaritmica en base 2, imputacion de valores no
detectados) y el andlisis estadistico (prueba t de Student, para detectar las
proteinas diferencialmente expresadas entre los diferentes tratamientos).

La visualizacion de los datos y la interpretacidon de los resultados, llevada a
cabo por el CIBERehd, se realizé de igual modo que se describe en el
apartado 11.2.4.6.B.

11.3. ANALISIS ESTADISTICO Y PRESENTACION DE DATOS

Todos los valores estan expresados como media  error estandar de la media
(SEM, por sus siglas en inglés). El numero de experimentos independientes
(n) para cada parametro esta indicado en la leyenda de las figuras; todas las
medidas se repitieron 3-8 veces. A menos que se indique lo contrario, los
datos estan representados como porcentaje de control (células sin
tratar/células tratadas con vehiculo para los analisis in vitro o ratones control
(Sham) sacrificados a dia 7, para los experimentos in vivo, considerados 100
%). Las ratios de expresiones proteicas se expresan en tanto por 1,
considerando 1 el valor del control/vehiculo. Los datos se analizaron usando
el software GraphPad Prism® 8.0.2 (GraphPad Prism® Software Inc.) Los
analisis estadisticos empleados para cada experimento se especifican en los
resultados y pies de figura correspondientes. Los analisis de bioinformatica
(transcriptomica y protedmica) se detallan en los respectivos apartados de
resultados. Por ultimo, todas las representaciones graficas de esta tesis

doctoral se realizaron mediante el programa BioRender.com.
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SECCION A. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE RPV EN HSC
ACTIVADAS POR TGF-g MEDIANTE SECUENCIACION DE ARN

Con el objeto de caracterizar cambios de expresion génica a gran escala
inducidos por el tratamiento con RPV en las HSC activadas, se realizé una
secuenciacion de ARN en hHSC expuestas a TGF-f3.

El analisis de secuenciacion detecté un total de 13157 secuencias, de las
cuales 13156 fueron genes codificantes de proteinas. Se generd un grafico
de PCA para identificar patrones globales de expresion génica en respuesta
al tratamiento con RPV en el contexto de la activacién de las hHSC. En esta
representacion se observo una clara distincion entre el vehiculo y las células
estimuladas con TGF- (en presencia o no de RPV) (Figura IV.A.1 (I) A).
Para evaluar la similitud entre los perfiles de expresion génica, se elabord un
mapa de calor con agrupamiento jerarquico de correlaciones de Pearson
(Figura IV.A.1(l) B) Tras estandarizar los datos de expresion mediante la
puntuacion z (x-p)/o, donde x es el nivel de expresion de cada muestra, i la
media de la expresién en todas las muestras y o la desviacion estandar de
la expresion en todas las muestras, el mapa visualiza la correlacion entre
cada par de muestras con una escala de color del azul al rojo (maxima
correlacion), agrupando jerarquicamente las muestras con perfiles similares
para facilitar la identificacion de patrones y la comparacion entre las
condiciones experimentales. El analisis, que incluyd seis réplicas por
condicién, mostré una minima variacién en la expresion génica entre las
condiciones, evidenciado por el estrecho rango de correlacion de Pearson
(de 0,96 a 1). A pesar de que el analisis reveld una tendencia a la separacion
entre las muestras vehiculo y las estimuladas con TGF-f (con o sin RPV),
una de las réplicas del grupo vehiculo (n1) mostré un perfil de expresion
similar al de las células estimuladas, lo que refleja que existe cierta

variabilidad en la susceptibilidad a los distintos tratamientos. Sin embargo,
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ninguna réplica fue excluida del analisis para preservar la totalidad del
conjunto de datos.

Posteriormente, se realiz6 un andlisis de expresion génica diferencial para
identificar los genes y las vias moleculares que experimentan una
modulacion en respuesta a la activacion de las HSC y al tratamiento con
RPV. Los resultados mostraron 2521 genes sobreexpresados y 2701 genes
infraexpresados en el grupo TGF- en comparacién con el grupo vehiculo (p
valor ajustado <0,05), 25 genes sobreexpresados y 63 infraexpresados al
comparar el grupo TGF-+RPV 4 uM con el grupo TGF-§ (p valor <0,05) y
1082 genes sobreexpresados y 1232 infraexpresados entre los grupos TGF-
B +RPV 8 uM y TGF-B (p valor ajustado <0,05).
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Figura IV.A.1. Analisis de patrones globales de expresiéon génica de hHSC (l). Las
hHSC se trataron con Veh y TGF-f (2,5 ng/mL) solo o en presencia de RPV (4 0 8 uM)
durante 48 h (n=6). A) PCA de las cuatro condiciones experimentales. B) Mapas de
calor con agrupamiento jerarquico de correlaciones de Pearson representando todas
las réplicas biolégicas en cada condicion experimental. La escala de color indica la
correlacion de Pearson entre las muestras, desde 0,96 (azul, baja correlacién) hasta 1
(rojo, maxima correlacion).

Complementariamente, se analizaron los datos mediante un gréafico de
volcan (Figura IV.A.1. (Il)), un tipo de grafico de dispersion que muestra la
significacion estadistica (p valor) versus la magnitud del cambio (fold change)
y que permite la identificacion visual rapida de genes con grandes cambios
de expresidn que también sean estadisticamente significativos. Este analisis
mostré cambios importantes en los patrones de expresion, tanto de genes
sobreexpresados como infraexpresados en todas las comparaciones,

especialmente en células tratadas con TGF-B en comparaciéon con el
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vehiculo. Entre los genes con mayor significancia estadistica y mayor
magnitud de cambio en la comparativa de TGF-B frente a vehiculo se
encuentran PLPP3, GBP2, SYTL2, CNKSR3 (infraexpresados) y XYLT1,
VDR y CLTCL1 (sobreexpresados). El tratamiento de TGF-+RPV 4 uM
frente a TGF-B mostré cambios significativos en los genes MYDGF, CYP2S1,
IGFBR5, TOR4A, CRY1, GREM1 (infraexpresados) y CD248
(sobreexpresado). Finalmente, TGF-+RPV 8 uM frente a TGF-B mantuvo
MYDGF como gen mas relevante entre los infraexpresados, ademas de
BMC10, FKBP10, SUN2, CRY1y SYNGR2, y como genes mas destacados

entre los sobreexpresados se encontraron CRYAB y ITPR3.
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Figura IV.A.1. (Pagina anterior) Analisis de patrones globales de expresiéon génica
de hHSC (ll). Las hHSC se trataron con Veh y TGF-f solo (2,5 ng/mL) o en presencia
de RPV (4 o 8 pM) durante 48 h (n=6). Graficos de volcan de las siguientes
comparaciones: TGF-$ frente a vehiculo, TGF-+RPV4 frente a TGF-f y TGF-B +
RPV8 frente a TGF-B. En azul se muestran aquellos genes infraexpresados con un p
valor <0,5 y un fold change por debajo de -1,5. En rojo se muestran los genes
sobreexpresados con un p valor <0,5 y un fold change por encima de 1,5. Se
encuentran destacados los genes con mayor magnitud de cambio (al alza o a la baja)
y mayor significancia estadistica.

Para determinar las funciones bioldgicas enriquecidas en los perfiles de
expresidn génica de cada grupo experimental, se realizé6 un analisis de
sobrerrepresentacion (ORA, del inglés) de rutas de Reactome. Para cada
comparacion, se generaron dos listas de DEGs con un p valor <0,05, una
con genes sobreexpresados y otra con genes infraexpresados. Ambas listas
se sometieron a un analisis ORA y los 20 términos mas enriquecidos de cada
comparacion (o 10 en el caso de RPV4), con un p valor <0,05, se
seleccionaron y representaron en graficos de puntos. El tratamiento con
TGF-B indujo un enriquecimiento en términos relacionados con la activacion
de las HSC, tales como [organizacion de la ECM] [formacién de colageno],
[biosintesis de colageno y enzimas modificadoras], [formacion de fibras
elasticas], [moléculas asociadas con fibras elasticas] y [entrecruzamiento de
fibras de colageno], asi como en términos que reflejan la respuesta al estrés
del RE como [transporte anterdégrado del RE al Golgi], [regulacién de la
expresion génica por PERK] y [activacion de genes en respuesta al estrés
del RE por ATF4]. Entre los términos regulados a la baja se encontraron
[muerte celular programada] y [ciclo de las Rho GTPasas] (Figura IV.A.2 A).
Sin embargo, el cotratamiento con RPV mostr6 un efecto inhibitorio sobra la
fibrogénesis. Concretamente, RPV 4 uM disminuy6 el término [contractilidad
de la fibra muscular] y [contraccion muscular]. Ademds, indujo una
disminucion de genes relacionados con la [biosintesis de colesterol] y
[biosintesis de acil-coA acidos grasos]. El tratamiento con RPV 8 yM, en linea
con el efecto antifibrogénico observado con RPV 4 uM, disminuyd los
términos [organizacion de la matriz extracelular], [formacion de colageno],
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[formacion de fibras elasticas] y [moléculas asociadas a fibras elasticas],
revelando un mayor efecto antifibrogénico con la concentracion mas alta del
farmaco. Ademas, también disminuyo aquellos procesos relacionados con el
transporte Golgi-ER: [transporte anterogrado del ER al Golgi], [transporte
retrégrado del Golgi] y [transporte retrégrado del Golgi al ER dependiente de
CORPI]. Por ultimo, ambas concentraciones de RPV generaron un cambio
hacia un perfil transcripcional asociado a la inducciéon de apoptosis,
sobreexpresando [muerte celular programadal], [estabilizacion de p53], [tp53
regula la transcripcion de genes de muerte celular] y [tp53 regula la

transcripcion de activadores de caspasa y caspasas] (Figura IV.A.2 B, C).
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Figura IV.A.2. Andlisis de funciones biolégicas enriquecidas en los perfiles de
expresion génica de hHSC mediante ORA. Las hHSC se trataron con Veh y TGF-f3
(2,5 ng/mL) solo o en presencia de RPV (4 o 8 uM) durante 48 h (n=6). Se representan
las 20 funciones bioldégicas mas enriquecidas (p<0,05), tanto sobreexpresadas como
infraexpresadas para las comparaciones de TGF-$ frente a vehiculo (A), TGF-8 +
RPV4 frente a TGF-B (B) y TGF-B+ RPV8 frente a TGF-B (C). En este grafico de
puntos, el tamafio del punto representa el numero de genes del conjunto de genes
analizado (count) que estan asociados a una funcién biologica especifica, lo que
permite visualizar rapidamente el grado de enriquecimiento. El color de los puntos
indica el nivel de significancia estadistica (p valor), con un gradiente de color que va
desde rojo para los p valores mas bajos (mayor significancia) hasta azul para los p
valores mas altos (menor significancia). El GeneRatio, representado en el eje
horizontal, indica la proporcién de genes dentro del conjunto analizado que estan
asociados con una funcion bioldgica dada.
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SECCION.B. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE RILPIVIRINA EN
HSC ACTIVADAS POR PDGF-B

Dado el papel crucial del PDGF- en la funcion de las HSC, esta seccion
se centra en evaluar el impacto de RPV sobre diversos procesos celulares

desencadenados por este estimulo.

IV.B.1. EFECTO EN LA PROLIFERACION CELULAR

En primer lugar, se evalud el efecto de RPV sobre la proliferacion de hHSC
estimuladas con PDGF-B durante 48 h. Como se muestra en la Figura
IV.B.1 A, PDGF-BB indujo un aumento en la proliferacion celular en
comparacion con el tratamiento con vehiculo. Este efecto proliferativo de
PDGF-BB fue contrarrestado por el tratamiento con RPV de manera
dependiente de la concentraciéon. Cabe destacar que este efecto inhibitorio
de RPV no se debidé a una disminucion de la viabilidad celular, ya que ésta
no se vio afectada por ninguna de las concentraciones de RPV utilizadas.
Para profundizar en el mecanismo por el cual RPV contrarresta el efecto
proliferativo de PDGF-BB3, se analizé la expresion de genes clave
involucrados en la regulacion del ciclo celular. PDGF-B indujo un aumento
en la expresion de CCND1, un regulador positivo del ciclo celular, efecto que
fue contrarrestado por la concentracion mas alta de RPV (8 uM). Por otro
lado, a pesar de que PDGF-BB no alterd la expresion de C-MYC (un gen
relacionado con la proliferaciéon celular), el tratamiento con RPV (4 y 8 uM)
aumento la expresion génica de este marcador, siendo dicho incremento
significativo a la concentracion mas alta. En cuanto a la expresion de
CDKNZ2A, un regulador negativo del ciclo celular involucrado en la
senescencia, se observo un ligero aumento en presencia de RPV 4 uM,
mientras que PDGF-B no ejercié ningun efecto sobre la expresion de este
gen. Finalmente, la expresion de BCL2L11, una proteina proapoptdtica,
disminuyé en presencia de PDGF-BB, mientras que RPV mostré una
tendencia a aumentar su expresion sin alcanzar la significancia estadistica
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(Figura IV.B.1 B). En conjunto, estos datos destacan que RPV podria estar
regulando negativamente el ciclo celular y la supervivencia de las HSC
activadas por PDGF-[3.
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Figura IV.B.1. Efecto de RPV en la proliferaciéon estimulada por PDGF-B8 en hHSC.
Las células se trataron con Veh, PDGF-B (10 ng/mL), o PDGF-3f + RPV (1-8 uM) durante
48 h. A) Los datos del numero de células (recuento celular) y viabilidad celular (n=5) se
representaron como media + SEM. En el caso de la viabilidad celular, los datos se
relativizaron a los del control (células sin tratar), que se consideré como 100 %. B)
Expresion génica relativa de CDKN2, C-MYC, BCL2L 11y CCND1, analizada mediante RT-
gPCR. Los resultados (media + SEM; n=4-5) se normalizaron considerando la expresion
del gen de referencia ACTB y se representaron como expresion relativa respecto a la
observada en las células tratadas con vehiculo, que se consideré el 100 %. Para el analisis
estadistico, se realizo el test ANOVA de una via, seguido de un test de Bonferroni para el
tratamiento del farmaco respecto a PDGF- (** p<0,01).
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IV.B.2. EFECTO EN MARCADORES DE FIBROGENESIS Y
METABOLICOS

Para evaluar el potencial antifibrogénico de RPV en HSC expuestas a PDGF-
BB, se examino la expresion de varios genes clave en la fibrosis hepatica.
Aunque no se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas, RPV
indujo una disminucion en la expresion de PDGFRB y COL1a1 en las
concentraciones de 2-8 pM. Asimismo, RPV disminuyd la expresion de
ACTAZ en todas las concentraciones del farmaco, mientras que la expresion
de TGF-8 no mostré grandes cambios con ninguna de las condiciones
experimentales. En cuanto a PPARG (un receptor nuclear crucial en el
mantenimiento del fenotipo quiescente de las HSC), RPV aumenté su
expresion en las concentraciones mas altas, alcanzando la significancia
estadistica a 4 yM. Cabe mencionar que en ninguno de los genes analizados
se mostraron cambios con PDGF-B, lo que se puede atribuir a la variabilidad
y grado de activacion en el estado basal de las diferentes réplicas biolégicas
de hHSC durante el cultivo celular (Figura IV.B.2).
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Figura IV.B.2. (Pagina anterior) Efecto de RPV en la expresion génica de
marcadores de fibrogénesis y metabolicos en células hHSC activadas por PDGF-
BB. Las células se trataron con Veh, PDGF-B (10 ng/mL), o PDGF-B + RPV (1-8 uM)
durante 48 h. Se muestra la expresién génica relativa de COL1A1, PDGFRB, ACTA2,
TGFB y PPARG analizada mediante RT-gPCR. Los resultados (representados como
media + SEM; n=4-5) fueron normalizados considerando la expresion del gen de
referencia ACTB y representados como expresion relativa respecto a la observada en
las células tratadas con vehiculo, que se considerd el 100 %. Para el andlisis
estadistico, se realizo el test ANOVA de una via seguido de un test de Bonferroni para
el tratamiento del farmaco respecto a PDGF- (* p<0,05).

Para complementar los analisis de expresidn génica, se evalud la expresion
de varias proteinas clave en la activacion de las HSC. El cotratamiento con
RPV durante 48 h en hHSC estimuladas con PDGF- disminuy6 los niveles
de COL1A1 a las concentraciones de 2, 4 y 8 uM de manera concentracion-
dependiente. En la misma linea, la expresion de PDGFRB disminuy6 con las
concentraciones de 4 uM y, mas notablemente, 8 yM. En cuanto a PPARG,
al igual que se observo a nivel génico, RPV indujo un aumento en su
expresion con la concentraciéon mas (8 uM), mientras que la expresion de
aSMA no se vio modificada en ninguna de las condiciones experimentales,
a excepcion de una ligera disminucién con el tratamiento de RPV 8 uM. Tal
y como ocurria en el analisis de expresién génica, la exposicion a PDGF-f3
no modifico la expresion proteica de estos marcadores, salvo PPARG, donde
se observo un notable aumento. En conjunto, RPV mostré un claro efecto
antifibrogénico en las HSC, tanto a nivel de expresién génica como proteica,

(Figura 1V.B.3).
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Figura IV.B.3. Efecto de RPV en la expresion proteica de marcadores de
activacion fibrogénica y metabdlicos en células hHSC activadas por PDGF-f3§3.
Las células se trataron con Veh, PDGF-BB (10 ng/mL), o PDGF-BR+RPV (1-8 uM)
durante 48 h. A) Imagenes representativas de WB para PDGFRB, PPARG, COL1A1y
aSMA. B) Cuantificacion de la expresion de proteinas mediante analisis densitométrico
de las imagenes de WB. Los resultados (media + SEM; n=3-5) fueron normalizados
frente a la expresién de GAPDH y representados como expresion relativa respecto a
la observada en las células tratadas con vehiculo, que se consideré el 100 %. Para el
analisis estadistico, se realizé el test ANOVA de una via seguido de un test de
Bonferroni en el caso del tratamiento del farmaco respecto a PDGF-[3.

IV.B.3. EFECTO EN LA CASCADA DE SENALIZACION DE MAPK

Dado que la via de sefalizacion de MAPK juega un papel crucial en la
respuesta de las HSC a la estimulacién con PDGF-ff, y considerando que
RPV modula la actividad de estas células, se decidi6 investigar el impacto de
este farmaco en la cascada de sefializacion de MAPK y en la fosforilaciéon de
Akt, otra proteina efectora de este factor de crecimiento. En el analisis de
expresion proteica se observé un aumento notable en la fosforilacion de Akt,

JNK1/2 y ERK1/2 en las HSC expuestas a PDGF-B. Cuando las células se
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cotrataron con RPV, se observé una tendencia a disminuir la fosforilacion de
Akt inducida por PDGF-B3 de manera dependiente de la concentracion. En
el caso de pJNK1/2, RPV indujo una disminucién con la concentracion mas
alta (8 uM), mientras no indujo cambios en pp38 ni afectd a la fosforilacion
de ERK1/2 inducida por PDGF-B (Figura 1V.B.4).

A
72 kDa ————
43 kDa — — — — | DERK1/2
43 kDa | e S --- -- pJNK1/2
43 kDa ——— — DP38
34 kDa
Veh - 1 2 4 8
RPV (uM)
B PDGF-BB
pAkt pp38
g 1500 g 250
K K
] © 200
o = _—
S = 1000
K] § % § 150
o )
4 -
5 500+ g8 197
hl k]
8 g s50-
e s
GJ‘ 0- u’j 0-
Veh - 1 2 4 8 .
RPV (1M) = RPV (uM) Vel #
PDGF-B PDGF-j B
pJNK1/2 PERK1/2
$ 8007 S 4007
= s
§ __ 600 g __ 300
5 8§
5 >
S © 400- 2 g 200
E.u n' (d
o o~
c g s
8 = il
B 200 3 100
5 5
Q.
P 0- i 0-
. Veh - 1 2 4 8
Revm) VR 1 2 4 8 gevgm — - -
PDGF- 8 PDGF-p 8

114



Capitulo IV RESULTADOS

Figura IV.B.4. (Pagina anterior) Efecto de RPV en la expresion de proteinas clave
en la via de seializacion de las MAPK. Las hHSC se trataron con Veh, PDGF-B (10
ng/mL), o PDGF-BB + RPV (1-8 uM) durante 48 h. A) Imagenes representativas de WB
para pAkt, pERK1/2, pJNK1/2 y pp38. B) Cuantificacién de la expresion de proteinas
mediante analisis densitométrico de las imagenes de WB. Los resultados
(representados como media + SEM; n=5) fueron normalizados frente a la expresién de
GAPDH vy representados como expresion relativa respecto a la observada en las
células tratadas con vehiculo, que se considero6 el 100 %. Para el andlisis estadistico,
se realizo el test ANOVA de una via seguido de un test de Bonferroni para el tratamiento
del farmaco respecto a PDGF-38.

V.B.4. EFECTO EN LA MIGRACION CELULAR

La ruta de sefalizacion MAPK juega un papel fundamental en la migracion
celular, un proceso clave en la activacion de las HSC. Considerando que
RPV parecia modular esta ruta, se decidi6 investigar el efecto del farmaco
en la capacidad migratoria de HSC en respuesta a PDGF-B(. Para ello, se
realizaron dos ensayos in vitro: un ensayo de quimiotaxis y un ensayo de
cierre de herida. En el ensayo de quimiotaxis, el tratamiento con PDGF-33
durante 48 h aumentd notablemente la respuesta migratoria, observandose
un mayor numero de células en la camara inferior. Sin embargo, el
cotratamiento con RPV contrarrestd este efecto de manera concentracion
dependiente, estableciendo una clara diferencia con las células tratadas con
vehiculo en presencia de PDGF-BB. Contrariamente, sin el tratamiento con
PDGF-Bf, no se observaron cambios en la migracién de las HSC con las dos
concentraciones de RPV empleadas (Figura IV.B.5 A, B).

Por otro lado, en el ensayo de cierre de herida, aunque no se observaron
diferencias significativas con o sin el tratamiento con PDGF-B al final del
experimento (48 h), si se aprecié un cierre mas acelerado a las 24 h en
presencia de este estimulo. En linea con los resultados del ensayo de
quimiotaxis, el tratamiento conjunto con RPV, con las dos concentraciones
empleadas (2 y 4 uM), tendié a disminuir el cierre de la herida en todos los
tiempos estudiados, siendo este efecto mas pronunciado a las 24 y 48 h
(Figura IV.B.5 C, D).
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Figura IV.B.5. (Pagina anterior) Efecto de RPV en la migracién inducida por PDGF-
BB en HSC. Las células hHSC se trataron con RPV (2 y 4 uM), RPV (2 y 4 uM) + PDGF-
BB (10 ng/mL) o PDGF-BB (10 ng/mL) durante 48 h. Posteriormente, 30.000 de cada
condicion se incubaron en el compartimento superior de camara de Boyden en
presencia de PDGF-BB (10 ng/mL) en el compartimento inferior durante 6 h. A)
Visualizacion microscopica de las membranas. B) Representacion del area de
hematoxilina en los diferentes tratamientos. La cuantificacion se realizé con Image J.
Los datos (media + SEM, n=4) se expresan como el area de hematoxilina calculada.
Para el analisis estadistico se realiz6é un test ANOVA de una via seguido de un test de
Bonferroni para el tratamiento de RPV (con y sin PDGF-Bf3) respecto a cada vehiculo
(cony sin PDGF-3B), y un test t de Student para el control sin PDGF-f frente a control
con PDGF-BB. C) Imagenes capturadas del ensayo de cierre de la herida en LX-2
tratadas con PDGF-B (10 ng/mL) o PDGF-BB (10 ng/mL) + RPV (2 0 4 uM). Las
imagenes se capturaron en diferentes puntos temporales (0, 8, 24 y 48 h). D)
Cuantificacion de las imagenes del cierre de la herida. Los datos se presentan como la
media £+ SEM (n=4) y se expresan como % de cierre, considerando 0 % el tiempo 0 h
para cada condicion. Para el andlisis estadistico, se realizé de manera independiente
para cada punto temporal un test ANOVA de una via, seguido de un test de Bonferroni
en el caso del tratamiento del farmaco respecto PDGF-B3 y un test t de Student en el
caso del estimulo respecto al vehiculo.
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SECCION C. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE RILPIVIRINA EN LA
AUTOFAGIA EN HSC ACTIVADAS POR TGF-$

Considerando que la autofagia juega un papel fundamental en Ia
transdiferenciacion de las HSC, esta seccion se centré en evaluar el impacto

especifico de RPV sobre este proceso en HSC estimuladas con TGF-(3.

IV.C.1. EFECTO EN LA EXPRESION GENICA Y PROTEICA DE
MARCADORES AUTOFAGICOS

En primer lugar, se evaludé la expresion proteica de varios marcadores
clasicos de la autofagia: LC3, Beclin1, ATG5, ATG7 y p62. Tras 24 h de
tratamiento con TGF-B, se observd un ligero aumento en todos los
marcadores, siendo mas evidente en ATG5 y Beclin1 (Fig. IV.C.1 A, B).
Cuando las células se cotrataron con RPV, se potencio aun mas este efecto
en la relacion LC3Il/l y Beclin1 (con RPV 8 uM), se observé una disminucion
moderada en la expresion de p62 (indicativo de incremento de autofagia) en
las concentraciones de 1, 4 y 8 uM, y una disminucién de ATGS en la
concentracion de 4 uM. En cuanto al control positivo (rapamicina) en relacion
con el vehiculo, se observd un aumento en la expresion de LC3-ll y ATG5, y

una disminucion en p62 y ATG7 (Figura IV.C.1).
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Figura IV.C.1. Andlisis del efecto de RPV sobre la expresion proteica de
marcadores autofagicos en células LX-2 tratadas 24 h. Las células se trataron (24
h) con Veh, TGF-B (2,5 ng/mL) o TGF-8 + RPV (1, 2, 4 y 8 uM). A) Imagenes
representativas de WB para LC3, p62, ATG5, ATG7 y Beclin1. B) Cuantificacion de las
imagenes de WB por densitometria. La expresién de cada proteina se normalizé
respecto a la de expresion de GAPDH. Los datos representan la media + SEM (n=3—
6) y se expresan en relacion con los de las células no tratadas (control) en cada
experimento, que se consideraron el 100 %. El analisis estadistico se realiz6 con el test
ANOVA de una via seguido de un test de Bonferroni para RPV + TGF-( frente a TGF-
B, y con la prueba t de Student para TGF-B frente a Veh o rapamicina frente a Veh.

En el tratamiento a 48 h, la expresion de ATG5 y Beclin1 tendié a
normalizarse en las células expuestas unicamente a TGF-$ (Figura IV.C.2),
mientras que se observd un aumento en la relacion LC3II/LC3l y una
disminucion en p62, ambos efectos indicando un incremento en la autofagia.
Al igual que a 24 h, el cotratamiento con RPV potencio la disminucion de los
niveles de p62, mientras que ATG5 y ATG7 no mostraron cambios notables

con RPV, salvo una disminucion de la ultima a 8 yM. El control positivo indujo

119



Capitulo IV RESULTADOS

los cambios esperados, disminuyendo significativamente p62 y aumentando

ATG7 y LC3-1l, aunque no se observaron cambios significativos en ATGS5.
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Figura IV.C.2. Andlisis del efecto de RPV sobre la expresion proteica de
marcadores autofagicos en células LX-2 tratadas 48 h. Las células se trataron (48
h) con Veh, TGF-B (2,5 ng/mL) o TGF- + RPV (1, 2, 4 y 8 uM). A) Imagenes
representativas de WB para LC3, p62, ATG5, ATG7 y Beclin1. B) Cuantificacion de las
imagenes de WB por densitometria. La expresion de cada proteina se normalizd
respecto a la de GAPDH. Los datos representan la media + SEM (n=3-6), y se
expresan en relacion con los de las células no tratadas (control) en cada experimento,
que se consideraron el 100 %. El analisis estadistico se realiz6 con el test ANOVA de
una via seguido de un test de Bonferroni para RPV + TGF- frente a TGF-(3, y con la
prueba t de Student para TGF-§ frente a Veh o rapamicina frente a Veh (## p<0,01).

120




Capitulo IV RESULTADOS

Para determinar si la disminucién en los niveles proteicos de p62 observada
con RPV se debia a cambios en la cantidad de su ARNm, se analizo la
expresion génica de SQSTM1 por RT-gPCR tras el tratamiento de 24 y 48 h
(Figura IV.C.3). Los resultados mostraron que TGF-B disminuyd
significativamente los niveles de ARNm a las 48 h mientras que el
cotratamiento con RPV no modifico la expresién de SQSTM17 en ninguno de
los tiempos estudiados. Este resultado sugiere que el efecto de RPV sobre
p62 se produce a nivel postraduccional, probablemente a través del aumento
de la degradacion autofagica de p62, y no por una alteracion en la
transcripcion del gen. Por ultimo, a diferencia de lo observado a nivel de
expresién proteica, el control positivo mostro, a las 24 h, un aumento en la

expresion de SQSTM1 respecto al vehiculo.
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Figura IV.C.3. Analisis del efecto de RPV sobre la expresiéon génica de SQSTM1.
Las células LX-2 se trataron con Veh, TGF-$ (2,5 ng/mL) o TGF- + RPV (1,2,4y 8
MM) durante 24 o 48 h. Se muestra la expresion génica relativa de SQSTM1 alas 24 h
(A) 048 h (B), que se analiz6 mediante RT-qPCR. Los resultados (representados como
media + SEM; n=4-5) fueron normalizados considerando la expresion del gen de
referencia ACTB y representados como expresion relativa respecto a la observada en
las células no tratadas (control), que se consideré el 100 %. El analisis estadistico se
llevd a cabo con el test ANOVA de una via seguido de un test de Bonferroni para RPV
+ TGF-B frente a TGF-3, y con la prueba t de Student para TGF-§ frente a Veh, o
rapamicina frente a Veh (# p<0,05).
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IV.C.2. EFECTO EN LA FORMACION DE LISOSOMAS Y ESTRUCTURAS
AUTOFAGICAS

Dado que el aumento de la autofagia conlleva un incremento en el contenido
lisosomal, se analiz6 este parametro mediante microscopia de células vivas
utilizando el fluorocromo Lysotracker Red (Figura IV.C.4 A). Como era de
esperar, el tratamiento con TGF-B indujo un incremento significativo en la
sefal lisosomal, lo que sugiere una mayor actividad autofagica. Este efecto
se vio potenciado aun mas por el cotratamiento con RPV, mostrando un
aumento significativo en todas las concentraciones del farmaco empleadas.
Para confirmar el aumento de la actividad autofagica inducido por RPV, se
analiz6 el contenido de autofagosomas mediante la tincién con Cyto-ID, una
técnica que permite visualizar especificamente estas vacuolas en células
vivas (Figura IV.C.4 B). En concordancia con el incremento del contenido
lisosomal observado previamente, el tratamiento con TGF-B durante 48 h
indujo un aumento en la sefial fluorescente emitida por las vacuolas
autofagicas, confirmando la activacion de la autofagia por este estimulo. Este
efecto se vio potenciado por el cotratamiento con RPV de manera
dependiente de la concentracion, siendo particularmente evidente en las
concentraciones de 4 y 8 uM.

Por ultimo, con el objetivo de descartar que el aumento de la autofagia
inducido por RPV fuera un artefacto del proceso de inmortalizacion durante
la generacion de la linea celular LX-2, se replicé el experimento en hHSC,
obteniendo resultados similares (Figura IV.C.4 C). Se observé un aumento
significativo de la sefial con TGF-B, que fue potenciado con el cotratamiento
con RPV, especialmente en las concentraciones de 1 y 8 uM. EIl control
positivo mostré un aumento significativo en la sefal respecto al vehiculo en

los 3 parametros evaluados.
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Figura IV.C.4. Anadlisis del efecto de RPV en la acumulacion de lisosomas y
estructuras autofagicas en HSC activadas por TGF-$. Las células LX-2 /hHSC se
trataron con Veh, TGF-B (2,5 ng/mL) o TGF-B y RPV (1, 2, 4 y 8 uM) 48 h. A) Las
células LX-2 se tifieron con Lysotracker (LTR, lisosomas) y Hoechst (nucleos), y se
tomaron imagenes de fluorescencia de células vivas con un microscopio confocal. Se
muestran imagenes representativas y la cuantificacion de la sefial de LTR. B) Las
células LX-2 se tifieron con Cyto-Id (estructuras autofagicas) y Hoechst (nucleos), y se
tomaron imagenes de fluorescencia de células vivas con un microscopio confocal. Se
muestran imagenes representativas y la cuantificacion de la sefial de Cyto-Id. C)
Iméagenes representativas de Cyto-Id y Hoechst y cuantificacion de la sefial de Cyto-Id
en hHSC. Todas las imagenes se analizaron con CellProfiler para obtener el numero
de puntos por célula. Los datos representan la media + SEM (n=3). El analisis
estadistico se llevo a cabo mediante el test ANOVA de una via seguido de un test de
Bonferroni para RPV + TGF- frente a TGF- (* p<0,05 y ** p<0,01), y mediante la
prueba t de Student para TGF-B frente Veh o rapamicina frente a Veh (## p<0,01 y
#### p<0,0001).
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Para profundizar en el analisis del flujo autofagico, se utilizaron sistemas de
monitorizacion basados en la expresion de proteinas clave del proceso (LC3
y p62), fusionadas a proteinas fluorescentes. En concreto, se emple6 un
sistema de fluorescencia dual que combina la proteina fluorescente roja
mCherry, estable en ambientes acidos, con la proteina verde GFP, sensible
al pH y cuya fluorescencia se extingue en ambientes acidos como el de los
lisosomas. Esta estrategia permite diferenciar entre autofagosomas,
(marcados por la presencia de ambas fluorescencias (naranja)) vy
autolisosomas (identificables por la presencia exclusiva de la sefal roja de
mCherry debido a la acidificacion del interior del lisosoma). El analisis de
colocalizacion de LC3 mostré que, tras 24 h, RPV incrementé el niumero de
autolisosomas (sefial roja), especialmente en las concentraciones de 2 y 4
MM. Como era de esperar, el tratamiento con rapamicina también indujo un
aumento significativo en la formacién de autolisosomas. En linea con estos
resultados, el analisis de la proteina p62, también fusionada al sistema de
fluorescencia dual mCherry-GFP, mostré un aumento en su sefal, tanto en
autofagosomas como en autolisosomas (de manera significativa), en las
células tratadas con RPV en todas las concentraciones estudiadas.
Nuevamente, la rapamicina indujo un aumento significativo en la senal de
p62 en la sefal roja (autolisosomas). Es importante destacar que, a
diferencia de los analisis previos de contenido lisosomal y de autofagosomas,
la exposicion a TGF-B no produjo cambios significativos en la sefial de LC3
y p62 en este experimento (Figura IV.C.5 A, B, C, D).

Por ultimo, para confirmar que el aumento en la formacién de autofagosomas
inducido por RPV se traduce en un incremento del flujo autofagico, se
analizaron los niveles de LC3-1l en presencia de cloroquina (CQ), un inhibidor
de la fusién lisosoma-autofagosoma. La adicion de CQ produjo una
acumulacién significativa de LC3-ll en las células LX-2 activadas con TGF-3
tras 48 h de tratamiento conjunto con RPV, en comparacién con TGF-f+RPV

en ausencia de CQ. Este resultado, consistente con la mayor formacion de
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vacuolas autofagicas observada previamente, confirma que RPV promueve
el flujo autofagico en células HSC tratadas con TGF- (Figura IV.C.5 E).
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Figura IV.C.5. (Pagina anterior) Evaluacion del efecto de RPV sobre el flujo
autofagico en LX-2 tratadas con TGF-. Las células se trataron con Veh, TGF-8 (2,5
ng/mL) o TGF-B + RPV (1, 2 y 4 yM) durante 24 h. Imagenes representativas de
microscopia confocal de células LX-2 que expresan mCherry-eGFP-LC3 (A) o
mCherry-GFP-p62 (B). Las células se tifieron con Hoechst para detectar los nucleos.
La sefal roja indica la presencia de la proteina de interés en estructuras autofagicas
tardias (autofagolisosomas) y la sefial naranja (fluorescencia roja + verde) indica su
presencia en estructuras autofagicas tempranas (autofagosomas). C), D)
Cuantificacion de los datos de la sefial de fluorescencia (a nivel de célula individual).
Las imagenes se analizaron con CellProfiler para detectar sefiales fluorescentes rojas
(diagramas de caja rojos) y verdes, y para relacionar ambas sefiales fluorescentes
(doble positiva roja/verde — diagramas de caja naranjas). Las barras representan la
mediana * rango intercuartil (IQR, n=3); todos los valores se analizaron mediante el
test ANOVA de dos vias seguido de un test de Bonferroni para RPV + TGF-§ frente a
TGF-B (*, ** y **** p<0,05, <0,01 y <0,0001, respectivamente) y test t de Student de
para TGF-B frente a Veh o rapamicina frente a Veh (#### p<0,0001). E) Analisis del
flujo autofagico en células LX-2 tratadas con Veh, TGF-3 o TGF-@ junto con RPV (2 y
4 uM) durante 48 h bajo condiciones de autofagia normal o con inhibicion de la fusién
autofagosoma-lisosoma (cotratatamiento con cloroquina (CQ)). Las imagenes de WB
de LC3 y GAPDH (como proteina de referencia) son representativas de tres
experimentos independientes.
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SECCION D. CARACTERIZACION DE LA SINERGIA DE RPV-SV EN HSC
EXPUESTAS A TGF-B8

Tras observar los efectos de RPV sobre las HSC activadas y considerando
los beneficios previamente reportados de SV en el contexto de la fibrosis
hepatica, este estudio evalué el potencial efecto de sinergia/potenciacion de

la combinacién de ambos sobre la activaciéon de las HSC.

IV.D.1. EFECTO SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR

En el ensayo de MTT, RPV disminuyo la viabilidad celular a 48 y 72 h,
mientras que a 24 h no se observaron cambios. En cuanto a la combinacién
de SV-RPV, se observé que en todos los tiempos de estudio se potenciaba
significativamente el efecto citotdxico de RPV, especialmente después de 48
y 72 h de tratamiento. Por su parte, la administracion individual de SV no
produjo ningun cambio en la viabilidad celular en ninguno de los tiempos
evaluados. Estaurosporina (STS), un control positivo de apoptosis,

disminuy® la viabilidad celular en los tres tiempos evaluados (Figura 1V.D.1).
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Capitulo IV RESULTADOS

Figura IV.D.1. (Pagina anterior) Analisis del efecto de la combinaciéon de RPV y
SV en la viabilidad celular mediante MTT. Las células LX-2 se estimularon con TGF-
B (2,5 ng/mL) y se trataron con SV (1 uM), RPV (2 y 4 uM) o la combinacién de ambos
farmacos durante 24 (A) 48 (B) o 72 h (C). Se representan los datos de la viabilidad
celular analizada mediante el ensayo de MTT. Los datos (media + SEM (n=5)) se
relativizaron respecto a los del Veh, que se consideré el 100 %. El analisis estadistico
se llevo a cabo mediante el test ANOVA de una via seguido de un test de Bonferroni
para SV + TGF-8, RPV + TGF-B y RPV + SV + TGF-B frente a TGF-B (** p<0,01, ***
p<0,001 y **** p<0,0001) y con la prueba t de Student para RPV + TGF-§ + SV frente
a RPV + TGF-B (# p<0,05, ## p<0,01 y #### p<0,0001).

Adicionalmente, se realizé un ensayo de matriz de concentracion de 6 x 6
para evaluar cualquier actividad sinérgica en la viabilidad celular medida por
el ensayo de fosfatasa acida entre SV y RPV después de tratamientos de 24,
48 y 72 h. Tras la incubacién con concentraciones crecientes de SV en
combinacién con concentraciones crecientes de RPV, los datos de
supervivencia celular se analizaron mediante el analisis de Bliss para evaluar
las interacciones entre los dos farmacos (Fig. IV.D.2 A). Este analisis se basa
en la idea de que, si dos farmacos actuan de forma independiente, el efecto
combinado deberia ser igual a la suma de los efectos individuales. Por el
contrario, si el efecto combinado es mayor que la suma de los efectos
individuales, se considera que existe una interaccion sinérgica (217). Se
observé que la combinacion de los dos farmacos durante 48 y 72 h ejercid
una actividad sinérgica en todas las concentraciones, mientras que los
tratamientos de 24 h no mostraron sinergia en ninguna de las
concentraciones probadas. De manera similar, se observaron puntuaciones
de Bliss altas a 48 y 72 h con el tratamiento de RPV (1-4 yM) en combinacion
con SV (1-4 uM) (Fig. IV.D.2 B - cuadro blanco). Por otro lado, el analisis
cuantitativo del ensayo de la fosfatasa acida mostré que la combinacion de
RPV y SV, tras 48 y 72 h de tratamiento, disminuyd significativamente la
viabilidad celular en comparacion con RPV o SV administrados
individualmente (Figura IV.D.2 C). En este ensayo, a diferencia del realizado
mediante MTT, SV mostré una disminucién notable de la viabilidad celular a

las 72 h de tratamiento, mientras que RPV no mostré una reduccion de la
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viabilidad ni a 48 ni a 72 h. Finalmente, esta actividad sinérgica observada
en LX-2 se confirm¢ analizando los efectos de SV y RPV en la viabilidad de
hHSC (Figura IV.D.2 D), donde se detectd una clara reduccion de este
parametro en las células tratadas con la combinacion de ambos farmacos.
Contrariamente, no se obtuvieron diferencias apreciables cuando los

farmacos se administraron de manera individual.
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Figura IV.D.2. Analisis del efecto de la combinaciéon de RPV y SV en la viabilidad
celular mediante el ensayo de fosfatasa acida. Las HSC (LX-2 o hHSC) se
estimularon con TGF-B (2,5 ng/mL) y se trataron con SV (1 uM), RPV (1,2,4 uM) o la
combinacion de ambos farmacos durante 24, 48 o 72 h. Se realiz6 un ensayo de matriz
de concentracion de 6 x 6 en células LX-2. La viabilidad celular se evalué después de
24, 48 y 72 h de tratamiento mediante un ensayo de fosfatasa acida. Los experimentos
se realizaron por triplicado (2 pocillos por repeticion). A) Mapa de calor de los valores
de viabilidad, normalizados con respecto a TGF-§ (solo) para RPV en combinacién con
SV después de cada punto temporal. B) Las puntuaciones de sinergia de Bliss se
calcularon utilizando SynergyFinder para cada punto temporal y se representaron como
un mapa de calor. Una puntuacién de sinergia superior a 10 indica que es probable que
la interaccion entre los dos farmacos sea sinérgica. Las casillas blancas representan
el area del mapa de calor con la puntuacién de sinergia mas alta. C) Valores de
viabilidad celular extrapolados de la matriz para las puntuaciones de sinergia mas altas
entre RPV y SV después de 48 y 72 h. D) Efecto sobre la viabilidad celular en hHSC.
Los datos representan la media + SEM (n=3) y se expresan en relacién con los de las
células tratadas con TGF-f (para LX-2) o Veh (para hHSC) en cada experimento, que
se considero el 100 %. El analisis estadistico se realizé mediante el test ANOVA de una
via seguido de un test de Bonferroni para RPV + TGF-B, SV + TGF-8 y RPV + SV +
TGF-B frente a TGF-B (*** p<0,001 y **** p<0,0001) (para las hHSC) y con la prueba t
de Student para RPV + TGF- + SV frente a RPV + TGF-§ (# p<0,05, ## p<0,01 y ###
p<0,001) para LX-2 y hHSC.

IV.D.2. EFECTO EN LA MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS

Para determinar si la reduccion en la viabilidad celular observada
previamente estaba relacionada con la induccion de apoptosis, se analizo la
activacion de caspasas 3/7 mediante el reactivo CellEvent™ Caspase-3/7
Green ReadyProbes™ y microscopia de fluorescencia. Este ensayo detecta
la actividad de las caspasas 3/7 (C3/C7) (enzimas efectoras clave en la
apoptosis) mediante una sonda fluorescente que se activa al ser escindida
por ellas. Adicionalmente, se empled yoduro de propidio (PI, por sus siglas

en inglés) para identificar células con membrana plasmatica permeabilizada,
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un indicador general de muerte celular. Los resultados revelaron un aumento
significativo y dependiente de la concentracion de RPV en el numero de
células positivas para la actividad de caspasas 3/7 tras el tratamiento
combinado de SV y RPV. Sin embargo, los tratamientos individuales no
indujeron cambios notables en la actividad de estas caspasas (Figura
IV.D.3). En cuanto a la tincidén con PIl, se detecté Unicamente un ligero
aumento sin significancia estadistica en la cantidad de células positivas tras
la combinacién de los dos farmacos. Por ultimo, el control positivo de
apoptosis empleado, estaurosporina (STS), indujo, en ambos marcadores,

un aumento significativo respecto al vehiculo.
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Figura IV.D.3. Efecto de la combinacion de RPV y SV en la actividad de las
caspasas 3/7 en células LX-2. Las células se estimularon con TGF-$ (2,5 ng/mL) y se
trataron con RPV (2 y 4 uM), SV (1 uM) o la combinacién de ambos farmacos durante
48 h. A) Imagenes representativas de la tincion doble con CellEvent Caspase-3/7
(verde) y yoduro de propidio (PI, rojo). B) Cuantificacién automatizada de células
positivas para CellEvent y Pl a partir de imagenes tefiidas. Los datos representan la
media + SEM (n=3). El andlisis estadistico se realiz6 mediante el test ANOVA de una
via seguido de un test de Bonferroni para RPV + TGF-§, SV + TGF-8 y RPV + SV +
TGF-B frente a TGF-B (* p<0,05 y ** p<0,01) y con la prueba t de Student para RPV +
TGF-B + SV frente a RPV + TGF-B, o TGF-B frente a Veh (# p<0,05 y ### p<0,001).

IV.D.3. EFECTO EN LA EXPRESION DE MARCADORES DE
FIBROGENESIS

Con el objetivo de determinar si la combinacién de RPV y SV potenciaba el
efecto antifibrogénico de RPV, se analiz6 el impacto de ambos compuestos
sobre la expresion génica de marcadores de fibrogénesis en células
activadas por TGF-B. Tras 48 h de tratamiento, Unicamente la expresion de
SERPINE1 mostr6 un aumento notable en las células estimuladas con TGF-
B. El cotratamiento con RPV disminuyé la expresion de PDGFRf3 de manera
dependiente de la concentracion, alcanzando significancia estadistica a 4
MM. Si bien SV por si solo no afectd la expresion de este gen, su combinacion
con RPV (4 pM) potencid, de manera significativa, la disminucion de este
marcador. De manera similar, RPV, pero no SV, disminuy6 significativamente
la expresion de SERPINE1 de forma dependiente de la concentracion. La

combinacién de ambos farmacos también potencié la disminucién observada
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con RPV 2 uM. En cuanto a los marcadores relacionados con la ECM (TIMP1
y MMP-2), no se observaron cambios en la expresion génica en ninguna de
las condiciones experimentales empleadas a este tiempo de tratamiento
(Figura IV.D.4)
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Figura IV.D.4. Efecto de la adicion de SV en los efectos reguladores de RPV en
mediadores de fibrogénesis en células LX-2 (48 h). Las células se estimularon con
TGF-B (2,5 ng/mL) y se trataron con SV (1 uyM), RPV (2 y 4 uM) o la combinacién de
ambos farmacos durante 48 h. Expresidon génica relativa de marcadores
profibrégénicos (PDGFR- 'y SERPINE1) y mediadores de la ECM (TIMP1 y MMP-2)
analizados mediante RT-gPCR a 48 h. Los datos fueron normalizados considerando la
expresion del gen de referencia ACTB. Se representa la media £+ SEM (n=4-5) y se
expresan en relacion con los de las células tratadas con Veh en cada experimento, que
se considero el 100 %. El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante el test ANOVA
de una via seguido de un test de Bonferroni para RPV + TGF-f, SV + TGF-f y RPV +
SV+ TGF-f frente a TGF-B (* p< 0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 y **** p<0,0001) y con el
test t de Student para RPV + SV + TGF-B frente a RPV + TGF B (# p<0,05).

Por otro lado, tras 72 h de tratamiento no se detectaron cambios en la
expresion de ningun marcador con los tratamientos individuales, y se

observé un aumento en la expresion en MMP2 y una disminucion de TIMP1
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solo en la combinacion de SV con la concentracion mas alta de RPV (Figura
IV.D.5). En este tiempo de incubacion, todos los marcadores exhibieron una
tendencia ligera a aumentar con TGF-B, mientras que MMP2 disminuyé de

manera notable tras la exposicidén a este estimulo.
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Figura IV.D.5. Efecto de la adicion de SV en los efectos reguladores de RPV en
mediadores de fibrogénesis en células LX-2 (72 h). Las células se estimularon con
TGF-B (2,5 ng/mL) y se trataron con SV (1 pM), RPV (2 y 4 pM) o la combinacién de
ambos farmacos durante 72 h. Expresidon génica relativa de marcadores
profibrégénicos (PDGFR-B y SERPINE1) y mediadores de la ECM (TIMP1 y MMP2)
analizados mediante RT-gPCR a 48 h. Los datos fueron normalizados considerando la
expresion del gen de referencia ACTB. Se representa la media £+ SEM (n=4-5) y se
expresan en relacion con los de las células tratadas con Veh en cada experimento, que
se considero el 100 %. El analisis estadistico se llevo a cabo mediante el test ANOVA
de una via seguido de un test de Bonferroni para RPV + TGF-f, SV + TGF- y RPV +
SV+ TGF-( frente a TGF-f (* p< 0,05, ** p<0,01) y con el test t de Student para RPV +
SV + TGF-B frente a RPV + TGF- (# p<0,05).
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IV.D.4. MODULACION DE LAS VIAS STAT3/STAT1 Y LA EXPRESION DE
COL1A1

En este estudio se quiso evaluar el papel de la combinacion de los farmacos
sobre tres parametros clave en la activacion y funcion de las HSC: pSTAT1
(relacionado con la activacion de la apoptosis en este tipo celular), pSTAT3
(efecto profibrético en HSC) y Col1a1.

Por un lado, el tratamiento con RPV durante 48 h indujo un aumento
significativo en la fosforilacion de STAT1 a la concentracion mas alta (4 uM).
En linea con los resultados obtenidos en el ensayo de actividad de caspasa
3/7, la combinacion con SV aumenté de manera significativa la fosforilacion
de STAT1 (indicativo de una mayor apoptosis) cuando se trataron las células
con ambos farmacos. Por otro lado, la expresion de pSTAT3 y COL1A1 se
vio significativamente disminuida por el tratamiento con RPV. Si bien en
COL1A1 esta reduccion se observé en ambas concentraciones de RPV (2 'y
4 uM), en el caso de pSTAT3 solo se evidencié a la concentracion mas alta
(4 uM). Es importante destacar que, a pesar de que SV de manera individual
no produjo cambios significativos, su combinacion con RPV aumenté
significativamente la reduccion en la expresion de estas dos proteinas
observada solo con RPV (Figura IV.D.6). Estos resultados, en conjunto,
evidencian una clara potenciacion del efecto antifibrogénico de RPV en

combinacion con SV.
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Figura IV.D.6. Efecto del cotratamiento con SV en los efectos reguladores de RPV
sobre STAT1/STAT3 y Col1A1 en células LX-2. Las células se estimularon con TGF-
B (2,5 ng/mL) y se trataron con SV (1 uM), RPV (2 y 4 uM) o la combinacién de ambos
farmacos durante 48 h. A) Imagenes representativas de WB para COL1A1, pSTAT3 y
pSTAT1. B) Cuantificacion de la expresion de proteinas mediante analisis
densitométrico de las imagenes de WB. La expresion se normalizé frente a la expresion
de GAPDH. Los datos representan la media + SEM (n=5) y se expresan en relacion
con los de las células tratadas con Veh en cada experimento, que se consideré6 como
100 %. El analisis estadistico se realizé mediante el test ANOVA de una via seguido de
un test de Bonferroni para RPV + TGF-B, SV + TGF-B y RPV + SV + TGF-§ frente a
TGF-B (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 y **** p<0,0001) y con el test t de Student para
comparar RPV + SV + TGF-B frente a RPV + TGF-3 (## p<0,01, ### p<0,001 y #H##
p<0,0001).

IV.D.5. EFECTO SOBRE LA ViA NRF2/ARE

Dado que la ruta Nrf2/ARE juega un papel crucial en el mecanismo de accién
de SV, se propuso evaluar si RPV ejercia un papel de potenciacion en esta
via de sefalizacion. Para ello, se estudio tanto la expresion de Nrf2, como la
de dos de sus dianas mas relevantes: HO-1 y NQO1. Tal y como se observa

en la Figura IV.D.7 A, B, la administracion de SV indujo un aumento
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significativo en la expresion proteica de Nrf2. Si bien RPV sola no produjo
cambios en la expresion de esta proteina, la combinacion de los farmacos
potencié significativamente el efecto inductor de SV sobre Nrf2,
especialmente a la concentracion mas alta de RPV (4 uM). Por el contrario,
la expresion de HO-1 no se vio afectada a nivel de expresion proteica con
RPV, SV o la combinaciéon de farmacos.

Por otro lado, el analisis de la expresion génica reveld que, si bien RPV en
monoterapia no inducia cambios tras 48 y 72 h de tratamiento, la
combinacién de RPV y SV si inducia un aumento significativo en la expresion
de NQOT en ambos tiempos de tratamiento. En cuanto a HO7, Unicamente
SV indujo un aumento significativo en su expresion, tanto a las 48 h como a
las 72 h. Cabe destacar, finalmente, que la exposicién a TGF-f3 durante 48 h
provocé una disminucion notable en la expresion de ambos genes (NQO17 y
HO1), mientras que a las 72 h este efecto solo se mantuvo en NQO7 (Figura
IV.D.7 C, D). Por tanto, los resultados de ambos analisis revelan un papel

potenciador de RPV sobre el efecto antioxidante de SV en las HSC activadas.
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Figura IV.D.7. Efecto de la combinaciéon de SV con RPV sobre la expresiéon de
Nrf2, HO-1 y NQO1 en LX-2. Las células se estimularon con TGF-$ (2,5 ng/mL) y se
trataron con SV (1 uyM), RPV (2 y 4 yM) o combinacion de ambos farmacos. A)
Imagenes representativas de WB de las proteinas Nrf2 y HO-1 a las 48 h de
tratamiento. B) Cuantificacion de la expresion de proteinas mediante analisis
densitométrico de las imagenes de WB para Nrf2 y HO-1. La expresién se normalizé
frente a la de GAPDH. C), D) Expresion génica relativa de los genes diana de la via
Nrf2 (NQO1 y HOT) analizada mediante RT-gPCR a 48 y 72 h, respectivamente. Los
datos fueron normalizados considerando la expresion del gen de referencia ACTB. Se
representa la media + SEM (n=4-5) y se expresan en relacion con los de las células
tratadas con Veh en cada experimento, que se consideré el 100 %. El analisis
estadistico se llevd a cabo mediante el test ANOVA de una via seguido de un test de
Bonferroni para RPV + TGF-3, SV+ TGF-f o RPV + SV + TGF-§ frente a TGF-§ (*
p<0,05, ** p<0,01 y **** p<0,0001) y con la prueba t de Student para RPV + SV + TGF-
B frente a RPV + TGF-B (# p<0,05, ## p<0,01 y ### p<0,001).
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Para confirmar estos resultados, se analizé la expresion de Nrf2 mediante
inmunofluorescencia. Se observé que, SV y RPV, contrario a lo esperado,
inducian una disminucién significativa de la sefal de Nrf2 cuando se
administraron de manera individual. Sin embargo, la combinacion de los
farmacos aumenté de manera significativa la sefal, de acuerdo con lo

observado en el analisis de expresion proteica (Figura IV.D.8).
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Figura IV.D.8. Efecto de SV en combinacion con RPV sobre la expresion de Nrf2
mediante inmunofluorescencia. Las células LX-2 se estimularon con TGF-B8 (2,5
ng/mL) y se trataron con SV (1 uM), RPV (4 uM) o la combinacién de ambos farmacos
(48 h). A) Tincion de inmunofluorescencia que muestra la localizacién de Nrf2 (verde).
Se utilizd6 DAPI para visualizar los nucleos. Las imagenes son representativas de la
inmunofluorescencia realizada en n=3 experimentos independientes. B) Cuantificacion
de la sefial de fluorescencia, que muestra el ratio de fluorescencia entre el nucleo y el
citoplasma; se representan los valores de células individuales de todos los
experimentos. El analisis estadistico se llevd a cabo mediante el test ANOVA de una
via seguido de un test de Bonferroni para RPV + TGF-B, SV+ TGF-8 o RPV + SV+
TGF-B frente a TGF-B (**** p<0,0001) y con la prueba t de Student para RPV + SV +
TGF-B frente a RPV + TGF-B, o TGF-f frente a Veh (#### p<0,0001).
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Con el propésito de dilucidar el efecto sinérgico de SV-RPV sobre la
respuesta antioxidante en HSC estimuladas con TGF-f3, se realizé un analisis
de la expresion génica de un panel de enzimas con un papel fundamental en
la proteccion celular frente al estrés oxidativo (Figura 1V.D.9) Los resultados
revelaron que TGF-f indujo una disminucion notable en la expresion de GSR,
GPX, CAT y SOD1, y una tendencia en PDRX1, mientras que la expresion
de GCLC no experimentd alteraciones significativas. En cuanto a los
tratamientos individuales, no se observaron cambios apreciables en la
expresion de ninguno de los genes estudiados. Sin embargo, la combinacion
de ambos farmacos indujo un incremento significativo en la expresion de
GSR, GPXy CAT, observandose una clara dependencia de la concentracién
de RPV en el efecto sinérgico. En el caso de SOD1, el aumento en su
expresion Unicamente se evidencié al combinar SV con RPV (4 uM), mientras
que la expresion de GCLC y PDRX1 no mostré cambios con el tratamiento

combinado.
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Figura IV.D.9. (Pagina anterior) Efecto de la combinacion de SV con RPV sobre
la expresién génica de enzimas relacionadas con la proteccion frente al estrés
oxidativo. Las células LX-2 se estimularon con TGF-$ (2,5 ng/mL) y se trataron con
SV (1 uM), RPV (2 y 4 uyM) o la combinacion de ambos farmacos. Expresién génica
relativa de GSR, GCLC, GPX, CAT, PRDX1, SOD1 analizada mediante RT-gPCR. Los
datos fueron normalizados considerando la expresion del gen de referencia ACTB. Se
representa la media + SEM (n=3) y se expresan en relacién con los de las células
tratadas con vehiculo en cada experimento, que se consideré el 100 %. El analisis
estadistico se llevo a cabo mediante el test ANOVA de una via seguido de un test de
Bonferroni para RPV + TGF-B, SV+ TGF-f o RPV + SV + TGF-( frente al tratamiento
con TGF-B (* p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001) y con la prueba t de Student para RPV
+ SV + TGF-B frente a RPV + TGF-B (# p<0,05 y ## p<0,01).

Tras observar la potenciacion del efecto antioxidante de SV por RPV, se
decidio confirmar estos resultados mediante la evaluacion de la produccion
de superoxido mitocondrial. Para ello se empleo el fluorocromo MitoSox y
rotenona como control positivo. La exposicion a TGF-f indujo un aumento en
la intensidad de la senal de MitoSox, indicando una mayor produccién de
superdxido mitocondrial. En contraste, el tratamiento con SV provocé una
disminucion significativa en la fluorescencia de MitoSox. Si bien no se
observaron cambios con el tratamiento unico de RPV, la combinacién con
SV mostré una disminucion significativa en la sefial en ambas
concentraciones de RPV empleadas, evidenciando el papel de RPV en la

potenciacion del efecto antioxidante de SV (Figura IV.D.10).
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Figura IV.D.10. Impacto de la combinacion de RPV y SV sobre la produccion de
superoéxido mitocondrial. Las células LX-2 se estimularon con TGF-( (2,5 ng/mL) y se
trataron con SV (1 uM), RPV (2 y 4 uM) o la combinacion de ambos farmacos durante
48 h. A) Imagenes de fluorescencia de LX-2 tefiidas con MitoSox (red) y Hoechst
(nucleo). Como control positivo se encuentran las células no estimuladas y tratadas con
rotenona (Rot). Las imagenes son representativas de experimentos independientes
(n=3). B) Analisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia de MitoSox a nivel de
célula individual. Los graficos representan la distribucion de los valores de intensidad de
fluorescencia obtenidos de todas las células analizadas en los experimentos. En todos
los casos, el analisis estadistico se llevd a cabo mediante el test ANOVA de una via
seguido de un test de Bonferroni para RPV + TGF-B, SV+ TGF-8 o RPV + SV+ TGF-
frente a TGF-B (**** p<0,0001) y con un test t de Student para RPV + TGF-f3 frente a
RPV + SV + TGF-B o TGF-B frente a Veh (#### p<0,0001).

IV.D.6. IMPACTO DE LA TERAPIA COMBINADA SV-RPV Y
SILENCIAMIENTO DE NRF2 EN LA EXPRESION DE COLAGENO,
PRODUCCION DE ROS Y VIABILIDAD CELULAR

Los experimentos previos revelaron que RPV era capaz de potenciar el
efecto antioxidante de SV a través de la ruta de Nrf2. Para confirmar esta
interaccion, se silencio la expresion de Nrf2 mediante ARN de interferencia y
se evalud el impacto del silenciamiento en la expresién de colageno, la
producciéon de ROS vy la viabilidad celular.

Como se observa en la Figura IV.D.11 A, B, el silenciamiento de Nrf2
incrementd la expresion de colageno en todas las condiciones
experimentales, confirmando la influencia del factor de transcripcién en la

expresion de este marcador de fibrogénesis. A pesar de que tanto las células
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silenciadas como las no silenciadas exhibieron una reduccion de la expresion
de Col1a1 con RPV, y una potenciacion de este efecto al combinar RPV con
SV, el silenciamiento de Nrf2 eliminé la significancia estadistica de la
disminucion observada con la terapia combinada (con la concentraciéon mas
alta de RPV).

Por otro lado, el analisis de produccion de ROS con MitoSox revel6 que, en
células con ARN de interferencia control, RPV disminuyé significativamente
la senal de MitoSox respecto a las células activadas con TGF-f, efecto
potenciado al combinar RPV con SV. En contraste, en células con Nrf2
silenciado, RPV aumenté significativamente la produccién de ROS en
comparacion con el tratamiento con TGF-B, un efecto intensificado de
manera significativa al afadir SV (Figura 1V.D.11 C, D). Por ultimo, la
viabilidad celular fue reducida por la combinacién de farmacos en células
cuyo Nrf2 no se encontraba silenciado, mientras que, tras el silenciamiento,
no se observaron cambios en la viabilidad celular con la combinacion de SV-
RPV (Figura IV.D.11 E). Estos resultados, en conjunto, demuestran el papel
protector de Nrf2 en la viabilidad celular y la produccion de ROS tras el

tratamiento combinado.
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Figura IV.D.11. (Pagina anterior) Analisis del efecto del tratamiento combinado
SV-RPV y el silenciamiento de Nrf2 en la expresion proteica de colageno,
produccion de ROS y viabilidad celular. Las células LX-2 se expusieron a siARN
control y siNrf2 en presencia de TGF-B (2,5 ng/mL) y se trataron con SV (1 uM), RPV
(4 uM) o la combinacién de ambos farmacos durante 48 h. A) Imagenes representativas
de WB para COL1A1 y Nrf2. B) Cuantificacion de la expresiéon de COL1A1 mediante
analisis densitométrico de las imagenes de WB. La expresion de la proteina se
relativizé frente a la expresion de GAPDH. Los datos representan la media £ SEM (n=5)
y se expresan en relacion con los de las células tratadas con Veh (siARN control), que
se considero el 100 %. C) Imagenes de fluorescencia de células marcadas con MitoSox
(rojo) y Hoechst (nucleos), representativas de la tincion realizada en experimentos
independientes (n=3). D) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de MitoSox
a nivel de célula unica realizada con CellProfiler. Los diagramas de cajas representan
los valores de célula Unica de todos los experimentos. E) Datos de viabilidad celular.
Los datos representan la media + SEM (n=5) y se expresan en relacion con los de las
células tratadas con Veh (siARN control o siNrf2). En todos los casos, el analisis
estadistico se realizd6 mediante el test ANOVA de una via seguido de un test de
Bonferroni para RPV + TGF-B, SV+ TGF- y RPV + SV+ TGF-3 frente a TGF-3 (*
p<0,05 ** p<0,01, *** p<0,001 y **** p<0,0001) y con prueba t de Student para RPV +
SV + TGF-B frente a RPV + TGF- o TGF-B frente a Veh (# p<0,04 y ## p <0,01).
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SECCION E. CARACTERIZACION DEL PAPEL DE RPV SOBRE LA
MITOCONDRIA EN HSC ACTIVADAS CON TGF-8

Para comprender de manera integral el efecto de RPV sobre las HSC
activadas, se analizaron diversos parametros mitocondriales, dada la
importancia de la funcién mitocondrial en su activacion, proliferacion y

supervivencia.

IV.E.1. MODULACION DE LA FUNCION MITOCONDRIAL

En primer lugar, se analizo el perfil bioenergético de las células tras 48 h de
tratamiento con TGF-f3, en presencia o ausencia de RPV 4 uyM. Esta
concentracion de RPV se seleccion6 por mostrar efectos antifibréticos
evidentes sin generar toxicidad significativa. Los datos del analizador de flujo
Seahorse revelaron que TGF-B incrementaba tanto el OCR como la ECAR,
mientras que este efecto se prevenia por la coadministracion de RPV (Figura
IV.E.1 A). En un analisis mas detallado del OCR, se observé que la
respiracion basal (la demanda energética de las células en condiciones
basales), la respiracién maxima (la capacidad maxima que puede alcanzar
la cadena respiratoria de electrones) y la capacidad de reserva (calculada
como la diferencia entre la respiracién maxima y basal) se encontraban
aumentadas con TGF-B. No obstante, RPV contrarrestdé dicho aumento
restaurando los niveles a valores comparables a los del vehiculo. La
respiracion basal esta compuesta por el OCR utilizado para la sintesis de
ATP y el que resulta de la fuga proténica mitocondrial. Sorprendentemente,
se detectd que el aumento en el OCR inducido por TGF- se debid a una
fuga proténica incrementada y no a un aumento asociado a la produccién de
ATP (Figura IV.E.1 B). Al igual que en los parametros anteriores, RPV
disminuy¢ significativamente la fuga de protones hasta niveles similares al
vehiculo. En cuanto a la respiracion no mitocondrial (el consumo de oxigeno
debido a componentes celulares distintos de las mitocondrias), ninguna
condicién mostré cambios significativos, mientras que la eficiencia de acople
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(refleja la capacidad de la mitocondria para generar ATP a partir del oxigeno
consumido, minimizando la pérdida de energia en forma de calor) disminuyo
de manera significativa con TGF- y tendié a recuperarse con RPV. Por
ultimo, se evalud el Aym (un indicador crucial de la funcion mitocondrial)
mediante microscopia de fluorescencia con la sonda TMRM, sensible a las
fluctuaciones del Aym. Se observé una disminucion significativa del Aym en
las células expuestas a TGF-B (48 h), efecto que fue atenuado por RPV
(Figura IV.E.1 C, D). Este hallazgo concuerda con el dato de la fuga de

protones observado en el analizador de flujo Seahorse.
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Figura IV.E.1. Andlisis del efecto de RPV en la funcién mitocondrial en células LX-
2. Las células se trataron durante 48 h con Veh, TGF-B (2,5 ng/mL), o TGF- en
presencia de RPV 4 yM. A) Datos de la tasa de OCR y ECAR. B) Cuantificacion de
varios parametros estandar en el analisis de Seahorse. Los datos se normalizaron
segun la cantidad total de proteina de la muestra, se representaron como media + SEM
(n=3, excepto para TGF-B en “Capacidad de reserva” donde n=2) y se analizaron
mediante el test t de Student para TGF-f frente a vehiculo, o TGF-8 + RPV4 frente a
TGF-B (* p< 0,05 y p **<0,01). C) EIl potencial de membrana mitocondrial (A%Wm) se
estudié6 mediante microscopia de fluorescencia de células vivas y se empled el
desacoplador mitocondrial CCCP como condicion de control para la pérdida de AWm.
Se muestran imagenes representativas (20X) de células tefiidas con rodamina
tetrametilo, utilizada para evaluar el AWn (sefal roja). D) La cuantificacion de los datos
de fluorescencia se realizé con CellProfiler y los datos (media + SEM, n=3) se
analizaron mediante el test t de Student para TGF-( frente a vehiculo, TGF-§ + RPV4
frente a TGF-B, o CCCP frente a vehiculo (* p<0,05 y *** p<0,001).

Considerando que la disfuncion mitocondrial observada tras el tratamiento
con TGF-B podria asociarse a un aumento en la producciéon de ROS, se
decidid evaluar el impacto del tratamiento con RPV en este proceso. Para
ello, se analizé la generacion de superoxido mitocondrial mediante
microscopia de fluorescencia utilizando el fluorocromo MitoSox. Como se
observa en la Figura IV.E.2., la estimulacion con TGF-§ durante 48 h indujo
un aumento significativo en la fluorescencia de MitoSox (similar al observado
con el control positivo rotenona), lo que indica una mayor produccion de
superoxido mitocondrial. Sin embargo, el tratamiento con RPV en un rango
de concentraciones de 1 a 8 uM, no logré prevenir el aumento de la

fluorescencia de MitoSox inducida por TGF-f3.
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Figura IV.E.2. Andlisis del efecto de RPV en la producciéon de superéxido
mitocondrial en células LX-2. Las células se trataron durante 48 h con Veh, TGF-
(2,5 ng/mL) solo o TGF-B en presencia de concentraciones crecientes de RPV (1-8
MM). El tratamiento con el inhibidor del complejo | mitocondrial rotenona (Rot) se utilizé
como control positivo. A) Imagenes representativas de microcopia confocal de células
vivas (aumento: 40X) marcadas con MitoSox (para detectar superéxido mitocondrial,
fluorescencia roja) y Hoechst (para marcar nucleos, sefial azul). B) La cuantificacion
de los datos de fluorescencia se realizé con ImageJ y se muestran como media + SEM
(n=6). La sefal fluorescente en las células no tratadas (control) se considerd el 100 %.
Los datos fueron analizados mediante el test ANOVA de una via seguido de un test de
Bonferroni para TGF-f3 + RPV frente a TGF- 3 y un test t de Student para TGF- frente
a vehiculo, o rotenona (Rot) frente a vehiculo (* p<0,05).

IV.E.2. EFECTO EN LA MASA MITOCONDRIAL

Dada la importancia de la masa y la dinamica mitocondrial para la funcion
celular, se investigé el impacto de RPV sobre estos parametros en células
tratadas con TGF-B. Mediante microscopia de fluorescencia utilizando la
sonda NAO (verde), se observé que la exposicion a TGF-B durante 48 h
inducia un aumento significativo en esta sefal (indicativo de un incremento
en la masa mitocondrial), tanto en términos de area como de intensidad. Este
efecto se vio contrarrestado por la coadministracién de RPV, particularmente
a concentraciones de 2, 4 y 8 uM, donde la sefial se asemejo a la del grupo
vehiculo (Figura IV.E.3 A, B). Para complementar este hallazgo, se evalud
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la expresion de varias proteinas mitocondriales: MT-ND1, porina y GRP75
como marcadores de la IMM, matriz mitocondrial y OMM, respectivamente.
Mientras que la expresiéon de GRP75 no fue alterada en ninguna de las
condiciones experimentales, TGF- indujo un aumento en la expresion de
MT-ND1 y porina. Cuando las células se cotrataron con RPV, se observ6 una
tendencia a contrarrestar este efecto de manera concentracion dependiente
(Figura IV.E.3 C, D).
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Figura IV.E.3. (Pagina anterior) Analisis del efecto de RPV en la masa
mitocondrial de células LX-2. Las células se trataron durante 48 h con Veh, TGF-
(2,5 ng/mL) solo o TGF-B en presencia de concentraciones crecientes de RPV (1-8 uM)
A) Imagenes representativas de microscopia confocal de células vivas (aumento: 40x)
tefiidas con 10-nonil-acridina naranja, un colorante mitocondrial (sefial verde) y
Hoechst (para marcar los nucleos, sefal azul). B) La cuantificacion de los datos de
fluorescencia se realizé con Imaged y los datos se muestran como media £ SEM (n=6).
La senial fluorescente en las células no tratadas (control) se consideré el 100 %. C)
Imagenes representativas de WB para MT-ND1, porina y GRP75. D) Cuantificacion por
densitometria de las imagenes de WB. Los datos se muestran como la media + SEM
(n=4-8). GAPDH se utiliz6 como control de carga y los datos se relativizaron a los de
las células no tratadas (control), que se consideraron el 100 %. En todos los casos, los
datos fueron analizados mediante el test ANOVA de una via seguido de un test de
Bonferroni para TGF-B + RPV frente a TGF-f y un test t de Student para TGF-( frente
a vehiculo (* p<0,05).

IV.E.3. ANALISIS DE LA MORFOLOGIA MITOCONDRIAL

En linea con los datos de la masa mitocondrial, TGF-B también indujo
cambios morfoldgicos en la red mitocondrial. Mediante el uso del fluorocromo
MitoView, se evidencio una disminucién significativa en la longitud de las
ramas mitocondriales en las células expuestas a TGF-$ durante 48 h. Este
efecto fue atenuado por la coadministracion de RPV 4 uM, sugiriendo un
impacto directo del farmaco sobre la dinamica mitocondrial (Figura IV.E.4 A,
B). Para profundizar en este hallazgo, se evalué la expresion de proteinas
clave involucradas en la fision y fusion mitocondrial. Si bien ninguna
condiciéon experimental modificé los niveles de las proteinas reguladoras de
la fusion mitocondrial (OPA1 y MFN2), TGF-B provocé un aumento de
pDRP1 (proteina clave en la fisibn mitocondrial), efecto que se atenud al

tratar las células con RPV 8 uM (Figura IV.E.4. C, D).
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Figura IV.E.4. Analisis del efecto de RPV en la morfologia y dindmica mitocondrial
en células LX-2. Las células se trataron durante 48 h con Veh, TGF-8 (2,5 ng/mL) solo
o TGF-B en presencia de concentraciones crecientes de RPV (1-8 uM). A) Imagenes
representativas de microscopia confocal de células vivas (aumento: 63X) tefiidas con
el colorante mitocondrial Mitoview 1 (rojo) para estudiar la morfologia mitocondrial. B)
La fluorescencia se cuantificé con ImageJ y los datos (media + SEM, n=4) se analizaron
mediante el test t de Student para TGF-$ frente a vehiculo, o TGF-B + RPV frente a
TGF-B (* p<0,05). C) Imagenes representativas del andlisis de la dinamica mitocondrial
(fisién y fusién) mediante la evaluacion de las proteinas pDRP1, OPA1 y MFN2 por
WB. D) Cuantificacion por densitometria de las imagenes de WB. Los datos se
muestran como la media + SEM (n=5-7). GAPDH se utilizé como control de carga y los
datos se relativizaron a los de las células no tratadas (control), que se consideraron el
100 %. El andlisis estadistico se realizé con una prueba ANOVA de una via seguido de
un test de Bonferroni para TGF-8 + RPV frente a TGF-3 y un test de Student para TGF-
B frente a vehiculo.

A continuacion, se realiz6é un analisis morfométrico de imagenes de TEM de
las mitocondrias en las células LX-2 (Figura IV.E.5 A). En este estudio, las
células expuestas a TGF-3 exhibieron mitocondrias mas pequefias con una

forma mas redondeada, efecto que se atenud con el cotratamiento con RPV.
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El andlisis de los parametros morfométricos (Figura IV.E.5 B) reveld que el
tratamiento con TGF-f3 se asocié con una disminucion en la superficie y el
perimetro mitocondrial (indicadores del tamafo mitocondrial) y se relaciond
especificamente con una disminucion en la longitud del eje mayor, sin afectar
a la longitud del eje menor. Ademas, se observd una reduccién en la
complejidad/compacidad de la forma mitocondrial, evidenciada por una
disminucion en el factor de forma (la relacién inversa entre el cuadrado del
perimetro de un objeto y el cuadrado del perimetro de un circulo con la misma
superficie). También se cuantificaron la redondez y la circularidad, y los datos
obtenidos de estos parametros, asi como los del ratio de aspecto (relacion
entre longitud y anchura), mostraron que las células expuestas a TGF-8
presentaban mitocondrias mas redondeadas, mientras que su forma tendia
a ser mas alargada tras cotratar con RPV. En conjunto, estos datos indican
que las alteraciones de parametros asociados a la morfologia mitocondrial
producidas por la estimulacion con TGF-B son prevenidas por el

cotratamiento con RPV.

A Veh TGF-p TGF-g+ RPV 4 uM
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Figura IV.E.5. Andlisis del efecto de RPV en la forma y tamafio mitocondrial
mediante TEM en células LX-2. Las células se trataron durante 48 h con Veh, TGF-8
(2,5 ng/mL) solo o TGF-B en presencia de RPV 4 pyM. Se muestran imagenes
representativas (A) y cuantificacion de datos (por Imaged) relacionados con
descriptores de forma y tamafio mitocondrial (area, perimetro, eje mayor, eje menor,
circularidad, redondez, factor de forma y ratio de aspecto) de una mitocondria individual
(B). Los resultados se expresan como media + SEM de al menos 50 mitocondrias por
condicion (4-5 imagenes por condicion), excepto en el grafico de “ratio de aspecto”
frente a “factor de forma", que muestra mitocondrias estudiadas individualmente en un
experimento independiente. Los datos (n=3) se analizaron estadisticamente mediante
el test t de Student para TGF-B frente a vehiculo o TGF-8 + RPV4 frente a TGF-f (*
p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001). * mitocondrias redondas, A mitocondrias alargadas,
& mitocondrias ramificadas.
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IV.E.4. EFECTO EN LA EXPRESION GENICA DE MARCADORES
MITOCONDRIALES MEDIANTE SECUENCIACION DE ARN

Para evaluar el efecto de RPV sobre las mitocondrias en las HSC a gran
escala, se realizé6 un analisis de secuenciacién de ARN utilizando hHSC
expuestas a vehiculo o TGF-f (solo o en presencia de RPV 4 o0 8 uM) durante
48 h, lo que resulto en datos de expresion de 13156 secuencias codificantes
de proteinas (tal y como se mencioné en el apartado Capitulo IV Seccion A).
Posteriormente, con el fin de analizar especificamente el impacto sobre las
mitocondrias, se realizé6 una busqueda de genes que codifican proteinas
mitocondriales entre los DEGs identificados en el estudio. Para ello, se utilizd
MitoCarta 3.0 (218), un catalogo de 1036 genes humanos responsables de
la codificacion del proteoma mitocondrial. De estos, 1016 genes se
encontraron presentes en los resultados de secuenciacion de ARN en
nuestro estudio. Los patrones de expresion se evaluaron mediante PCA
(Figura IV.E.6. (I) A), donde se observé que no existia una clara separacion
entre los diferentes tratamientos, sugiriendo que los perfiles de expresion
génica no difieren significativamente entre las condiciones experimentales
evaluadas. Los patrones de expresion de los mito-DEGs de cada muestra se
encuentran representados en el mapa de calor (Figura IV.E.6. (I) C). En este
gréfico se observa una notable distincion entre el grupo vehiculo y el grupo
tratado con TGF-B y, ademas, destaca la capacidad del tratamiento con RPV
para atenuar el cambio en la expresién génica inducido por el estimulo,
asemejando el patron de expresion al grupo vehiculo (especialmente a la
concentracion mas alta del farmaco).

Complementariamente, se analizaron los datos mediante un grafico de
volcan. Este analisis reveld cambios importantes en los patrones de
expresion, tanto de genes sobreexpresados como infraexpresados,
particularmente en células tratadas con TGF-B en comparacion con el
vehiculo (Figura IV.E.6 (1) B). En concreto, la comparacion entre las células

expuestas a TGF-f y las tratadas con el vehiculo mostré 139 genes
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sobreexpresados y 199 genes infraexpresados que codifican proteinas
mitocondriales (mito-DEGSs) (p ajustado <0,05) (Tabla IV.2). Entre los DEGs
sobreexpresados con mayor cambio de expresion génica y menor p valor
destacaron NT5DC2 (dominio que contiene nucleotidasa 2), el cual ha sido
ampliamente asociado con enfermedades hepaticas y considerado un
marcador pronostico novedoso en el HCC humano (219) y GPT2 (glutamico-
pirdvico transaminasa 2 o también conocida como alanina
aminotransaminasa 1, ALT1). Los mito-DEGs infraexpresados con mayor
cambio en la expresion génica y menor p valor fueron la acetil-CoA sintetasa
de cadena corta miembro de la familia 1 (ACSS7), un gen crucial en la
sintesis de lipidos, y SERPIN1, previamente asociado a la activacion de HSC
(220,221)

Veh
‘ TGF-p
P N\ | o | ToF-p+RPVA
[ ° ] TGF-B + RPV8

05-

0.0- [ \
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C Mito-DEGs regulados al alza con TGF-B Mito-DEGs regulados a la baja con TGF-p

Veh TGF-p  TGF-B+R4 TGF-p+RS Veh TGF-p
| I I

TGF-B+R4  TGF-p+R8
1234561234 56123456123456 123456123456123456123456

Fold change

Figura IV.E.6. Analisis de secuenciacion de ARN de los mito-DEGs en hHSC (l).
Las células se trataron con Veh, TGF-B (2,5 ng/mL) solo o en presencia de RPV (4 0 8
pMM) (n=6). Se detectaron un total de 13157 secuencias, de las cuales 13156 fueron
genes codificantes de proteinas, y se filtraron las secuencias para genes que codifican
proteinas mitocondriales (mito-DEGs). A) Analisis de PCA de los mito-DEGs en los
cuatro grupos: TGF-B, vehiculo, TGF-B + RPV4 y TGF- + RPV8. Las variables 1y 2
conjuntamente explican el 39,46 % de la varianza total. B) Graficos de volcan con las
siguientes comparaciones: TGF-f frente a vehiculo, TGF-8 + RPV4 frente a TGF-8 y
TGF-B + RPV8 frente a TGF-f. C) Mapas de calor que muestran los mito-DEGs que
fueron regulados al alza (izquierda) o regulados a la baja (derecha) en células tratadas
con TGF-B frente a vehiculo, listados segun el cambio en la expresién génica.

La co-exposicion a RPV 4 uM mostré niveles de ARNm significativamente

alterados de 90 mito-DEGs (p<0,05) en comparacién con la exposicion

individual a TGF-B, con 47 sobreexpresados y 43 infraexpresados (Tabla

IV.3). De ellos, 16 (34 %) de los mito-DEGs significativamente

sobreexpresados y 15 (34,9 %) de los mito-DEGs infraexpresados mostraron
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expresion en sentido contrario a los mito-DEGs encontrados en las células
tratadas con TGF-f. Por ultimo, la co-exposicion a RPV 8 uM identifico 110
mito-DEGs con expresidn significativamente aumentada y 76 con expresion
disminuida en comparacion con TGF-f solo (p ajustado <0,05) (Tabla IV.4).
Cabe destacar que, 49 (44,5 %) de los mito-DEGs sobreexpresados y 31
(40,8 %) de los mito-DEGs infraexpresados mostraron expresion en sentido
contrario a los mito-DEGs encontrados en las células tratadas con TGF-
(Figura IV.E.6 (1I)).

TGF-g T TGF-B+RPV4 l TGF-B T TGF-B+RPV8 l
108 N 45
(10,79% del total en TGF-B) (22,3% del total enTGF-B)
AADAT EKB ABCB8 HpHDs MRPL18 NDUFB7 PYCR1
) ALDH18A1 Fi 0 Isoce S12 NT5DC2 RECQLA
ATAD3A  FASTK B3 POLRMT RHOT2
AURKAIP1 FOXRED1 PPOX  RNASEH1
CHCHD2 HAGH PUSLT  TIMM13
TOMM40
B Terp | Tor-prPva | Tors | Tor-prPvs

183 3 150 49 61
(8,04% del total en TGF-B) (24,62% del total en TGF-g)
oy  ME3 DNAJC15  JARS2 MGST3 NDUFS4 SETD9
ETFDH KYAT3 Micuz2 NIT SLC25A30
HADH LACTB MiCU3  PDK4  SQOR
HADHA LAP3  MIPEP  PLPBP STOM
HADHB LDHB  MRPL44 FPAZ  SUCLG2
COQ5 HEBP1 ME3 MTARC2 RDHT14  TMEM1268
DECR1  HSDL2 MFF MTERF2 RHOT1 TMEM14C
DGLUCY HTATIP2 MGST1 MTIF3 RMNDT  UQCRB
WARS?2
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Figura IV.E.6. (Pagina anterior) Analisis de secuenciacion de ARN de los mito-
DEGs en hHSC (ll). Las hHSC se trataron con Veh, TGF-$ (2,5 ng/mL) solo o en
presencia de RPV (4 o 8 yM) (n=6). Diagramas de Venn que muestran los mito-DEGs
significativamente regulados al alza A) o significativamente regulados a la baja B) en
células expuestas a TGF-f frente a vehiculo y los genes cuyo cambio en la expresion
fue prevenido por el cotratamiento con TGF-§ + RPV4 o TGF- + RPV8 (listados en
orden alfabético en los recuadros). Los nombres de los mito-DEGs atenuados respecto
a TGF-B comunes para TGF- + RPV4 y TGF- + RPV8 se muestran en azul.

La comparacion de los perfiles de expresion de los mito-DEGs observados
en TGF-B + RPV4 con los de TGF-B + RPV8 identificd 35 mito-DEGs
sobreexpresados (28,69 %) y 22 mito-DEGs infraexpresados (22,68 %)
frente a TGF-B, comunes en ambos tratamientos (Figura IV.E.6 (llI)),

independientemente de si contrarrestaron la expresion respecto a TGF-(.

TGF.gmpr TGF-B+RPVS T TGF-B+RPV4l TGF-B+RPV8 l
12 35 75 21 22 54

ACSF2  DGLUCY HINT1  NDUFA12 SLC25A37 ALDH18A1 GCAT ~ MPST  PXMP4
ACSS3  FDXR  HSDL2 NDUFS4 SPIRE1 ALDH1B1 HDHD5 MPV17L2 RECQL4
ALDH9A1 FTH1 HSPA9 NRDC  SUPV3L1 CRY1 IDH2 ~ MSRB3  SELENOO
ATPSPD GARS1  IFI27  PMAIP1  TRMT5 ENDOG  LETM1 MTHFS  SLC25A4
C150rf48 GHITM ME3 PPA2 uQce2 FKBP10 MPC1 MYO19 TOMM40
COQ5 HADHB MRPS16 QRSL1  WARS2 PITRM1  TST

COX7A2L HEBP1 MTO1 RMND1 XPNPEP3

Figura IV.E.6. Analisis de secuenciacion de ARN de los mito-DEGs en hHSC (lll).
Las hHSC se trataron con Veh, TGF-$ (2,5 ng/mL) solo o en presencia de RPV (4 0 8
pUM) (n=6). Diagramas de Venn que muestran los mito-DEGs significativamente
regulados al alza A) o significativamente regulados a la baja B) en células expuestas
al cotratamiento con TGF- + RPV4 o TGF-f + RPVS, independientemente de si
atenuaron la expresion respecto a TGF-.

También se contrastaron los mito-DEGs en TGF-B + RPV4 que mostraron

expresion atenuada en comparacion con TGF-3, con respecto a aquellos de

TGF-B + RPV8 que mostraron también atenuacion con respecto a TGF-3. Se

obtuvieron 25 mito-DEGs. Especificamente, 12 de los 15 mito-DEGs

infraexpresados (respecto a TGF-B) y 13 de los 16 mito-DEGs

sobreexpresados observados en las células tratadas con TGF-f + RPV4
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frente a TGF- también estaban presentes en el tratamiento TGF- + RPV8
(Figura IV.E.6 (ll) en azul). Segun MitoCarta 3.0, de estos 25 mito-DEGs, 11
estaban descritos y se preveia su presencia en la matriz mitocondrial, 7 en
la IMM, 2 en la OMM, 1 en el espacio intermembrana y para 2 la localizacion
estaba definida como "desconocida".

El siguiente objetivo fue evaluar qué vias mitocondriales se vieron afectadas
por el cotratamiento TGF-B+RPV, especificamente para los 12 mito-DEGs
infraexpresados y los 13 mito-DEGs sobreexpresados encontrados en las
células tratadas con TGF- + RPV4 o TGF-f3 + RPV8 respecto a TGF-B. Para
esto, se analizd6 MitoPathways, que forma parte del conjunto de datos
MitoCarta 3.0, una base de datos que incluye 149 vias mitocondriales con
diferentes jerarquias. 4 de los mito-DEGs analizados (CRY1, HDHDS,
HSDL2 y HEBP1) no se encontraron en la base de datos MitoPathways,
mientras que, para el resto, la Jerarquia de MitoPathways se muestra en la
Tabla IV.1 A, B. Las vias de mayor jerarquia enriquecidas en el conjunto de
genes mitocondriales sobreexpresados por RPV fueron "Dogma central
mitocondrial", "Metabolismo", "Importacion, clasificacion y homeostasis de
proteinas" y "Sefalizacion, dinamica mitocondrial y vigilancia". Por otro lado,
las vias enriquecidas en el conjunto de mito-DEGs infraexpresados por RPV
fueron "Dogma central mitocondrial", "Metabolismo" y "Fosforilacion

oxidativa".

Tabla IV.1. (Pagina siguiente) Andlisis de la jerarquia de los Mitopathways en los genes
diferencialmente expresados que codifican proteinas mitocondriales (mito-DEGs),
utilizando datos de secuenciacion de ARN de hHSC tratadas con TGF- + RPV8 o TGF-
B + RPV4 frente a hHSC tratadas solo con TGF-f. Los mito-DEGs analizados son aquellos
comunes entre TGF-f + RPV4 y TGF-f + RPV8 cuya expresion fue prevenida en
comparacion con el tratamiento solo con TGF-3. Las hHSC se trataron con TGF-f (2,5
ng/mL) solo o en presencia de 4 uM de RPV o 8 yM de RPV durante 48 h (n=6), con un p
valor ajustado o p valor <0,05. Las tablas muestran los Mitopathways de los mito-DEGs
que se regularon significativamente al alza (A) o a la baja (B) en células expuestas a TGF-
B, cuya expresion fue prevenida en células tratadas con TGF-f3 + RPV4 o TGF-3 + RPVS.
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A
MitoPathway Jerarquia de MitoPathways
Dogma central Dogma central mitocondrial > Traduccion > Ensamblaje del ribosoma
mitocondrial mitocondrial
>Mantenimiento del mtDNA >Reparacion del mtDNA
Metabolismo Metabolismo > Metabolismo de vitaminas> Metabolismo de 1-C y folato
>Metabolismo de aminoacidos > Metabolismo de prolina
>Metabolismo del azufre
>Detoxificacién > Metabolismo de xenobidticos
>Metabolismo de ROS y glutation
Importacioén, Importacién, clasificacion y homeostasis de proteinas > Homeostasis de

clasificacién y

homeostasis de

proteinas

Senalizacién
Dinamica
mitocondrial y
vigilancia

MitoPathway

Dogma central

mitocondrial

Metabolismo

OXPHOS

proteinas >Chaperonas >TOM

Sefializacion > Homeostasis del calcio > Ciclo del calcio

Dinamica mitocondrial y vigilancia > Trafico

Jerarquia de MitoPathways
Dogma central mitocondrial >Metabolismo del mtRNA
> Metabolismo del mtRNA>granulos mtRNA
> Traduccion > Sintetasas de mt-tRNA
>Mantenimiento de mtDNA
Metabolismo > Metabolismo de nucleétidos > Sintesis y procesamiento de
nucleétidos
> Metabolismo lipidico > Oxidacion de acidos grasos
> Metabolismo de amino&cidos > Metabolismo de lisina
> Metabolismo de carbohidratos > Asociado al TCA
> Metabolismo de carbohidratos > Metabolismo de cetonas

> Metales y cofactores > Metabolismo de coenzima Q

OXPHOS > Complejo | > Subunidades de Cl
> Complejo V > Subunidades de CV

162



Capitulo IV RESULTADOS

Finalmente, también se identificé la presencia de 5 (3,6 %) mito-DEGs
sobreexpresados y 6 (3,02 %) mito-DEGs infraexpresados en las células bajo
tratamiento con TGF- cuya alteracién se vio aun mas potenciada después
de la exposiciéon a TGF- + RPV4. Los niumeros equivalentes en el caso de
TGF-B + RPV8 fueron 5 (3,6 %) y 8 (4,02 %) mito-DEGs.

Tabla IV.2. Andlisis de expresion diferencial de genes que codifican proteinas
mitocondriales (mito-DEGs) utilizando datos de secuenciacion de ARN de hHSC
activadas con TGF-f frente al tratamiento con vehiculo (Veh). Se muestran los mito-DEGs
regulados al alza y a la baja. Las hHSC se trataron con vehiculo o TGF-B (2,5 ng/mL)
durante 48 h (n=6), p valor ajustado <0,05. Los genes se listan segun el valor de FC (fold
change, magnitud de cambio).

TGF-B frente a Veh REGULADO AL ALZA

hgnc HGNC Log p valor
simbolo Descripcion ::;bolo. 2FC ajustado

NT5DC2 5'-nucleotidase domain containing 2 HGNC:25717 | 1.606 |2.59E-29
Cytochrome P450 family 27 subfamily B member

CYP27B1 1 HGNC:2606 | 1.491 |7.33E-06

GPT2 Glutamic-pyruvic transaminase 2 HGNC:18062 | 1.263 | 3.10E-25

PYCR1 Pyrroline-5-carboxylate reductase 1 HGNC:9721 1.193 | 3.91E-20

PCK2 Phosphoen_olpyruvate carboxykinase 2, HGNC:8725 1168 |3.80E-18
mitochondrial

MTFP1 Mitochondrial fission process 1 HGNC:26945 |0.973 | 3.18E-03

Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase
MTHFD2 (NADP+ dependent) 2, methenyltetrahydrofolate | HGNC:7434 | 0.952 | 6.87E-21
cyclohydrolase

NAGS N-acetylglutamate synthase HGNC:17996 |0.925 |3.41E-02
PDF Peptide deformylase, mitochondrial HGNC:30012 | 0.906 |3.77E-03
BNIP3 BCL2 interacting protein 3 HGNC:1084 |0.866 | 1.22E-08
ACLY ATP citrate lyase HGNC:115 0.822 | 6.54E-21
SPTLC2 Sjt';il:]:it 2palmitoyltransferase long chain base HGNC:11278 | 0.733 | 3.84E-22
LONP1 lon peptidase 1, mitochondrial HGNC:9479 | 0.723 | 9.85E-13
ALDH1L2 | Aldehyde dehydrogenase 1 family member L2 HGNC:26777 | 0.704 | 1.75E-12
ABCB8 ATP binding cassette subfamily B member 8 HGNC:49 0.652 |3.81E-17
ALDH18A1 | Aldehyde dehydrogenase 18 family member A1 | HGNC:9722 | 0.637 | 6.96E-08
PRELID3A | PRELI domain containing 3A HGNC:24639 | 0.626 | 2.96E-05
AK4 Adenylate kinase 4 HGNC:363 0.625 | 1.33E-04
FAM162A | Family with sequence similarity 162 member A HGNC:17865 | 0.622 |6.04E-06
MTHFS Methenyltetrahydrofolate synthetase HGNC:7437 | 0.591 | 1.31E-02
GARS1 Glycyl-tRNA synthetase 1 HGNC:4162 | 0.568 | 1.65E-14
SDHAF3 Z‘éfg;”;te dehydrogenase complex assembly | |y \c.51752 | 0.565 | 2.85E-02

HSPA9 Heat shock protein family A (Hsp70) member 9 | HGNC:5244 | 0.565 | 8.40E-10
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DNLZ DNL-type zinc finger HGNC:33879 | 0.561 | 3.87E-04
MYO19 Myosin XIX HGNC:26234 | 0.542 |4.37E-12
AADAT Aminoadipate aminotransferase HGNC:17929 | 0.538 |4.39E-04
RECQL4 RecQ like helicase 4 HGNC:9949 | 0.535 |3.19E-03
ATADS3A ATPase family AAA domain containing 3A HGNC:25567 | 0.534 |2.04E-06
ATAD3B ATPase family AAA domain containing 3B HGNC:24007 | 0.534 | 1.06E-06
MARS2 Methionyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial HGNC:25133 | 0.528 | 2.63E-02
MTHFD1L m&yp'finﬁé?;iﬁﬁﬁfﬁ"ﬁﬁi dehydrogenase | | s\c01055 | 0.520 | 1.46E-05
VARS2 Valyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial HGNC:21642 | 0.519 | 3.66E-10
SARDH Sarcosine dehydrogenase HGNC:10536 | 0.518 |6.47E-03
RNASEH1 | Ribonuclease H1 HGNC:18466 | 0.513 | 1.10E-07
PRDX5 Peroxiredoxin 5 HGNC:9355 | 0.506 | 3.73E-06
GPAM G[yceroI-S-phosphate acyltransferase, HGNC:24865 | 0.501 | 1.31E-03
mitochondrial
CMC2 C-X9-C motif containing 2 HGNC:24447 | 0.500 |5.06E-06
PAM16 Presequence translocase associated motor 16 HGNC:29679 | 0.489 |3.14E-04
HDHD5 I:(?A?:izli?]gdghalogenase like hydrolase domain HGNC:1843 | 0.482 | 1.06E-04
MPV17L2 Il\i{I(IZ\g? mitochondrial inner membrane protein HGNC:28177 | 0.480 | 5.93E-05
AHCYL1 Adenosylhomocysteinase like 1 HGNC:344 0.477 | 5.38E-08
FKBP10 FKBP prolyl isomerase 10 HGNC:18169 | 0.472 | 6.88E-05
PUST Pseudouridine synthase 1 HGNC:15508 | 0.471 |1.71E-05
ISOC2 Isochorismatase domain containing 2 HGNC:26278 | 0.463 | 1.33E-04
GTPBP3 GTP binding protein 3, mitochondrial HGNC:14880 | 0.458 |3.37E-03
COQ4 Coenzyme Q4 HGNC:19693 | 0.428 | 1.47E-05
MRPL17 Mitochondrial ribosomal protein L17 HGNC:14053 | 0.427 | 4.36E-04
SHMT2 Serine hydroxymethyltransferase 2 HGNC:10852 | 0.413 |7.04E-10
TOMMA40 | Translocase of outer mitochondrial membrane 40 | HGNC:18001 | 0.412 | 1.64E-05
PLSCR3 Phospholipid scramblase 3 HGNC:16495 | 0.410 |2.40E-05
TIMMA44 Translocase of inner mitochondrial membrane 44 | HGNC:17316 | 0.409 | 4.19E-07
PRELID3B | PRELI domain containing 3B HGNC:15892 | 0.406 |2.16E-04
MRPL52 Mitochondrial ribosomal protein L52 HGNC:16655 | 0.405 | 9.89E-06
PET117 PET117 cytochrome c oxidase chaperone HGNC:40045 | 0.402 |4.04E-02
ACADVL Acyl-CoA dehydrogenase very long chain HGNC:92 0.401 | 1.65E-04
POLRMT | RNA polymerase mitochondrial HGNC:9200 | 0.399 |9.93E-07
AURKAIP1 | Aurora kinase A interacting protein 1 HGNC:24114 | 0.397 | 1.14E-05
LIG3 DNA ligase 3 HGNC:6600 |0.395 |3.54E-07
UQCRC1 | Ubiquinol-cytochrome c reductase core protein 1 | HGNC:12585 | 0.393 | 1.45E-07
CPOX Coproporphyrinogen oxidase HGNC:2321 0.391 | 3.33E-04
GRPEL2 GrpE like 2, mitochondrial HGNC:21060 | 0.384 | 5.25E-03
AK2 Adenylate kinase 2 HGNC:362 0.382 | 3.49E-06
FLAD1 Flavin adenine dinucleotide synthetase 1 HGNC:24671 | 0.377 | 4.27E-04
MTFR1 Mitochondrial fission regulator 1 HGNC:29510 | 0.377 | 1.13E-03
ECI1 Enoyl-CoA delta isomerase 1 HGNC:2703 | 0.369 | 3.54E-04

164



Capitulo IV RESULTADOS

Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase and
PAICS phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxam | HGNC:8587 | 0.364 | 1.79E-02
ide synthase
PRELID1 | PRELI domain containing 1 HGNC:30255 | 0.363 | 3.22E-05
FAM210A | Family with sequence similarity 210 member A HGNC:28346 |0.362 | 1.38E-02
POLG DNA polymerase gamma, catalytic subunit HGNC:9179 | 0.355 | 1.00E-07
CHCHD6 CO|qu-90|I-heI|x-c0|Ied-con-hellx domain HGNC:28184 | 0.352 | 3.48E-02
containing 6
PUSL1 Pseudouridine synthase like 1 HGNC:26914 | 0.350 |4.42E-03
COQ1710A Coenzyme Q10A HGNC:26515 | 0.348 |4.72E-02
MRPL37 Mitochondrial ribosomal protein L37 HGNC:14034 | 0.347 | 1.87E-03
SFXN4 Sideroflexin 4 HGNC:16088 | 0.346 | 1.52E-02
FOXRED1 FAD . ‘dependent oxidoreductase  domain HGNC:26927 | 0.345 | 2.86E-03
containing 1
NOCT Nocturnin HGNC:14254 | 0.338 | 4.45E-02
MRPL2 Mitochondrial ribosomal protein L2 HGNC:14056 | 0.336 | 1.98E-03
TRMT1 tRNA methyltransferase 1 HGNC:25980 | 0.335 |7.42E-04
FASTK Fas activated serine/threonine kinase HGNC:24676 | 0.333 | 1.07E-05
CHCHD?2 CO|Ie(_j-90|I-heI|x-c0|Ied-con-hellx domain HGNC:21645 | 0.324 | 8.42E-04
containing 2
HINT3 Histidine triad nucleotide binding protein 3 HGNC:18468 | 0.323 | 7.57E-03
TRMU tRNA mitochondrial 2-thiouridylase HGNC:25481 | 0.322 |2.00E-03
COX10 Cytochrome c oxidase assembly factor heme A: HGNC:2260 | 0.322 | 1.84E-02
farnesyltransferase COX10
BAK1 BCL2 antagonist/killer 1 HGNC:949 0.322 |1.86E-03
GHITM Growth hormone inducible transmembrane HGNC:17281 | 0.321 | 1.73E-08
protein
TGF-B frente a Veh REGULADO A LA BAJA
hgnc_ Descripcion HGNC Log p valor
simbolo P simbolo. Acc. | 2FC ajustado
HOGA1 4-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase 1 HGNC:25155 | -3.344 | 8.79E-04
ACSS1 ?cyI-CoA synthetase short chain family member HGNC:16091 3163 | 1.20E-44
SEPTIN4 Septin 4 HGNC:9165 -2.874 | 5.82E-25
PDK4 Pyruvate dehydrogenase kinase 4 HGNC:8812 -2.842 | 1.89E-04
ALDH1L1 Aldehyde dehydrogenase 1 family member L1 | HGNC:3978 -2.628 | 1.81E-05
ABCA9 ATP binding cassette subfamily A member 9 HGNC:39 -1.925 | 1.02E-12
MGARP Mitochondria localized glutamic acid rich protein | HGNC:29969 | -1.691 | 4.61E-31
SLC25A27 | Solute carrier family 25 member 27 HGNC:21065 | -1.621 | 7.07E-10
ADHFE1 Alcohol dehydrogenase iron containing 1 HGNC:16354 | -1.616 | 8.84E-14
BDH1 3-hydroxybutyrate dehydrogenase 1 HGNC:1027 -1.445 | 1.12E-05
ABAT 4-aminobutyrate aminotransferase HGNC:23 -1.434 | 2.04E-11
Mccci Methylcrotonyl-CoA carboxylase subunit 1 HGNC:6936 -1.357 | 1.10E-31
SQOR Sulfide quinone oxidoreductase HGNC:20390 | -1.231 | 3.35E-14
STOM Stomatin HGNC:3383 -1.208 | 5.48E-30
Cypzraq | Viochrome P4S0. family 27 subfemily A | yanciogos | -1.192 | 3.07E-07
AASS Aminoadipate-semialdehyde synthase HGNC:17366 | -1.186 | 8.49E-17
HSDL2 Hydroxysteroid dehydrogenase like 2 HGNC:18572 | -1.156 | 1.19E-34
ALDH6A1 | Aldehyde dehydrogenase 6 family member A1 | HGNC:7179 -1.114 | 7.32E-11
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ALDH4A1 | Aldehyde dehydrogenase 4 family member A1 | HGNC:406 -0.987 | 6.18E-12
OMA1 OMA1 zinc metallopeptidase HGNC:29661 | -0.984 | 1.01E-06
MICU3 Mitochondrial calcium uptake family member 3 | HGNC:27820 | -0.946 | 2.80E-06
KYAT3 Kynurenine aminotransferase 3 HGNC:33238 | -0.944 | 6.46E-08
MGST1 Microsomal glutathione S-transferase 1 HGNC:7061 -0.941 | 8.58E-18
MOCS1 Molybdenum cofactor synthesis 1 HGNC:7190 -0.917 | 1.29E-18
TXNRD1 Thioredoxin reductase 1 HGNC:12437 | -0.915 | 7.52E-17
ALDH3A2 | Aldehyde dehydrogenase 3 family member A2 | HGNC:403 -0.866 | 5.34E-11
ALDH5A1 | Aldehyde dehydrogenase 5 family member A1 | HGNC:408 -0.759 | 4.14E-03
PPM1K I;’Ir(oteln phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent HGNC:25415 | -0.755 | 3.40E-05
MTARC1 Mitochondrial amidoxime reducing component 1 | HGNC:26189 | -0.751 | 1.57E-02
SCP2 Sterol carrier protein 2 HGNC:10606 | -0.749 | 8.11E-24
DMPK DM1 protein kinase HGNC:2933 -0.738 | 1.65E-08
HEBP1 Heme binding protein 1 HGNC:17176 | -0.735 | 2.64E-18
LACTB2 Lactamase beta 2 HGNC:18512 | -0.735 | 3.25E-05
COQ8A Coenzyme Q8A HGNC:16812 | -0.728 | 3.55E-06
LAP3 Leucine aminopeptidase 3 HGNC:18449 | -0.720 | 1.50E-07
ARG2 Arginase 2 HGNC:664 -0.716 | 1.23E-02
TCAIM T cell activation inhibitor, mitochondrial HGNC:25241 | -0.704 | 2.16E-07
CPT1A Carnitine palmitoyltransferase 1A HGNC:2328 -0.687 | 4.65E-13
PREPL Prolyl endopeptidase like HGNC:30228 | -0.667 | 3.50E-11
DGLUCY D-glutamate cyclase HGNC:20498 | -0.649 | 1.13E-11
HIBADH 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase HGNC:4907 -0.638 | 4.32E-12
AK3 Adenylate kinase 3 HGNC:17376 | -0.596 | 1.08E-16
OXCT1 3-oxoacid CoA-transferase 1 HGNC:8527 -0.584 | 1.93E-06
MTERF2 Mitochondrial transcription termination factor 2 | HGNC:30779 | -0.582 | 3.94E-04
SLC25A45 | Solute carrier family 25 member 45 HGNC:27442 | -0.582 | 2.39E-02
FAM210B | Family with sequence similarity 210 member B | HGNC:16102 | -0.576 | 1.17E-12
SETD9 SET domain containing 9 HGNC:28508 | -0.575 | 1.91E-02
CMC1 C-X9-C motif containing 1 HGNC:28783 | -0.567 | 1.58E-04
LYRM9 LYR motif containing 9 HGNC:27314 | -0.566 | 9.45E-03
DHTKD1 Dehydrggenase E1 and transketolase domain HGNC:23537 | -0.564 | 7.48E-09
containing 1
PPIF Peptidylprolyl isomerase F HGNC:9259 -0.563 | 6.60E-10
ACADSB Acyl-CoA dehydrogenase short/branched chain | HGNC:91 -0.561 | 1.82E-06
SLC8B1 Solute carrier family 8 member B1 HGNC:26175 | -0.557 | 3.41E-04
ACCS 1-aminocy_c|opropane-1 -carboxylate  synthase HGNC:23989 | -0.556 | 3.07E-05
homolog (inactive)
STX17 Syntaxin 17 HGNC:11432 | -0.550 | 3.22E-05
GPD2 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2 HGNC:4456 -0.547 | 2.39E-04
ECHDC2 Enoyl-CoA hydratase domain containing 2 HGNC:23408 | -0.542 | 5.04E-06
SUCLG?2 sgtc;cmate-CoA ligase GDP-forming subunit HGNC:11450 | -0.537 | 3.91E-10
ECI2 Enoyl-CoA delta isomerase 2 HGNC:14601 | -0.529 | 8.86E-12
FH Fumarate hydratase HGNC:3700 -0.521 | 2.68E-15
EHHADH Enoyl-CoA hydratase and 3-hydroxyacyl CoA HGNC:3247 20520 | 1.04E-03
dehydrogenase
HTATIP2 HIV-1 Tat interactive protein 2 HGNC:16637 | -0.519 | 1.17E-06
DMAC2L :kalztal membrane arm assembly component 2 HGNC:18799 | -0.518 | 6.85E-04
MTARC2 Mitochondrial amidoxime reducing component 2 | HGNC:26064 | -0.509 | 1.01E-04
coQ2 Coenzyme Q2, polyprenyltransferase HGNC:25223 | -0.507 | 6.00E-03
MRPS24 Mitochondrial ribosomal protein S24 HGNC:14510 | -0.499 | 1.20E-07
SLC25A29 | Solute carrier family 25 member 29 HGNC:20116 | -0.490 | 1.94E-02
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MGST3 Microsomal glutathione S-transferase 3 HGNC:7064 -0.489 | 1.16E-09
DECR1 2,4-dienoyl-CoA reductase 1 HGNC:2753 -0.485 | 1.75E-12
GSTK1 Glutathione S-transferase kappa 1 HGNC:16906 | -0.483 | 4.34E-07
SFXN2 Sideroflexin 2 HGNC:16086 | -0.470 | 2.29E-02
uQcet Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex HGNC:15891 0463 | 5.06E-16
assembly factor 1
PPA2 Inorganic pyrophosphatase 2 HGNC:28883 | -0.462 | 2.11E-05
ETFDH Electron transfer flavoprotein dehydrogenase HGNC:3483 -0.451 | 1.57E-06
SLC25A1 Solute carrier family 25 member 1 HGNC:10979 | -0.451 | 1.02E-02
MSRA Methionine sulfoxide reductase A HGNC:7377 -0.447 | 2.36E-04
PDP1 ggﬂ.ﬁﬁ dehydrogenase phosphatase catalytic HGNC:9279 -0.445 | 9.29E-05
ACAT1 Acetyl-CoA acetyltransferase 1 HGNC:93 -0.441 | 2.38E-07
CAT Catalase HGNC:1516 -0.440 | 3.41E-06
BCL2L1 BCL2 like 1 HGNC:992 -0.437 | 8.27E-05
OSBPL1A | Oxysterol binding protein like 1A HGNC:16398 | -0.436 | 8.48E-05
NDUFC1 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit C1 HGNC:7705 -0.435 | 1.63E-05
SPR Sepiapterin reductase HGNC:11257 [ -0.432 | 1.67E-03
HIGD1A I1-|’LG1 hypoxia inducible domain family member HGNC:29527 | -0.431 | 4.67E-02

Tabla IV.3. Andlisis de expresion diferencial de genes que codifican proteinas
mitocondriales (mito-DEGs) utilizando datos de secuenciacion de ARN de hHSC tratadas
con TGF- + RPV4 frente a TGF-B. Se muestran los mito-DEGs regulados al alza 'y a la
baja. Las hHSC se trataron con TGF-8 solo (2,5 ng/mL) o en presencia de RPV 4uM
durante 48 h (n=6), p valor <0,05. Los genes se listan segun el valor de FC (fold change,
magnitud de cambio).

TGF-8 + RPV4 frente a TGF-f REGULADO AL ALZA
HGNC

hgnc_ Descripcion simbolo. Log p_valor
simbolo Acc. 2FC ajustado
C150rf48 Chromosome 15 open reading frame 48 HGNC:29898 | 1.149 6.60E-03
MTARC1 Mitochondrial amidoxime reducing HGNC:26189 | 0.551 4.80E-02

component 1
PMAIP1 ;’rr:)?;ti)r?l;12-myrlstate-1 3-acetate-induced HGNC:9108 0.455 1 17E-02
IFI27 Interferon alpha inducible protein 27 HGNC:5397 0.448 3.64E-02
FTH1 Ferritin heavy chain 1 HGNC:3976 0.419 3.00E-03
FDXR Ferredoxin reductase HGNC:3642 | 0.409 3.96E-05
CPT1B Carnitine palmitoyltransferase 1B HGNC:2329 | 0.397 | 2.47E-02
ABHD11 Abhydrolase domain containing 11 HGNC:16407 | 0.372 9.57E-03
C150rf61 Chromosome 15 open reading frame 61 HGNC:34453 | 0.343 4.44E-02

NADH:ubiquinone oxidoreductase complex .
NDUFAF4 assembly factor 4 HGNC:21034 |0.340 | 3.02E-02
RMND1 'I?:r%téllr:g for meiotic nuclear division 1 HGNC:21176 | 0.320 3 15E-03
TRMT61B tRNA methyltransferase 61B HGNC:26070 |0.318 | 8.03E-03
cMmc1 C-X9-C motif containing 1 HGNC:28783 | 0.305 | 3.02E-02
SLC25A37 Solute carrier family 25 member 37 HGNC:29786 | 0.303 7.79E-03
ACSS3 Acyl-CoA synthetase short chain family HGNC:24723 | 0.302 3.07E-02

member 3
ACSF2 Acyl-CoA synthetase family member 2 HGNC:26101 | 0.295 1.90E-02
TRMTS tRNA methyltransferase 5 HGNC:23141 | 0.291 1.47E-02
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ALDH9A1 ﬁl1dehyde dehydrogenase 9 family member HGNC:412 0.976 1.01E-03
WARS2 Tryptophanyl - tRNA  synthetase 2, | |, o\ 40730 (0275 | 4.40E-02

mitochondrial
HSPA9 geat shock protein family A (Hsp70) member HGNC:5244 0.270 1.72E-03
ME3 Malic enzyme 3 HGNC:6985 | 0.266 1.62E-03
UQCec2 Ubiquinol-cytochrome c reductase complex HGNC:21237 | 0.262 1.59E-02
assembly factor 2
QRSL1 glggal_rqlnyl-tRNA amidotransferase subunit HGNC:21020 | 0.258 1 64E-02
DGLUCY D-glutamate cyclase HGNC:20498 | 0.252 7.14E-03
PPA2 Inorganic pyrophosphatase 2 HGNC:28883 | 0.250 1.38E-02
MTO1 Mitochondrial tRNA translation optimization 1 | HGNC:19261 | 0.247 6.42E-03
XPNPEP3 X-prolyl aminopeptidase 3 HGNC:28052 | 0.245 1.16E-02
RMDN1 Regulator of microtubule dynamics 1 HGNC:24285 | 0.227 1.64E-03
NDUFS4 NADH:ubiguinone oxidoreductase subunit S4 | HGNC:7711 0.220 2.11E-03
HSDL2 Hydroxysteroid dehydrogenase like 2 HGNC:18572 | 0.206 3.35E-02
SUPV3L1 Suv3 like RNA helicase HGNC:11471 | 0.192 3.52E-02
SPIRE1 Spire type actin nucleation factor 1 HGNC:30622 | 0.190 2.29E-02
NDUFA12 ZﬁEH:ublqulnone oxidoreductase subunit HGNC:23987 | 0.189 2 66E-02
HEBP1 Heme binding protein 1 HGNC:17176 | 0.189 2.37E-02
GFM2 GTP depepdent ribosome recycling factor HGNC:29682 | 0.178 4.72E-02
mitochondrial 2
CoQ5 Coenzyme Q5, methyltransferase HGNC:28722 | 0.177 2.74E-02
MRPS16 Mitochondrial ribosomal protein S16 HGNC:14048 | 0.163 1.78E-02
GHITM Srrootvevit: hormone inducible transmembrane HGNC:17281 | 0.163 2 09E-03
GARS1 Glycyl-tRNA synthetase 1 HGNC:4162 | 0.152 3.11E-02
Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
HADHB trifunctional multienzyme complex subunit | HGNC:4803 0.152 2.73E-03
beta
BAX BCL2 associated X, apoptosis regulator HGNC:959 0.149 4.77E-02
HINT1 Histidine triad nucleotide binding protein 1 HGNC:4912 0.149 4.46E-02
TGF-8 + RPV4 frente a TGF-8 REGULADO A LA BAJA
hgnc_ L HGNC Log p valor
simbolo Descripcion simbolo. Acc. | 2FC ajustado
BDH1 3-hydroxybutyrate dehydrogenase 1 HGNC:1027 -0.802 | 3.06E-02
FASN Fatty acid synthase HGNC:3594 -0.686 | 4.62E-04
MMAB Metabolism of cobalamin associated B HGNC:19331 | -0.669 | 2.41E-04
IDI1 Isopentenyl-diphosphate delta isomerase 1 | HGNC:5387 -0.623 | 3.29E-02
MTHFS Methenyltetrahydrofolate synthetase HGNC:7437 -0.602 | 4.19E-03
CRY1 Cryptochrome circadian regulator 1 HGNC:2384 -0.591 [ 3.24E-09
FDPS Farnesyl diphosphate synthase HGNC:3631 -0.571 | 3.49E-03
PRXL2A Peroxiredoxin like 2A HGNC:28651 |-0.551 |2.26E-02
ENDOG Endonuclease G HGNC:3346 -0.544 | 1.70E-02
ALDH1B1 g\l1dehyde dehydrogenase 1 family member HGNC:407 0478 |1.32E-02
GCAT Glycine C-acetyltransferase HGNC:4188 -0.470 | 9.73E-04
ABAT 4-aminobutyrate aminotransferase HGNC:23 -0.470 |4.07E-02
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SLC25A1 Solute carrier family 25 member 1 HGNC:10979 |-0.438 | 4.46E-03
PXMP4 Peroxisomal membrane protein 4 HGNC:15920 |-0.407 | 1.73E-02
SLC25A4 Solute carrier family 25 member 4 HGNC:10990 |-0.379 | 2.04E-03
mpvi7L2 | MPVI7 mitochondrial inner membrane | oncog177 |.0.373 | 6.81E-04
protein like 2
SLC25A23 Solute carrier family 25 member 23 HGNC:19375 |-0.349 | 7.02E-04
AADAT Aminoadipate aminotransferase HGNC:17929 |-0.346 | 1.22E-02
FKBP10 FKBP prolyl isomerase 10 HGNC:18169 |-0.345 | 1.36E-03
TST Thiosulfate sulfurtransferase HGNC:12388 |-0.322 | 1.56E-02
RECQL4 RecQ like helicase 4 HGNC:9949 -0.317 | 4.81E-02
ALDH4A1 ﬁl1dehyde dehydrogenase 4 family member HGNC:406 0296 |3.88E-02
PDK1 Pyruvate dehydrogenase kinase 1 HGNC:8809 -0.289 | 4.29E-02
BOLA3 BolA family member 3 HGNC:24415 |-0.274 | 2.24E-02
HDHD5 Haloacid ~dehalogenase like hydrolase |\ ~\~1043 | .0.264 |1.93E-02
domain containing 5
MPC1 Mitochondrial pyruvate carrier 1 HGNC:21606 | -0.253 | 3.64E-02
ALDH18A1 2I1dehyde dehydrogenase 18 family member HGNC:9722 0249 |2.34E-02
IDH2 Isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) 2 HGNC:5383 -0.249 | 2.45E-02
SELENOO Selenoprotein O HGNC:30395 | -0.223 | 4.27E-02
MPST Mercaptopyruvate sulfurtransferase HGNC:7223 -0.216 | 4.14E-02
ACLY ATP citrate lyase HGNC:115 -0.215 | 1.08E-02
DBl Diazepam binding inhibitor, acyl-CoA HGNC:2690 0201 |2.15E-02

binding protein

SFXN3 Sideroflexin 3 HGNC:16087 |-0.199 | 3.05E-04

Leucine zipper and EF-hand containing

LETM1 . HGNC:6556 -0.194 | 1.91E-03
transmembrane protein 1
ACACA Acetyl-CoA carboxylase alpha HGNC:84 -0.188 | 2.43E-02
TOMM40 Translocase  of  outer  mitochondrial | |-\~ 18001 |.0186 |3.37E-02
membrane 40
MYO19 Myosin XIX HGNC:26234 |-0.165 |2.51E-02
MSRB3 Methionine sulfoxide reductase B3 HGNC:27375 |-0.156 | 2.18E-02
PITRM1 Pitrilysin metallopeptidase 1 HGNC:17663 |-0.144 | 3.51E-03
BNIP3L BCL2 interacting protein 3 like HGNC:1085 -0.142 | 4.61E-02
PISD Phosphatidylserine decarboxylase HGNC:8999 -0.140 | 1.67E-02
CYB5B Cytochrome b5 type B HGNC:24374 | -0.137 | 4.15E-02
PDHB Pyruvate dehydrogenase E1 subunit beta HGNC:8808 -0.127 | 2.85E-02
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Tabla IV.4. Andlisis de expresion diferencial de genes que codifican proteinas
mitocondriales (mito-DEGs) utilizando datos de secuenciacién de ARN de hHSC tratadas
con TGF-B + RPV8 frente a TGF-f. Se muestran los mito-DEGs regulados al alza y a la
baja. Las hHSC se trataron con TGF-$ solo (2,5 ng/mL) o en presencia de RPV 8uM
durante 48 h (n=6), p valor ajustado <0,05. Los genes se listan segun el valor de FC (fold
change, magnitud de cambio).

TGF-8+RPV8 frente a TGF- REGULADO AL ALZA
Qﬁi’ﬁao Descripcion :i?n';glo. Acc. I2-|c=>g Zjus‘glgc:
C150rf48 Chromosome 15 open reading frame 48 HGNC:29898 | 2.210 5.38E-06
PDK4 Pyruvate dehydrogenase kinase 4 HGNC:8812 2.166 1.84E-02
PDE2A Phosphodiesterase 2A HGNC:8777 1.178 2.07E-02
IFI27 Interferon alpha inducible protein 27 HGNC:5397 0.887 7.25E-04
FTH1 Ferritin heavy chain 1 HGNC:3976 0.820 9.11E-07
SETD9 SET domain containing 9 HGNC:28508 | 0.669 1.44E-02
SQOR Sulfide quinone oxidoreductase HGNC:20390 | 0.620 1.40E-03
uQcc2 g:sig‘rj;g‘l’;'gé?:rhgome ¢ reductase complex | |oNcip1237 | 0.579 | 7.09E-06
PMAIP1 ;’:ﬁg’ﬁ'f 2-myristate-13-acetate-induced | onc9108 | 0553 | 1.69E-02
PNPT1 Polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1 | HGNC:23166 | 0.541 1.80E-02
RMND1 E:r?qtglroe; for meiotic nuclear division 1 HGNC:21176 | 0536 3.07E-05
MICU3 g/litochondrial calcium uptake family member HGNC:27820 | 0.534 3.50E-02
TMEM126B | Transmembrane protein 126B HGNC:30883 | 0.529 3.31E-05
SLC25A37 Solute carrier family 25 member 37 HGNC:29786 | 0.514 1.98E-04
SPIRE1 Spire type actin nucleation factor 1 HGNC:30622 | 0.495 3.72E-07
MTERF2 g/litochondrial transcription termination factor HGNC:30779 | 0486 1 19E-02
PPA2 Inorganic pyrophosphatase 2 HGNC:28883 | 0.480 7.61E-05
SLC25A30 Solute carrier family 25 member 30 HGNC:27371 | 0.477 8.46E-03
RHOT1 Ras homolog family member T1 HGNC:21168 | 0.467 7.81E-04
SUPV3L1 Suv3 like RNA helicase HGNC:11471 | 0.464 1.45E-05
KYAT3 Kynurenine aminotransferase 3 HGNC:33238 | 0.459 3.50E-02
MTERF3 g/litochondrial transcription termination factor HGNC:24258 | 0453 1 75E-02
HSPA9 geatshock protein family A (Hsp70) member HGNC:5244 0.446 1.65E-05
FASTKD2 FAST kinase domains 2 HGNC:29160 | 0.431 4.97E-02
ACSS3 Aoy-CoA synthetase short chain famiy | yGNG:24723 |0.429 | 1.61E-02
WARS?2 Tryplophanyl - IRNA  synthetase 2,1 igNC:12730 | 0425 | 1.326-02
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ETFDH Eéicggfggenase transfer flavoprotein | | oNciaa3 | 0422 | 7.19E-05
PHYH Phytanoyl-CoA 2-hydroxylase HGNC:8940 0.415 6.75E-03
TRIAP1 TP53 regulated inhibitor of apoptosis 1 HGNC:26937 | 0.412 1.55E-03
METTL15 Methyltransferase like 15 HGNC:26606 | 0.411 2.63E-03
LRPPRC 'ggﬁg?nemg rich  pentatricopeptide  repeat | s\ c.15714 | 0.408 | 6.56E-04
MTARC2 (ﬁ’gmgﬂg‘:‘['g' amidoxime  reducing | sNcog064 | 0.406 | 8.31E-03
DGLUCY D-glutamate cyclase HGNC:20498 | 0.403 3.75E-04
MIPEP Mitochondrial intermediate peptidase HGNC:7104 0.402 1.98E-04
MicU2 Mitochondrial calcium uptake 2 HGNC:31830 | 0.401 7.94E-04
HADH Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase HGNC:4799 0.400 5.41E-05
TRMTS tRNA methyltransferase 5 HGNC:23141 | 0.396 8.08E-03
MMAA Metabolism of cobalamin associated A HGNC:18871 | 0.390 1.46E-02
TRMT10C | RIA methvitransferase 10C, mitochondrial | nG:o6022 [0.386 | 9.73E-03
FDXR Ferredoxin reductase HGNC:3642 0.384 1.91E-03
HSDL2 Hydroxysteroid dehydrogenase like 2 HGNC:18572 | 0.376 1.56E-03
LYRM1 LYR motif containing 1 HGNC:25074 | 0.375 1.33E-03
LAP3 Leucine aminopeptidase 3 HGNC:18449 | 0.373 2.51E-02
ME2 Malic enzyme 2 HGNC:6984 | 0.369 | 4.47E-03
MGST1 Microsomal glutathione S-transferase 1 HGNC:7061 0.365 6.43E-03
HEBP1 Heme binding protein 1 HGNC:17176 | 0.365 2.93E-04
CHPT1 Choline phosphotransferase 1 HGNC:17852 | 0.359 1.19E-02
ME3 Malic enzyme 3 HGNC:6985 0.354 5.57E-04
PTRH2 Peptidyl-tRNA hydrolase 2 HGNC:24265 | 0.351 5.92E-03
SLC25A13 Solute carrier family 25 member 13 HGNC:10983 | 0.345 2.06E-02
ACSF2 Acyl-CoA synthetase family member 2 HGNC:26101 | 0.343 3.72E-02
XPNPEP3 X-prolyl aminopeptidase 3 HGNC:28052 | 0.341 4.48E-03
HTATIP2 HIV-1 Tat interactive protein 2 HGNC:16637 | 0.339 | 7.49E-03
Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
HADHB trifunctional multienzyme complex subunit | HGNC:4803 0.335 8.35E-09
beta
ACAT1 Acetyl-CoA acetyltransferase 1 HGNC:93 0.333 7.25E-04
AK3 Adenylate kinase 3 HGNC:17376 | 0.331 1.21E-04
QRSL1 8IFL;tSa[r11inyl-tRNA amidotransferase subunit HGNC:21020 | 0.330 1 59E-02
MTO1 |1\/Iitochondrial tRNA translation optimization HGNC:19261 | 0325 4.04E-03
NDUFS4 gl4ADH:ubiquinone oxidoreductase subunit HGNC:7711 0.324 1 89E-04
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SERACT1 Serine active site containing 1 HGNC:21061 | 0.324 1.70E-02
ECHDC1 Ethylmalonyl-CoA decarboxylase 1 HGNC:21489 | 0.324 1.95E-04
MTPAP Mitochondrial poly(A) polymerase HGNC:25532 | 0.319 1.71E-02
MRPS10 Mitochondrial ribosomal protein S10 HGNC:14502 | 0.318 1.91E-03
RDH14 Retinol dehydrogenase 14 HGNC:19979 | 0.312 1.91E-02
CcOoQ5 Coenzyme Q5, methyltransferase HGNC:28722 | 0.309 1.68E-03
STOM Stomatin HGNC:3383 | 0.308 |2.16E-02
GSR Glutathione-disulfide reductase HGNC:4623 0.304 9.26E-03
LDHB Lactate dehydrogenase B HGNC:6541 0.298 6.49E-06
UQCRB :)eroi:qeLiJri‘nol-cytochrome ¢ reductase binding HGNC:12582 | 0297 5.63E-05
ISCU Iron-sulfur cluster assembly enzyme HGNC:29882 | 0.294 4.71E-03
ACOT13 Acyl-CoA thioesterase 13 HGNC:20999 | 0.290 4.20E-02
COX7A2L Cytochrome c oxidase subunit 7A2 like HGNC:2289 0.289 6.63E-04
HINT1 Histidine triad nucleotide binding protein 1 HGNC:4912 0.288 1.76E-03
TMEM126A Transmembrane protein 126A HGNC:25382 | 0.286 3.39E-02
METTLS Methyltransferase 8, methylcytidine HGNC:25856 | 0.281 3.15E-02
TFB1M Transcription factor B1, mitochondrial HGNC:17037 | 0.280 3.11E-02
MRPS22 Mitochondrial ribosomal protein S22 HGNC:14508 | 0.279 1.43E-03
MTIF3 Mitochondrial translational initiation factor 3 | HGNC:29788 | 0.278 2.92E-02
NDUFA712 EﬁgH:ubiquinone oxidoreductase subunit HGNC:23987 | 0.276 1.05E-02
PLPBP Pyridoxal phosphate binding protein HGNC:9457 0.275 4.27E-02
SUCLG?2 E;Jt(;cinate-CoA ligase GDP-forming subunit HGNC:11450 | 0.270 1.03E-02
LACTB Lactamase beta HGNC:16468 | 0.269 | 2.51E-03
MRPL45 Mitochondrial ribosomal protein L45 HGNC:16651 | 0.265 3.87E-03
NRDC Nardilysin convertase HGNC:7995 0.264 5.92E-06
ALDH9A7 ﬁl1dehyde dehydrogenase 9 family member HGNC:412 0.264 1 44E-02
DNAJC1s | Dnal heat shock protein famiy (Hsp40) | yonciaoszs |0.257 | 1.64E-02
MCUR1 Mitochondrial calcium uniporter regulator 1 | HGNC:21097 | 0.253 4.63E-02
MRPL35 Mitochondrial ribosomal protein L35 HGNC:14489 | 0.250 4.89E-02
GLOD4 Glyoxalase domain containing 4 HGNC:14111 | 0.248 9.19E-03
ALAS1 5'-aminolevulinate synthase 1 HGNC:396 0.247 3.04E-02
TK2 Thymidine kinase 2 HGNC:11831 | 0.241 4.48E-02
MRPL44 Mitochondrial ribosomal protein L44 HGNC:16650 | 0.241 3.31E-02
GHITM Growth hormone inducible transmembrane HGNC:17281 | 0.241 1.80E-04

protein
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MRPL13 Mitochondrial ribosomal protein L13 HGNC:14278 | 0.238 3.06E-02
ToMmzo | Transiocase - of - outer  milochondrial | nG:a0047 |0.233 | 9.23E-03
MGST3 Microsomal glutathione S-transferase 3 HGNC:7064 0.229 2.07E-02
NIT2 Nitrilase family member 2 HGNC:29878 | 0.224 8.09E-03
ATP5PD ATP synthase peripheral stalk subunit d HGNC:845 0.214 5.34E-03
UQCRC2 ;’gﬁe‘i‘:]”g"cyt°°hr°me ¢ reductase COre | GNCi2586 0212 | 6.04E-04
MRPS16 Mitochondrial ribosomal protein S16 HGNC:14048 | 0.210 1.74E-02
PARL Presenilin associated rhomboid like HGNC:18253 | 0.207 3.05E-02
GARS1 Glycyl-tRNA synthetase 1 HGNC:4162 0.199 3.03E-02
DECR1 2,4-dienoyl-CoA reductase 1 HGNC:2753 | 0.198 | 2.31E-02
CLPX Sﬁj;;’:g:]ye“‘;u”gﬁ‘r’]ﬁh;”d”a' matrix peptidase | yonci2088 | 0.196 | 1.80E-02

Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
HADHA glifpuhr;ctional multienzyme complex subunit | HGNC:4801 0.192 8.37E-04
MCL1 mg;:)e apoptosis regulator, BCL2 family | yoncie9as | 0.475 | 6.74E-03
IARS2 Isoleucyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial | HGNC:29685 |0.175 3.65E-02
TMEM14C Transmembrane protein 14C HGNC:20952 | 0.160 1.69E-02
YME1L1 YME1 like 1 ATPase HGNC:12843 | 0.158 | 3.48E-02
MFF Mitochondrial fission factor HGNC:24858 | 0.150 4.73E-02
TGF-B + RPV8 frente a TGF- REGULADO A LA BAJA

hgnc_ Descripcién H'GNC Log p_valor
simbolo simbolo. Acc. | 2FC ajustado
FKBP10 FKBP prolyl isomerase 10 HGNC:18169 | -0.957 2.97E-15
GCAT Glycine C-acetyltransferase HGNC:4188 -0.886 2.40E-07
CRY1 Cryptochrome circadian regulator 1 HGNC:2384 -0.802 4.24E-12
SFXN2 Sideroflexin 2 HGNC:16086 | -0.751 2.63E-03
ALDH1B1 gl1dehyde dehydrogenase 1 family member HGNC-407 0.715 3.16E-03
RECQL4 RecQ like helicase 4 HGNC:9949 | -0.679 |7.65E-04
NT5DC2 5'-nucleotidase domain containing 2 HGNC:25717 | -0.655 8.79E-05
ENDOG Endonuclease G HGNC:3346 -0.609 4.30E-02
MTHFS Methenyltetrahydrofolate synthetase HGNC:7437 -0.563 4.05E-02
SLC25A42 Solute carrier family 25 member 42 HGNC:28380 |-0.563 2.11E-03
MPST Mercaptopyruvate sulfurtransferase HGNC:7223 -0.545 2.41E-05
TST Thiosulfate sulfurtransferase HGNC:12388 | -0.529 1.46E-03
ISOC2 Isochorismatase domain containing 2 HGNC:26278 | -0.521 1.13E-04
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NTHL1 Nth like DNA glycosylase 1 HGNC:8028 |-0.518 | 8.29E-03
IDH2 Isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) 2 HGNC:5383 -0.512 1.59E-04
PXMP2 Peroxisomal membrane protein 2 HGNC:9716 -0.506 1.39E-02
PXMP4 Peroxisomal membrane protein 4 HGNC:15920 | -0.491 2.80E-02
CASP9 Caspase 9 HGNC:1511 -0.474 1.71E-03
SLC25A4 Solute carrier family 25 member 4 HGNC:10990 |-0.471 2.14E-03
ROMO1 Reactive oxygen species modulator 1 HGNC:16185 | -0.466 1.76E-03
ETFB Electron transfer flavoprotein subunit beta HGNC:3482 -0.459 1.61E-03
PYCR1 Pyrroline-5-carboxylate reductase 1 HGNC:9721 -0.458 3.33E-03
ALDH18A1 ﬁl1dehyde dehydrogenase 18 family member HGNC:9722 -0.454 8.34E-04
MPV17L2 g"r;\;:r?“k:izto"ho”d”a' inner - membrane | yonciog177 |-0438 | 1.28E-03
cLPP gg?gg’?;:?g'gu’;‘&tsﬁhond”a' matrix peplidase | yonc2084 | -0.428 | 3.77E-03
ACP6 Acid phosphatase 6, lysophosphatidic HGNC:29609 |-0.421 3.19E-02
DTYMK Deoxythymidylate kinase HGNC:3061 -0.412 4.51E-03
PUSL1 Pseudouridine synthase like 1 HGNC:26914 | -0.402 3.76E-03
ALKBH7 AlkB homolog 7 HGNC:21306 |-0.398 | 3.65E-02
PICK1 Protein interacting with PRKCA 1 HGNC:9394 -0.396 2.34E-03
HDHD5 :s;?:iﬂ‘ionf:iafggggnase like hydrolase | | oNc.1843 | -0.395 | 5.66E-03
MPC1 Mitochondrial pyruvate carrier 1 HGNC:21606 | -0.385 1.37E-02
PPOX Protoporphyrinogen oxidase HGNC:9280 -0.383 9.96E-03
FOXRED1 zgfgaiiﬂﬁgi”de”t oxidoreductase  domain | |ysNci06927 | -0.383 | 3.28E-03
NLRX1 NLR family member X1 HGNC:29890 |-0.373 1.68E-02
GFER gg);:\tgrati;ﬁcmr, augmenter  of Vel yoncag3e | -0.367 | 1.10E-02
SLC25A22 Solute carrier family 25 member 22 HGNC:19954 | -0.364 1.23E-02
MIGA2 Mitoguardin 2 HGNC:23621 |-0.359 |6.17E-03
ToMm4p | Transiocase of outer  mitochondrial | yenGi1g001 |-0.352 | 1.21E-03
ATP5F1D ATP synthase F1 subunit delta HGNC:837 -0.348 1.49E-02
GPAT2 ﬁ:{gfﬁg’;}g;&?mphata acyltransferase 2, | oNcoo7168 |-0.346 | 4.41E-02
SELENOO Selenoprotein O HGNC:30395 |-0.344 1.53E-02
MRPL28 Mitochondrial ribosomal protein L28 HGNC:14484 |-0.344 1.10E-03
TIMM13 Translocase ~of inner  mitochondrial | GNG:1116 |-0.342 | 4.48E-03
ATAD3A ATPase family AAA domain containing 3A | HGNC:25567 | -0.339 1.05E-02
GCDH Glutaryl-CoA dehydrogenase HGNC:4189 -0.337 3.41E-02
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SPHK2 Sphingosine kinase 2 HGNC:18859 |-0.336 3.38E-03
LETM1 peucine zipper p?ciginIE‘IF-hand containing | | sNc:6556  |-0.335 | 8.47E-06
DMPK DM1 protein kinase HGNC:2933 -0.333 4.10E-02
FASTK Fas activated serine/threonine kinase HGNC:24676 |-0.327 1.19E-04
MRPS12 Mitochondrial ribosomal protein S12 HGNC:10380 |-0.323 6.38E-03
NDUFB7 g?DH:ubiquinone oxidoreductase subunit HGNC:7702 -0.307 1.78E-02
MRPL4 Mitochondrial ribosomal protein L4 HGNC:14276 | -0.307 1.28E-03
CYB5R3 Cytochrome b5 reductase 3 HGNC:2873 -0.301 3.83E-03
ABCB8 ATP binding cassette subfamily B member 8 | HGNC:49 -0.297 1.10E-03
PRKACA | Frotein al‘gﬂise CAMP-activated - catalytic | | 5Nc.0380 | -0.205 | 8.62E-03
Mccc2 Methylcrotonyl-CoA carboxylase subunit2 | HGNC:6937 -0.287 1.39E-02
FIS1 Fission, mitochondrial 1 HGNC:21689 | -0.287 4.23E-02
NDUFA11 EﬁDH:ubiquinone oxidoreductase subunit HGNC:20371 | -0.283 1.44E-02
ACOT7 Acyl-CoA thioesterase 7 HGNC:24157 |-0.279 2.72E-02
BCAT2 Branched chain amino acid transaminase 2 | HGNC:977 -0.279 4.06E-02
TSPO Translocator protein HGNC:1158 -0.270 4.44E-02
BCKDK Egaanscghed chain keto acid dehydrogenase HGNC:16902 | -0.265 3.89E-02
PRDX2 Peroxiredoxin 2 HGNC:9353 | -0.261 1.22E-02
MYO19 Myosin XIX HGNC:26234 | -0.261 4.98E-03
HAGH Hydroxyacylglutathione hydrolase HGNC:4805 -0.253 4.29E-02
AURKAIP1 Aurora kinase A interacting protein 1 HGNC:24114 | -0.250 1.98E-02
CHCHD2 S(;’r']';?r"f:é";e"X'°°"ed'C°"'he"x domain | ioNC:21645 |-0248 | 2.80E-02
RNASEH1 Ribonuclease H1 HGNC:18466 |-0.245 | 3.65E-02
MRPL18 Mitochondrial ribosomal protein L18 HGNC:14477 | -0.241 1.86E-02
PITRM1 Pitrilysin metallopeptidase 1 HGNC:17663 | -0.241 5.63E-05
RCC1L RCC1 like HGNC:14948 | -0.240 1.41E-02
DHX30 DExH-box helicase 30 HGNC:16716 |-0.233 | 8.57E-04
MSRB3 Methionine sulfoxide reductase B3 HGNC:27375 |-0.220 1.14E-02
POLRMT RNA polymerase mitochondrial HGNC:9200 -0.217 2.73E-02
RHOT2 Ras homolog family member T2 HGNC:21169 | -0.207 4.61E-02
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SECCION F. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE RPV EN EL
PROTEOMA DE HSC ACTIVADAS POR TGF-B Y EN LA SECRECION Y
COMPOSICION PROTEICA DE EXOSOMAS

Dado que la comunicacion intercelular juega un papel crucial en la
remodelacién del microambiente hepatico durante la fibrosis, se propuso
evaluar el impacto de RPV en el proteoma y la secrecion de exosomas de
HSC activadas por TGF-f. En esta seccion se evaluaron cuatro condiciones:
vehiculo, TGF-B, TGF- + RPV 4 uyM y TGF- + RPV 8 uM.

IV.F.1. EFECTO DE RPV EN EL PROTEOMA DE HSC ACTIVADAS POR
TGF-B

Junto con el estudio de los exosomas, se realizé un analisis proteémico de
las células HSC (LX-2) estimuladas con TGF- para validar su activacion y
el efecto previamente descrito de RPV. Este analisis permitio la identificacion
de un total de 6607 proteinas. Para determinar qué proteinas estaban
presentes en cada condicion experimental y cuales coincidian entre ellas, se
llevo a cabo un analisis comparativo utilizando un diagrama de Venn. En este
analisis, se consideraron solo aquellas proteinas identificadas en al menos
tres réplicas de al menos una de las condiciones evaluadas. Segun la Figura
IV.F.1 (I) A, 5381 proteinas fueron detectadas en las cuatro condiciones
experimentales. Este enfoque comparativo permite obtener una vision
integral de las similitudes y diferencias en el proteoma celular bajo las
distintas condiciones. Ademas, se realizé un PCA (Figura IV.F.1 (1) B) para
visualizar patrones globales de expresion proteica. Los resultados mostraron
que los perfiles proteicos de las células tratadas con TGF-f3 junto con RPV 4
MM y 8 uM estaban notablemente superpuestos, sugiriendo que ambas
concentraciones inducen cambios similares en la expresion proteica global.
Ademas, estos perfiles se diferenciaron parcialmente del grupo tratado solo
con TGF-B y del grupo vehiculo, indicando que el tratamiento con RPV
induce un perfil proteico distinto.
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Figura IV.F.1. Efecto de RPV sobre el proteoma de células LX-2 activadas con
TGF-B (I). Las células se trataron con Veh, TGF-B (2,5 ng/mL) solo o en presencia de
RPV (4 o 8 pyM) durante 48 h (n=4). A) Los diagramas de Venn representan las
proteinas identificadas en cada condicion experimental. B) El grafico PCA muestra los
patrones globales de expresion proteica de las cuatro condiciones experimentales.

Para analizar el impacto de la estimulacion con TGF-8 y el tratamiento con
RPV en la composicion proteica de las HSC, se gener6 un mapa de calor con
agrupamiento jerarquico de correlaciones de Pearson. El analisis, que
incluyé cuatro réplicas por condicién, mostré una minima variacién en la

expresion proteica entre las condiciones, evidenciado por el estrecho rango
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de correlaciéon de Pearson (0,85 a 1). Se observd una distribucion
heterogénea de las réplicas sin una clara separacion entre las condiciones
experimentales, sugiriendo que los cambios inducidos por cada condicion
experimental son moderados y que existe cierta variabilidad en la

susceptibilidad a los distintos tratamientos segun la réplica (Figura IV.F.1
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Figura IV.F.1. Efecto de RPV sobre el proteoma de células LX-2 activadas con
TGF- (ll). Las células se trataron con Veh, TGF-f (2,5 ng/mL) solo o en presencia de
RPV (4 o 8 uM) durante 48 h (n=4). Mapas de calor con agrupamiento jerarquico de
correlaciones de Pearson representando todas las réplicas biolégicas en cada
condicion experimental. La escala de color indica la correlacion de Pearson entre las
muestras, desde 0,85 (azul, menor correlacién) hasta 1 (rojo, maxima correlacion).

Posteriormente, se realizé un analisis de expresion proteica diferencial para
identificar proteinas y vias moleculares que experimentan una modulacién
en respuesta a la activacion de las HSC y al tratamiento con RPV. La

comparacioén del grupo tratado con TGF-f3 frente al grupo vehiculo reveld 494
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proteinas diferencialmente expresadas (p <0,05). De estas, 266 (53,8 %)
mostraron sobreexpresion, mientras que 228 (46,2 %) exhibieron
infraexpresion en respuesta a la activacion por TGF-3 (Figura IV.F.1 (IV)). El
tratamiento con RPV contrarrestd, de manera significativa, la expresiéon de
un subconjunto de proteinas moduladas por TGF-B. Especificamente, RPV
4 uM atenud la expresion de 66 proteinas sobreexpresadas (24,8 %) y 54
proteinas infraexpresadas (23,7 %) por TGF-B. Sin embargo, RPV 8 uM
mostré un efecto mas pronunciado, contrarrestando la expresion de 104
proteinas sobreexpresadas (39,1 %) y 43 proteinas infraexpresadas (18,9 %)
por el estimulo. Notablemente, se observd una superposicion significativa
entre las proteinas cuya expresion fue atenuada por ambas concentraciones
de RPV, con 50 proteinas (de las sobreexpresadas por TGF) y 25 proteinas
(de las infraexpresadas por TGF-B) (Figura IV.F.1 (llI)).

TGF-B
frente a Veh TGF- + RPV4 TGF-g + RPV8

266 Atenuadas
53,8%
i (53,8%) _
frente a Veh | 1l |

| |
66 (24,8%) 104 (39,1%)

TGF-8
frente a Veh TGF-B + RPV4 TGF-B + RPV8
228 Atenuadas
(46,2%) )

54 (23,7%) 43 (18,9%)

Figura IV.F.1. Efecto de RPV sobre el proteoma de células LX-2 activadas con
TGF-g (lll). Las células se trataron con Veh, TGF- (2,5 ng/mL) solo o en presencia de
RPV (4 o0 8 uM) durante 48 h (n=4). Los diagramas de Venn representan las proteinas
diferencialmente expresadas en la comparacion de TGF-3 frente a vehiculo, y cuya
expresion diferencial se atenua con el tratamiento con TGF-§ + RPV (4 o 8 uM).

179



Capitulo IV RESULTADOS

De manera complementaria, se analizaron los datos mediante un gréafico de
volcan (Figura IV.F.1 (IV)), donde se muestran las proteinas con mayor
significancia estadistica y mayor magnitud de cambio (al alza o a la baja).
Este analisis mostré cambios importantes en los patrones de expresion, tanto
de proteinas sobreexpresadas como infraexpresadas en todas las
comparaciones. En la comparativa de TGF- frente a vehiculo, se observo
una sobreexpresion de proteinas relacionadas con la fibrogénesis y la
deposicién de ECM, incluyendo SPARC, COL1A1, FBLN2 y TGFB1. Por otro
lado, se observo infraexpresada OSBPL6, una proteina involucrada en el
trafico de colesterol. El tratamiento con RPV 4 uyM, en comparacion con TGF-
B solo, resultd en la infraexpresidon de proteinas involucradas en la
fibrogénesis (COL18A1 y FN1), la proliferacion celular (PRKCZ) y la
migracion (FBLN2). Curiosamente, también se observé sobreexpresada
VPS37C, un componente de ESCRT-I que regula el trafico de las EV. Con
una mayor concentracion de RPV (8 uM) se observo la infraexpresion de
FADS3, una enzima implicada en la sintesis de acidos grasos. Entre las
proteinas sobreexpresadas se encontraron ARHGEF11 y ARHGAP18,
reguladoras de la actividad de las Rho GTPasas, y GORASP2, implicada en

el ensamblaje del aparato de Golgi.
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Figura IV.F.1. Efecto de RPV sobre el proteoma de células LX-2 activadas con
TGF-B (IV). Las células se trataron con Veh, TGF-B (2,5 ng/mL) solo o en presencia
de RPV (4 o 8 pM) durante 48 h (n=4). Graficos de volcan de las siguientes
comparaciones: TGF-f frente a vehiculo (A), TGF-8 + RPV4 frente a TGF- (B) y TGF-
B + RPV8 frente a TGF-B (C). En azul se muestran aquellas proteinas infraexpresadas
con un p valor <0,05 y un fold change por debajo de -1,5. En rojo se muestran las
proteinas sobreexpresados con un p valor <0,05 y un fold change por encima de 1,5.
Se muestran destacadas las proteinas con mayor significancia estadistica y mayor
magnitud de cambio (al alza o a la baja).

Con el objetivo de determinar las funciones bioldgicas enriquecidas en los
perfiles de expresion proteica de cada grupo experimental, se realizé6 un
analisis ORA utilizando la base de datos Reactome. Primero, para cada
comparacion se generaron dos listas de proteinas diferencialmente
expresadas con un p valor <0,05, una de las proteinas sobreexpresadas y
otra con las proteinas infraexpresadas. Posteriormente, ambas listas se
sometieron al analisis ORA y los 20 términos mas enriquecidos de cada
comparacién, con un p valor <0,05, se seleccionaron y representaron en
graficos de puntos. Como se muestra en la Figura IV.F.1 (V) A, el tratamiento
con TGF-B indujo, tal y como se esperaba, un enriquecimiento en términos
relacionados con la activaciéon de las HSC vy la fibrogénesis. Estos términos
incluyen la organizacion y desregulacion de la ECM, especificamente:

[organizacion de la ECM], [proteoglicanos de la ECM], [formacién de
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colageno], [biosintesis de colagenos y enzimas modificadores],
[desregulacion de la ECM], [ensamblaje de las fibras de colageno y otras
estructuras multiméricas], [trimerizacion de la cadena de colageno],
[entrecruzamiento de las fibras de colageno], [interacciones de laminina],
[formacion de fibras elasticas], [moléculas asociadas a las fibras elasticas] e
[interacciones de integrinas con la superficie celular]. También se observé
enriquecimiento en términos relacionados con la senalizacion por PDGF,
[sefializacion por PDGF], y con la motilidad celular mediada por el receptor
c-MET, [MET activa la sefializacion de PTK2], [MET promueve la motilidad
celular] y [sefalizacion por MET]. Ademas, el tratamiento con TGF-B
disminuyé la expresiéon de procesos biolégicos relacionados con la
proliferacion, el ciclo celular y la detoxificacion: [punto de control del ciclo
celular], [muerte celular programada], [preiniciacion de la replicaciéon del
ADN], [punto de control G2], [elongacion de la cadena de ADN] y
[detoxificacion de especies reactivas de oxigeno].

El cotratamiento con RPV 4 uM, sin embargo, indujo la sobreexpresion de
términos relacionados con la muerte celular y la autofagia: [muerte celular
programada], [autofagia], [fase de ejecucién apoptética], [mitofagia mediada
por receptor], [mitofagia mediada por PINK1] y [mitofagia]. Simultaneamente,
se observo un efecto inhibitorio sobre la activacion de las HSC y la
fibrogénesis, con una disminucion en los términos relacionados con la ECM:
[formacion de colageno], [biosintesis de colageno y enzimas modificadores],
[proteoglicanos de la ECM], [degradacion de la ECM], [ensamblaje de las
fibras de colageno y otras estructuras multiméricas], [trimerizacion de la
cadena de colageno], [degradacion de colageno], [interacciones de
integrinas con la superficie celular] e [interacciones de laminina]. Asimismo,
se observd un efecto inhibitorio sobre la [sefializacion por PDGF] y la
sefalizacion y motilidad celular mediada por c-MET, [sefAalizacion por MET],
[MET promueve la motilidad celular] y [MET activa la sefializacion de PTK2],

previamente incrementadas por el TGF-f (Figura IV.F.1 (V) B).
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Es importante destacar que este efecto inhibitorio sobre la activacién,
fibrogénesis y motilidad celular se mantuvo con la concentraciéon mas alta de
RPV (8 uM). En este caso, los términos mas enriquecidos regulados a la baja
incluyeron [organizacion de la ECM], [formacion de colageno], [biosintesis de
colageno y enzimas modificadores], [ensamblaje de las fibras de colageno y
otras estructuras multiméricas], [interacciones de integrinas con la superficie
celular], [interacciones de laminina], asi como la sefializacién y motilidad
celular mediada por c-MET, [sefalizaciéon por MET], [MET activa la
sefalizacion de PTK2] y [MET promueve la motilidad celular]. Ademas, indujo
la infraexpresidn de términos relacionados con la sintesis de colesterol como
[biosintesis de colesterol] y [regulacion de la biosintesis de colesterol por
srebp/srebf]. Finalmente, RPV 8 uM indujo la sobreexpresion de términos
relacionados con la via de sefalizacion de las Rho GTPasas: [ciclo de la Rho
GTPasa], [efectores de la Rho GTPasa], [ciclo de la RhoA GTPasal], [ciclo de
la RhoB GTPasa], [ciclo de la RhoH GTPasa] y [Rho GTPasa activa KTN1]
(Figura IV.F.1 (V) C).
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Figura IV.F.1. Efecto de RPV sobre el proteoma de células LX-2 activadas con
TGF-B (V). Las células se trataron con Veh, TGF-$ (2,5 ng/mL) solo o en presencia de
RPV (4 o 8 yM) durante 48 h (n=4). Se representan las 20 funciones biolégicas mas
enriquecidas (p ajustado <0,05), tanto sobreexpresadas como infraexpresadas para las
comparaciones de TGF-f frente a vehiculo (A), TGF-B + RPV4 frente a TGF-3 (B) y
TGF-B+ RPV8 frente a TGF- (C). En este grafico de puntos, el tamafio del punto
representa el nimero de proteinas del conjunto de proteinas analizado (count) que
estan asociadas a una funcion bioldgica especifica, lo que permite visualizar
rapidamente el grado de enriquecimiento. El color de los puntos indica el nivel de
significancia estadistica (p valor), con un gradiente de color que va desde rojo para los
p valores mas bajos (mayor significancia) hasta azul para los p valores mas altos
(menor significancia). EI GeneRatio, representado en el eje horizontal, indica la
proporcion de proteinas dentro del conjunto analizado que estan asociadas con una
funcién biolégica dada.
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IV.F.2. IDENTIFICACION DE LOS EXOSOMAS SECRETADOS POR LAS
HSC

Tras caracterizar el proteoma de las células secretoras, se identificaron y
caracterizaron las EV secretadas con el fin de verificar la eficacia del
protocolo de aislamiento y confirmar la obtencidn de exosomas. La
caracterizacion de las EV se realizd mediante TEM, NTA y protedmica. Los
analisis de TEM revelaron, en las cuatro condiciones experimentales, la
morfologia tipica en forma de copa y la estructura de doble membrana
caracteristicas de los exosomas (Figura IV.F.2 A). EI NTA confirm¢ el tamafio
esperado de los exosomas, con una distribucion de entre 165 y 229,2 nm
(Figura IV.F.2 B) y una concentracién de vesiculas aisladas de 1,3 a 21,4 x
100 (particulas/mL). Sin embargo, se observo una considerable variabilidad
en las concentraciones entre réplicas (Figura IV.F.2 C), atribuible a la
heterogeneidad inherente de las HSC en la produccion de exosomas,
fluctuaciones en el estado metabdlico, la eficiencia del proceso de
aislamiento de exosomas o la precision de los métodos de cuantificacion,

que puede verse afectada por agregados o particulas no exosomales.
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Figura IV.F.2. Identificacion de los exosomas aislados de LX-2. Las células se
trataron con Veh, TGF-f (2,5 ng/mL) solo o en presencia de RPV (4 o 8 uM) durante
48 h (n=4). A) Imagenes representativas de TEM. B) Distribucion del tamafio de
particulas medida por NTA (graficos representativos). C) Representacion de la
concentracion de particulas/mL (media £ SEM).

Por ultimo, el analisis protedmico reveld que las EV de todas las condiciones
experimentales expresaban proteinas clasicamente relacionadas con los
exosomas (222), como CD63, CD81, CD9, FLOT2, FLOT1, TSG101, HSP70,
HSP9O0, ALIX.
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IV.F. 3. EFECTO DE RPV EN EL CONTENIDO PROTEICO DE LOS
EXOSOMAS DE HSC ACTIVADAS POR TGF-8

Para validar el analisis protedmico, se compararon las 6607 proteinas
identificadas en las EV en el conjunto de condiciones, con las 5269 de la
base de datos ExoCarta (223). El diagrama de Venn (Figura IV.F.3 (I) A)
mostré coincidencia en 3164 proteinas (47,88 %), confirmando la naturaleza
exosomal de las EV y la fiabilidad del analisis, un resultado significativo
considerando la constante actualizacion de ExoCarta. Ademas, se realizd un
analisis comparativo mediante un diagrama de Venn para identificar
proteinas presentes en cada condicion experimental y las coincidencias entre
ellas. Solo se consideraron proteinas detectadas en al menos tres réplicas
de al menos una de las condiciones evaluadas. De estas, 233 proteinas
mostraron expresion comun en las cuatro condiciones experimentales
(Figura IV.F.3 () B).

A ExoCarta Exosomas
de HSC

B TGF-B (323) TGF-B + RPV4 (389)
18 27

Veh (523) 6 TGF-B + RPVS (521)

102 101

233

65 21

Figura IV.F.3. Efecto de RPV sobre el proteoma de exosomas secretados por LX-
2 activadas con TGF-B (I). Las células se trataron con Veh, TGF-$ solo (2,5 ng/mL) o
en presencia de RPV (4 o 8 yM) durante 48 h (n=4). A) Diagrama de Venn de las
proteinas identificadas en los exosomas de HSC frente a los presentes en ExoCarta.
B) Diagrama de Venn de las proteinas identificadas en cada condicién experimental.
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Para evaluar los patrones globales de expresion proteica en los exosomas
de HSC activadas tras el tratamiento con RPV, se realizé un PCA (Figura
IV.F.3 (ll)). Los resultados indicaron que no existia una diferenciacién clara
entre las condiciones experimentales, ya que todas las condiciones
mostraban un notable solapamiento en el grafico. Sin embargo, se observé
que la condicion TGF-B tendia a concentrarse en una region mas reducida
del grafico, lo que sugiere que la composicidn de los exosomas de este grupo
fue mas homogénea en sus réplicas en comparacion con las de las demas

condiciones experimentales.

Grupos

Veh
g . TGF-p + RPV4
. TGF-p+RPVS

TGF-p

PC2 (13.6% explained var)

PC1 (19.3% explained var.)

Figura IV.F.3. Efecto de RPV sobre el proteoma de exosomas secretados por LX-
2 activadas con TGF-B (Il). Las células se trataron con Veh, TGF-f8 solo (2,5 ng/mL) o
en presencia de RPV (4 o 8 uM) durante 48 h (n=4). El grafico PCA muestra los
patrones globales de expresion proteica de los exosomas de las cuatro condiciones
experimentales.

Con el fin de evaluar el impacto de la estimulacion con TGF- y el tratamiento
con RPV en la composicion proteica de los exosomas secretados por las
HSC, se gener6 un mapa de calor de agrupamiento jerarquico de
correlaciones de Pearson. El rango de valores de correlacion oscilaba entre
de 0,4 (azul, menor correlaciéon) a 1 (rojo, maxima correlacion). En la Figura

IV.F.3 (lll) se observa una alta variabilidad entre las réplicas, incluso dentro
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del mismo grupo experimental, reflejando la heterogeneidad inherente en la
composicion proteica de los exosomas. Si bien las réplicas de TGF-f+RPV
en ambas concentraciones tienden a agruparse, la falta de separacién clara
entre condiciones sugiere que los cambios inducidos por cada condicion
experimental en la composicion proteica de los exosomas que secretan son

moderados y que existe cierta variabilidad en la susceptibilidad a los distintos

tratamientos segun la réplica.
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Figura IV.F.3. Efecto de RPV sobre el proteoma de exosomas secretados por LX-
2 activadas con TGF-@ (lll). Las células se trataron con Veh, TGF-§ solo (2,5 ng/mL)
o en presencia de RPV (4 o 8 uM) durante 48 h (n=4). Mapas de calor con agrupamiento
jerarquico representando todas las réplicas bioldgicas en cada condicién experimental.
La escala de color indica la correlacion de Pearson entre las muestras, desde 0,4 (azul,

menor correlacion) hasta 1 (rojo, maxima correlacion).

Posteriormente, se realizd un analisis de expresion proteica diferencial para
identificar proteinas y vias moleculares que experimentan una modulacion
en los exosomas en respuesta a la activacion de las HSC y al tratamiento
con RPV. La comparacion del grupo tratado con TGF-$ frente al grupo

vehiculo reveld 26 proteinas diferencialmente expresadas (p <0,05). De
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estas, 14 (53,9 %) mostraron una sobreexpresion, mientras que 12 (46,2 %)
exhibieron una infraexpresioén en respuesta a la activacion por TGF-3. El
tratamiento con RPV atenud la expresion de un subconjunto de proteinas
moduladas significativamente por TGF-B. Concretamente, RPV 4 uM
contrarresté la expresion de 3 proteinas sobreexpresadas (21,4 %) y 1
infraexpresada por TGF-B (cadena gamma de fibrindgeno). Sin embargo,
RPV 8 uM unicamente fue capaz de atenuar 8 proteinas sobreexpresadas
por TGF-B (57,1 %), pero ninguna de las proteinas infraexpresadas por este
factor de crecimiento. Es importante destacar que, entre las proteinas
sobreexpresadas por TGF-B cuya expresion fue atenuada por el
cotratamiento con RPV, una proteina, la proteina soluble del dominio rico en
cisteina del receptor scavenger (SRCR5) mostrd este comportamiento con

ambas concentraciones del farmaco (4 uM y 8 uM) (Figura IV.F.3 (IV)).

TGF-B
frente a Veh TGF-B + RPV4 TGF-B + RPV8
Atenuadas
TGF-B
frente a Veh
Il ]
| |
3(21,4%) 8(57,1%)
TGF-B
frente Veh TGF-B + RPV4 TGF-B + RPV8
12
(46, 2%) Atenuadas -

1 (8,3%)

Figura IV.F.3. Efecto de RPV sobre el proteoma de exosomas secretados por LX-
2 activadas con TGF-B (IV). Las células se trataron con Veh, TGF-f (2,5 ng/mL) solo
o en presencia de RPV (4 o 8 uM) durante 48 h (n=4). Los diagramas de Venn
representan las proteinas diferencialmente expresadas en la comparaciéon de TGF-
frente a vehiculo, y cuya expresion diferencial se atenta con el tratamiento con TGF-8
+ RPV (4 0 8 uM).
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Complementariamente, se analizaron los datos mediante un grafico de
volcan, donde se muestran las proteinas con mayor significancia estadistica
y mayor magnitud de cambio (al alza o a la baja). Tal y como se observa en
la Figura IV.F.3 (V) A, en la comparacién entre TGF- y el vehiculo, se
observé una infraexpresion de proteinas relacionadas con la ECM, como
LAMAS5, AGRN y LAMCH1, y con la activacion de las HSC, como TGFB1. Por
otro lado, se sobreexpresaron proteinas como TPI1 (enzima glucolitica),
TNFAIP6 (implicada en la inflamacion) y CTNNB1 (B-catenina). El
tratamiento con TGF-8 + RPV 4 uM, comparado con TGF-f solo, disminuyo
la expresion de CTNNB1 (B-catenina) y proteinas relacionadas con
GTPasas, como RALA y RHOG, asi como KRAS (proteina involucrada en la
via RAS/MAPK). En contraste, se sobreexpresaron FGB (relacionado con la
formacion de coagulos) y PLOD1 (necesario para el ensamblaje de las fibras
de colageno) (Figura IV.F.3 (V) B). En cuanto a TGF- + RPV 8 uM frente a
TGF-B3, se observé una infraexpresion de COL1A1, TGFB1, SSC5D, PXDN
(relacionadas con la fibrogénesis y la ECM) y TPI1 (enzima glucolitica), la
cual se habia sobreexpresado con TGF-B solo. Se sobreexpresaron TUBA4A
(proteina del citoesqueleto), HGD (implicada en el metabolismo de
aminoacidos), FGB (implicada en la formacion de coagulos) y RAP1B

(implicada en el transporte intracelular) (Figura IV.F.3 (V) C).
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Figura IV.F.3 Efecto de RPV sobre el proteoma de exosomas secretados por LX-
2 activadas con TGF-B (V). Las células se trataron con Veh, TGF-8 solo (2,5 ng/mL)
o en presencia de RPV (4 o 8 pM) durante 48 h (n=4). Graficos de volcan de las
siguientes comparaciones: TGF-§ frente a vehiculo (A), TGF-+RPV4 frente a TGF-3
(B), TGF-B+RPV8 frente a TGF- (C). En azul se muestran aquellas proteinas
infraexpresadas con un p valor <0,05 y un logaritmo de fold change por debajo de -1,5.
En rojo se muestran los genes sobreexpresados con un p valor <0,5 y un logaritmo de
fold change por encima de 1,5. Se encuentran destacadas las proteinas con mayor
magnitud de cambio y significancia estadistica.

Por ultimo, el andlisis de enriquecimiento de rutas para los exosomas se
realizé de la misma manera que el analisis ORA previamente descrito para
las células. Se utilizd la base de datos Reactome, se generaron listas de
proteinas sobreexpresadas e infraexpresadas (p<0,05) para cada
comparacion, y se seleccionaron los 20 términos mas enriquecidos (p<0,05)
para su representacion grafica. Como se muestra en la Figura IV.F.3 (VI) A,
el tratamiento con TGF-B indujo un aumento en los términos relacionados
con la inactivacion de la via candnica de Wnt (dependiente de p-catenina) y
la activacion de la via no candnica de Wnt. Los términos sobreexpresados
para la via candnica incluyeron [degradacion de -catenina por el complejo
de destruccion], [desactivacion de [B-catenina por el complejo de
transactivacion] y [degradacién de DVL]. Para la via no candnica, el término
sobreexpresado fue [ruta Wnt independiente de B-catenina]. Ademas, se
observé como términos sobreexpresados mas enriquecidos [apoptosis],
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[muerte celular programada] y [estabilizacion de p53]. Los términos
infraexpresados mas relevantes se relacionaron con la fibrogénesis y la
coagulacién sanguinea: [degradacion de la ECM], [organizacién de la ECM],
[proteoglicanos de la ECM)], [interacciones de laminina], [sefalizacion de
integrinas], [interacciones de integrinas con la superficie celular], [cascada
de coagulacion para la formacion del coagulo de fibrina] y [via comun de
formacion del coagulo de fibrina].

Sin embargo, RPV 4 uM inhibié algunos procesos modulados por TGF-j,
contrarrestando su efecto sobre la coagulacion sanguinea y la ruta Wnt no
canonica. Concretamente, los exosomas de células tratadas con RPV 4 yM
regularon positivamente términos relacionados con la coagulacién, como
[activacion y agregacion plaquetaria)], [via comun de formacion del coagulo
de fibrina] y [cascada de coagulacion para la formaciéon del coagulo de
fibrina], a la vez que infraexpresaron la [ruta Wnt independiente de [3-
catenina]. Ademas, reguld a la baja términos relacionados con la
interleuquina-12 y quinasas: [expresion génica y proteica por la ruta de
sefalizacion JAK-STAT tras activacion por IL-12], [sefalizacién por
interleucinas], [sefalizacion por la familia IL-12], [eventos de p38 MAPK],
[sefalizacion a RAS] y [sefalizacion a ERK] (Figura IV.F.3 (VI) B).

El tratamiento con la concentracion mas alta de RPV (8 yM) mantuvo la
sobreexpresion de las vias relacionadas con la hemostasia y la formacién de
coagulos sanguineos. Sorprendentemente, los procesos de [L-12,
infraexpresados con RPV 4 uyM, se encontraron sobreexpresados con la
concentracion mas alta de este farmaco: [sefalizacion de IL-12] y
[senalizacion por la familia IL-12]. Como ocurria en el analisis del proteoma
de las células, los términos infraexpresados con la concentraciéon mas alta
de RPV se relacionaron con la activacion de HSC y la fibrogénesis:
[organizacion de la ECM], [proteoglicanos de la ECM], [ensamblaje de las
fibras de colageno y estructuras multiméricas], [formacion de colageno] e

[interacciones de integrinas con la superficie celular]. Finalmente, los
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exosomas de células tratadas con ambas concentraciones de RPV
compartieron términos infraexpresados relacionados con la motilidad celular

asociada a MET: [sefAalizacion por MET], [MET activa la sefalizacion de

PTK2] y [MET promueve la motilidad celular] (Figura IV.F.3 (VI) C).
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Figura IV.F.3. Efecto de RPV sobre el proteoma de exosomas secretados por LX-
2 activadas con TGF-B (VI). Las células se trataron con Veh, TGF-f3 solo (2,5 ng/mL)
o en presencia de RPV (4 o 8 uM) (n=4). Se representan las 20 funciones bioldgicas
mas enriquecidas (p<0,05), tanto sobreexpresadas como infraexpresadas para las
comparaciones de TGF- frente a vehiculo (A), TGF-B + RPV4 frente a TGF- (B) y
TGF-B+ RPV8 frente a TGF-B (C). En este grafico de puntos, el tamafio del punto
representa el nimero de proteinas del conjunto de proteinas analizado (count) que
estan asociadas a una funcion bioldgica especifica, lo que permite visualizar
rapidamente el grado de enriquecimiento. El color de los puntos indica el nivel de
significancia estadistica (p valor), con un gradiente de color que va desde rojo para los
p valores mas bajos (mayor significancia) hasta azul para los p valores mas altos
(menor significancia). El GeneRatio, representado en el eje horizontal, indica la
proporcion de proteinas dentro del conjunto analizado que estan asociadas con una
funcién bioldgica dada.
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SECCION G. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE RPV EN UN
MODELO IN VIVO DE REGENERACION HEPATICA 70 %.

Dado que estudios previos del grupo reportaron un posible papel
regenerador de RPV, se propuso evaluar su efecto en un modelo murino de
RH por HPx 70 %.

IV.G.1. EFECTO DE RPV EN LA RECUPERACION HEPATICA Y
MARCADORES PLASMATICOS

El objetivo inicial fue evaluar el efecto de RPV en la recuperacion de la masa
hepatica durante los 7 dias posteriores a la HPx del 70 %. Aunque el peso
corporal de los ratones se mantuvo estable en todos los grupos
experimentales durante el protocolo, el peso del higado de los ratones
sometidos a HPx (tanto de RPV como de vehiculo), disminuyo
significativamente en los dias 1y 2 postoperatorios. Esta reduccion inicial fue
seguida por un aumento notable en el dia 3, estabilizandose hasta el dia 7.
Sin embargo, el peso del higado no llegé a alcanzar completamente el de los
ratones del grupo control (ratones Sham sacrificados a dia 7 tras la cirugia).
Ademas, no se observaron diferencias significativas en el peso del higado
entre los ratones tratados con vehiculo y con RPV. Del mismo modo, el
coeficiente hepatico (CE), calculado como la proporcion entre el peso del
higado y el peso corporal, no mostré diferencias significativas entre los
ratones tratados con RPV y aquellos que recibieron vehiculo durante el
estudio. Ambos grupos experimentaron una disminucion significativa del CE
en los dias 1 y 2 postoperatorios en comparacion con el grupo control.
Aunque se observé un ligero aumento en el CE de ambos grupos en el dia
3, ni el grupo RPV ni el grupo vehiculo alcanzaron el valor del grupo control.
A dia 7, unicamente el grupo tratado con vehiculo mostrd una disminucién
significativa del CE en comparacion con el grupo control (Figura IV.G.1 A).
La capacidad regenerativa del higado observada en ambos grupos
experimentales se confirma en las imagenes representativas de la Figura
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IV.G.1 B, donde se aprecia un aumento progresivo del tamafo del higado a
medida que transcurren los dias desde la cirugia, hasta aproximarse al
tamafio del grupo control. Las imagenes corresponden al grupo vehiculo, ya
qgue no existian diferencias con RPV en la recuperacion de la masa hepatica
en ninguno de los dias postoperatorios. Por ultimo, se evalud la funcion
hepatica mediante los marcadores plasmaticos AST y ALT, cuya alteracion
se asociada con la patologia hepatica. Los ratones sometidos a HPx y
sacrificados un dia después de la cirugia mostraron un aumento significativo
en los niveles plasmaticos de estas enzimas, normalizandose en los dias
posteriores (2, 3 y 7). En linea con los resultados anteriores, no se
encontraron diferencias significativas en los niveles de estas enzimas entre
los dos tratamientos experimentales (RPV y vehiculo). Cabe destacar que,
para el parametro AST, solo se obtuvo un valor para el grupo HPx-Vehiculo,
limitacion atribuida a valores fuera de rango obtenidos durante la medicion y
a la imposibilidad de extraer suficiente volumen de sangre en el dia posterior
al procedimiento de HPx (Figura IV.G.1).
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ven

AST (ULL)

Figura IV.G.1. Evaluacion de peso corporal, peso y coeficiente hepatico, y
enzimas hepaticas en el modelo de HPx. A) Evolucion del peso corporal, peso y
coeficiente hepatico en todos los grupos experimentales (n=6-8). B) Imagenes
representativas de la evolucién del higado en los ratones tratados con vehiculo. C)
Determinaciones plasmaticas de las enzimas hepaticas AST (n=1-8) y ALT (n=4-8). Los
datos (media £ SEM) se analizaron mediante un test ANOVA de una via seguido de un
test de Bonferroni para cada grupo de tratamiento de manera independiente (RPV o
vehiculo), comparando los valores de cada punto temporal postcirugia con los de su
respectivo control (Sham sacrificados a dia 7) (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 y ****
p<0,0001).

IV.G.2. EFECTO DE RPV EN LA EXPRESION DE MARCADORES DE
PROLIFERACION Y HEPATOCITOS DIFERENCIADOS

Dado que la recuperacion del higado tras una HPx depende principalmente
de la proliferacion celular (por parte de los hepatocitos), se evalué el efecto
de RPV en este proceso crucial. Para ello, se analizd la expresién proteica
del antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA, por sus siglas en
inglés), un marcador crucial en la replicacion del ADN. Se observd un
aumento significativo en la expresion de este marcador a dia 3 postcirugia
en ambos tratamientos experimentales, mientras que solo RPV mostrd un
aumento significativo en el dia 2 (Figura IV.G.2). En ambos tratamientos, a
dia 7 se observo que la expresion del marcador estudiado de proliferacion
tendio a recuperarse, resultando en valores similares a los del grupo control.
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En conjunto, tal y como se esperaba de acuerdo con los resultados del peso
del higado, el tratamiento con RPV no mostré diferencias significativas

respecto al vehiculo.
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Figura IV.G.2. Evaluacién de la expresion proteica del marcador de proliferaciéon
PCNA. A) Iméagenes representativas de WB para PCNA. Se representan 2-3 ratones
por cada una de las condiciones descritas. B) Cuantificacion de la expresion de la
proteina mediante analisis densitométrico de las imagenes de WB. La expresion de
PCNA se normalizé frente a la de GAPDH. Los datos representan la media + SEM
(n=4-5) y se expresan en relacién con el grupo control de cada tratamiento
experimental (vehiculo o RPV), que se considerd el 100 %. El analisis estadistico se
realizé mediante un test ANOVA de una via seguido de un test de Bonferroni para cada
grupo de tratamiento de manera independiente (RPV o vehiculo), comparando los
valores de cada punto temporal postcirugia con los de su respectivo control (Sham
sacrificados dia 7) (* p<0,05 y ** p<0,01).

Con el objetivo de descartar posibles efectos de RPV sobre la RH en el
modelo experimental utilizado, y a pesar de la ausencia de diferencias
significativas en el peso hepatico tras la administracion de RPV, se llevo a
cabo un analisis de la expresion génica y proteica de albumina, un marcador
especifico de la diferenciacién de los hepatocitos. Como se observa en la

Figura IV.G.3 A, B, la expresion proteica de este marcador revelo diferencias
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entre los dos grupos de tratamiento tras la HPx. Mientras que el grupo tratado
con vehiculo mostré un aumento en la expresion de albumina en los dias 3
(de manera significativa) y 7 tras el procedimiento quirurgico, en el grupo
tratado con RPV no se observo este efecto, mostrandose un valor estable en
todos los dias post-HPx, con una ligera disminucién a dia 1.

En cuanto a la expresién génica, el grupo tratado con vehiculo presentd un
aumento en los niveles de mRNA a los 7 dias tras la cirugia, similar al
observado en el grupo tratado con RPV. Sin embargo, el punto de menor
expresion para el grupo vehiculo se encontré en el grupo control. En el grupo
RPV, por el contrario, se observaron los mayores niveles de mRNA en el
grupo control y a los 7 dias tras la cirugia y la expresion disminuyé al dia

siguiente de la intervencion (Figura IV.G.3 C).
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Figura IV.G.3. (Pagina anterior) Evaluacion de la expresiéon génica y proteica del
marcador de hepatocito diferenciado albimina en el modelo de HPx. A) Imagenes
representativas de WB para albumina. Se representan 3 ratones por cada una de las
condiciones descritas. B) Cuantificacion de la expresion de proteinas mediante analisis
densitométrico de las imagenes de WB. La expresidn de albumina se normalizé frente a la
de GAPDH. Los datos representan la media £+ SEM (n=5) y se expresan en relacién con el
grupo control de cada tratamiento experimental (vehiculo o RPV), que se considero el 100
%. C) Expresion génica relativa de Alb analizada mediante RT-gPCR. Los datos
representan la expresion relativa respecto a la media de los datos del control vehiculo (que
se consider6 1), se normalizaron en funcion de la expresion del gen Actb y se muestran
como la media + SEM (n=5). El andlisis estadistico se realizé mediante un test ANOVA de
una via seguido de un test de Bonferroni para cada grupo de tratamiento de manera
independiente (RPV o vehiculo), comparando los valores de cada punto temporal

postcirugia con los de su respectivo control (Sham sacrificados a dia 7) (* p<0,05).

IV.G.3. EFECTO DE RPV EN LAS PRINCIPALES RUTAS DE
REGENERACION HEPATICA

Con el objetivo de reforzar los hallazgos previos, se procedié a analizar dos
rutas clave implicadas en este proceso. En cuanto al analisis de los niveles
proteicos del factor de transcripcion STAT3 (STAT3 total), ninguno de los dos
tratamientos mostré cambios en los dias 1 y 2 posteriores al procedimiento
quirdrgico. Sin embargo, mientras que el grupo vehiculo exhibié una
disminucion significativa de la expresion de STAT3 a dia 7 en comparacion
con el control, el grupo tratado con RPV mostré un aumento significativo a
dia 3y 7. Por otro lado, tanto vehiculo como RPV mostraron un aumento de
la expresion de pSTAT3 en los dias 1 y 2 post-HPx, pero solo RPV alcanzé
la significancia estadistica. En ambos casos, a dia 7 pSTAT3 disminuyo de
manera notable la expresion, alcanzandose valores similares al control. Al
analizar estos datos mediante el ratio pSTAT3/STAT3, lo que refleja la
activacion de este factor de transcripcion, se obtuvo, tanto en el grupo tratado
con RPV como en el tratado con vehiculo, un aumento significativo del ratio
a dia 1 postcirugia, con una disminucion progresiva en los dias posteriores.
Sin embargo, solo RPV mostro significancia estadistica de la activacion de

STAT3 dos dias después del procedimiento quirirgico
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Figura IV.G.4. Evaluacion de la activacion de STAT3 en el modelo de HPx. A)
Imagenes representativas de WB para STAT3 y pSTAT3. Se representan 3 ratones por
cada una de las condiciones descritas. B) Cuantificacion de la expresion de proteinas
mediante andlisis densitométrico de las imagenes de WB. La expresion de STAT3 y
pSTAT3 se normalizé frente a la expresion de GAPDH. Los datos representan la media
+ SEM (n=5) y se expresan en relacion con el grupo control de cada tratamiento
experimental (vehiculo o RPV), que se considerd el 100 %. El analisis estadistico se
realizé mediante un test ANOVA de una via seguido de un test de Bonferroni para cada
grupo de tratamiento de manera independiente (RPV o vehiculo), comparando los
valores de cada punto temporal postcirugia con los de su respectivo control (Sham
sacrificados a dia 7) (* p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001).
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Para investigar el efecto del tratamiento con RPV en la via de sefializacion
Hippo, se analiz6 la expresion del factor de transcripcion YAP y su forma
inactiva (pYAP). Ambos grupos presentaron un ligero aumento de YAP en
los primeros dias post-HPx (dia 1 y 2 vehiculo, dia 2 y 3 RPV). Sin embargo,
el andlisis de la fosforilacion de YAP revelo6 diferencias interesantes entre
ambos grupos. Mientras que el grupo tratado con vehiculo mostré una
tendencia a la baja en los niveles de pYAP durante los primeros 3 dias
después de la HPx, el grupo tratado con RPV presentd un patron distinto.
Concretamente, se observd una disminucién significativa de pYAP en los
dias 1 y 7, mientras que en los dias 2 y 3 se evidencié una tendencia al
aumento, sin llegar a alcanzar los niveles del grupo control en ningun punto
temporal.

inamente, se observd que ambos tratamientos disminuian de manera
significativa el ratio pYAP/YAP en los dias 2 y 3 después de la HPx,
mostrandose una tendencia a aumentar a dia 7. En cambio, unicamente RPV
mostré una disminucion significativa del ratio el dia posterior a la cirugia
(Figura IV.G.5).
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Figura IV.G.5. Evaluacion de la inactivacion de YAP, proteina clave en la ruta de
sefalizacion Hippo. A) Imagenes representativas de WB para YAP y pYAP. Se
representan 3 ratones por cada una de las condiciones descritas. B) Cuantificacion
de la expresion de proteinas mediante analisis densitométrico de las imagenes de
WB. La expresion de YAP y pYAP se normalizé frente a la expresion de GAPDH. Los
datos representan la media + SEM (n=5) y se expresan en relacion con el grupo
control de cada tratamiento experimental (vehiculo o RPV), que se considerd el 100
%. El analisis estadistico se realizé mediante un test ANOVA de una via seguido de
un test de Bonferroni para cada grupo de tratamiento de manera independiente (RPV
o vehiculo), comparando los valores de cada punto temporal post-cirugia con los de
su respectivo control (Sham sacrificados a dia 7) (* p<0,05, ** p<0,01).
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Las EHC constituyen un gran desafio para la salud publica a nivel mundial
debido a su alta prevalencia y las considerables tasas de mortalidad asociadas.
A pesar de los avances terapéuticos, como la reciente aprobacién de
resmetirom para MASLD (224), la fibrosis, un proceso clave en la progresion de
las EHC, aln carece de terapias especificas. La evolucion de las EHC a etapas
mas avanzadas, como la cirrosis, se asocia con un aumento de la morbilidad y
la mortalidad. Este proceso es potencialmente reversible en sus etapas iniciales
mediante cambios en el estilo de vida o la aplicacion de terapias farmacoldgicas
que eliminen los factores etioldgicos; sin embargo, estas aproximaciones no
siempre son posibles, efectivas o duraderas, por lo que resulta de vital
importancia el desarrollo de terapias antifibréticas especificas y eficaces
(225,226). En la busqueda de terapias antifibroticas a nivel hepatico, las
investigaciones actuales exploran diversas estrategias que abarcan diferentes
tipos celulares y mecanismos moleculares. Estas incluyen, entre otras, la
proteccion de los hepatocitos frente a la apoptosis, la mitigacion del estrés
oxidativo, efectos sobre el metabolismo de glucidos y lipidos, la prevencion de
la activacion de las HSC, la modulacion de importantes vias de sefializacion
como las mediadas por TGF-, PPARs, FXR y Wnt/B-catenina y la regulacion
de la microbiota intestinal y el sistema inmunitario. Si bien se ha progresado en
la investigacion, la mayoria de los farmacos antifibroticos permanecen en fase
de desarrollo preclinico y no superan los ensayos clinicos (119). Una estrategia
prometedora en el desarrollo de nuevos tratamientos para la fibrosis hepatica
es el reposicionamiento farmacoldgico, que consiste en la utilizacion de
farmacos ya existentes para nuevas indicaciones terapéuticas. Nuestro grupo
de investigacion ha demostrado previamente que el farmaco antirretroviral RPV
posee propiedades hepatoprotectoras, interfiriendo en el desarrollo de fibrosis
hepatica en diversos escenarios experimentales in vitro, ex vivo e in vivo (182—
185). No obstante, los mecanismos moleculares subyacentes a estos efectos
no se han dilucidado completamente. Dado el papel fundamental de las HSC en

el desarrollo de la fibrosis hepatica, esta tesis se centra en el estudio in vitro de
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los mecanismos moleculares por los cuales RPV modula la fibrogénesis de las
HSC.

Frente a una lesion hepatica, las HSC experimentan una profunda
reprogramacion durante su activacion que no se limita a cambios fenotipicos,
como la adquisicion de un fenotipo miofibroblastico, sino que también abarca
alteraciones significativas en una amplia gama de procesos celulares, entre los
que se incluyen la funcion mitocondrial, la autofagia, la migracion, la
proliferacion, y la secrecion y composicion de EV (227-229).

Diversos estudios han investigado los cambios transcriptomicos que ocurren
durante la activacion de las HSC, utilizando una variedad de metodologias y
lineas celulares (225,230-233). En nuestro estudio empleamos TGF-f como
estimulante, ya que se ha descrito como el principal ligando que induce el
cambio en el perfil transcripcional que conlleva la activacion de las HSC (234).
El anadlisis de secuenciacion de ARN reveld 2521 DEGs sobreexpresados y
2701 infraexpresados en las hHSC activadas con TGF-f3 respecto a las células
no estimuladas (tratadas con vehiculo), evidenciando un claro perfil diferencial
en la transdiferenciacion de las HSC. La modulacion génica observada engloba
procesos bioldgicos cruciales para la activaciéon de las HSC, incluyendo la
sintesis de colageno y otras proteinas de la ECM, o la adhesién celular, de
acuerdo con lo reportado en la bibliografia sobre los cambios transcriptomicos
asociados a la activacion de las HSC (230,235,236). Ademas, se observé un
enriquecimiento de genes relacionados con el trafico entre el aparato de Golgi
y el ER, lo que sugiere un aumento en la sintesis y secrecién de proteinas. Este
hallazgo se correlaciona con el incremento previamente observado de la
produccién de proteinas de la ECM, respaldando el conocimiento existente de
que la activacion de las HSC inducida por TGF-B promueve una mayor
produccién y secrecion de componentes de la ECM. El aumento en el trafico
Golgi-ER destaca la importancia del aparato de Golgi en la activacion de las
HSC, dado que desempena un papel crucial en el procesamiento, modificacion
y transporte de proteinas secretadas implicadas en la fibrosis hepatica. Si bien
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se ha descrito que la interferencia con la estructura del aparato de Golgi puede
inhibir la expresién de componentes de la ECM, se requiere mayor investigacion
para comprender por completo los mecanismos precisos que rigen la
adaptacion organular durante la activacion de las HSC, incluyendo la expansion
del aparato de Golgi y su impacto en la secrecion de proteinas de la ECM (237—-
240).

Mas alla de la caracterizacion transcriptomica de la activacion de las HSC, la
secuenciacion de ARN se ha empleado en distintos estudios para evaluar los
efectos de moléculas antifibréticas en estas células con el objetivo de identificar
potenciales dianas para la fibrosis hepatica. Un estudio mostré que ML290, un
agonista del receptor de relaxina RXFP1 con propiedades antifibréticas tanto in
vivo como in vitro, modulaba procesos clave en la activacion de LX-2
estimuladas por TGF-f, incluyendo la regulacion de la ECM, la deposicién de
colageno y la sefalizaciéon del factor de transcripcion p53 (241). De manera
similar, la kisspeptina, un neuropéptido con propiedades antifibréticas,
disminuye la expresion de genes relacionados con la ECM en células LX-2
activadas con TGF-B (242). De acuerdo con estos hallazgos, observamos que
RPV modula a la baja procesos relacionados con la organizacion ECM vy la
sintesis de colageno, ademas de observarse un efecto proapoptotico mediado
por p53.

El acido retinoico todo-trans (RA), un metabolito activo de la vitamina A, ha
demostrado su capacidad para inhibir la proliferacion de las HSC y la
acumulacién de colageno en varios modelos murinos de fibrosis hepatica (243).
Concretamente, se ha observado que, en HSC activadas, RA atenua la
fibrogénesis mediante la inhibicidon de produccién de colageno, la reduccioén del
estrés oxidativo y la alteracion de la estructura del aparato de Golgi (244,245).
En linea con este estudio, nuestro analisis revel6 que la concentracién mas alta
de RPV presentaba, entre los términos infraexpresados mas relevantes,
aquellos relacionados con el transporte Golgi-ER, correlacionandose con la

reduccion de la sintesis de proteinas de la ECM.
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La activacion de las HSC se caracteriza por la pérdida de gotas lipidicas que
contienen triacilgliceroles, ésteres de colesterol y ésteres de retinol (246).
Nuestro estudio observd una disminucién en los genes relacionados con la
biosintesis de lipidos (colesterol y acidos grasos) tras la administracion de RPV.
Si bien la transdiferenciacion de las HSC quiescentes a un fenotipo activado se
asocia tradicionalmente con una disminucion en la biosintesis de lipidos (247),
estudios recientes sugieren una relacion mas compleja entre el metabolismo
lipidico y la activacion de las HSC. Se ha demostrado que la reduccién de la
acumulacién de lipidos en las HSC mediante la inhibicién de la lipogénesis de
novo, puede restringir su activacién y modular la fibrogénesis (139,248). Por
ejemplo, firsocostat, un farmaco que inhibe la acetil-CoA carboxilasa (enzima
clave en la lipogénesis), ejercié un efecto antifibrogénico en HSC activadas en
cultivo, asociandose con el bloqueo de la glucdlisis y la OXPHOS (139).

Dado que las HSC activadas contribuyen a la fibrosis hepatica no solo mediante
la induccion de factores profibroticos, sino también por su proliferacion y
migraciéon para reparar el dafio tisular, se realizdé un estudio para evaluar el
efecto de RPV sobre estos procesos. En este contexto, se empled PDGF-£,
una potente citoquina inductora de la proliferaciéon, migracién y quimiotaxis de
las HSC (249-251). Investigaciones previas han demostrado que ciertos
compuestos con propiedades antifibréticas, como el flavonoide baicalina, tienen
la capacidad de reducir la proliferacion de células HSC-T6 inducida por el
PDGF-BB (252). De manera similar, polidatin, otro compuesto natural con
propiedades antifibroticas, también ejerce una actividad antiproliferativa en
células LX-2 estimuladas por el mismo mitégeno (253). Nuestros hallazgos son
coherentes con estas observaciones, ya que evidencian que RPV contrarresta
el incremento de la proliferacion de las HSC inducido por el PDGF-B. Esta
reduccion en la proliferacion es particularmente evidente en el analisis de la
expresion génica de CCND1 y en el recuento celular, siendo notable que RPV,

en este estudio, no afecto la viabilidad celular.
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En un entorno de dafio hepatico, las HSC activadas no solo proliferan, si no que
migran hacia las areas lesionadas para iniciar el proceso de reparacion (254).
Estudios con la linea celular LX-2 y HSC primarias de rata han demostrado que
factores de crecimiento como PDGF- estimulan la migracion quimiotactica de
estas células hacia el sitio de la lesion (255). Nuestros resultados del ensayo de
quimiotaxis corroboran las observaciones previas, mostrando un incremento
notable en la migracion de las HSC hacia la camara inferior de la camara de
Boyden tras 48 h de tratamiento con PDGF-Bf. De igual modo, el ensayo de
cierre de la herida demostré que PDGF-38 inducia una ligera aceleracion en el
cierre a las 24 h, si bien el cierre completo no se alcanzaba hasta las 48 h. Esta
progresion difiere de la observada en otro estudio con HSC primarias de raton
activadas con el mismo estimulo, donde el cierre completo de la herida se
alcanza a las 24 h (256). Esta discrepancia podria atribuirse, entre otros
factores, a la menor concentracion de PDGF-B utilizada en nuestro analisis (10
ng/mL) con respecto a la empleada en este estudio (50 ng/mL). Si bien RPV
atenu6 el efecto del estimulo tanto en el ensayo de quimiotaxis como en el de
cierre de la herida, resaltando su efecto inhibitorio sobre la migracion de las
HSC, la modulacion de la proliferacion de las HSC previamente descrita para
RPV requiere ensayos adicionales en un medio libre de FBS o con el compuesto
quimioterapéutico mitomicina C (257) para minimizar la proliferacién celular vy,
de este modo, atribuir las variaciones observadas exclusivamente a la
migracion, en lugar de a un efecto combinado de migracién y proliferacion.

Tras observar las alteraciones en la proliferacion y migracion celular inducidas
por RPV in vitro, nos centramos en dilucidar las bases moleculares de estos
cambios. Para ello, y considerando la via de sefalizacion del PDGF-B,
decidimos investigar varios efectores de esta citoquina, incluyendo las MAPK
(ERK1/2, JNK y p38) y la via de sefializacién mediada por PI3K/Akt, ambos
relacionados con procesos celulares claves como la proliferacion, migracion,
supervivencia, apoptosis y crecimiento celular (5,258). En cuanto a las MAPK,

demostramos, de acuerdo a lo reportado en la literatura (259-262), que la
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estimulacion con PDGF-BB induce un incremento en la fosforilacion de JNK1/2
y ERK1/2 en las hHSC, mientras que RPV tiende a contrarrestar el efecto
inducido por PDGF-B en la fosforilacion de JNK1/2. Este hallazgo concuerda
con un estudio previo que describe que el compuesto natural Paeoniae radix
reduce la migracion de las HSC (LX-2) activadas por PDGF-BB mediante la
inhibicion de quinasas efectoras como pJNK1/2, pp38 y pERK (263). A
diferencia de pERK1/2 y pJNK1/2, no observamos un incremento en la
fosforilacion de p38 tras la estimulacion con PDGF-3, si bien otros estudios
reportaron un aumento en la actividad de p38 en HSC (LX-2) con una exposicion
mas breve a PDGF-Bf (5 min) (263). En el caso de ERK1/2, a pesar de que si
gue demostramos una activacion por PDGF-B3, corroborando hallazgos previos
(260), RPV no produjo ningun cambio en la activacién de esta quinasa. Esta
respuesta diferencial a RPV dentro de la cascada de senalizacion MAPK
(tendencia a la inhibicion de algunas quinasas, como JNK1/2, pero no de otras,
como ERK1/2) plantea varias hipétesis. Una posibilidad es que el tiempo de
exposicion a PDGF-BB (10 min) deba variar dependiendo de la quinasa que se
esté estudiando, lo que podria explicar la ausencia de efecto de RPV sobre
ERK1/2 y p38. Ademas, la complejidad de la sefializacion MAPK, con la posible
participacion de factores adicionales no considerados en este estudio, también
podria contribuir a estos resultados. Finalmente, no se descarta una selectividad
de RPV por ciertas quinasas.

Considerando otros efectores de PDGF- 33, como Akt, observamos un aumento
en su fosforilacion tras la estimulacion con PDGF-B, en linea con lo reportado
en la literatura (262), mientras que el tratamiento con RPV tendié a disminuir
dicha fosforilaciéon. Un estudio similar reporté que, roseotoxina B, un agente
antifibrético natural, inhibe varias quinasas activadas por PDGF-3, como pAkt
y PERK en HSC de rata (CFSC-8B) (262). Los resultados obtenidos del analisis
de los efectores de PDGF-3 sugiere que el mecanismo de accion de RPV no
se limita unicamente a la via de MAPK, indicando que existe una interrelacion

entre las vias de sefializacion que requiere mayor investigacion.
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Dado que el PDGF-BB, ademas de su reconocido papel en la proliferacion y
migracion de las HSC, también influye en la fibrogénesis, se evalud el efecto de
RPV en varios marcadores de este proceso en hHSC activadas por dicho
estimulo. Si bien no observamos cambios en los niveles de Col1a1, a-SMA y
PDGRB ftras la estimulacion con PDGF-BB, RPV disminuyé la expresion de
estos marcadores de forma dependiente de la concentracién, confirmando, de
nuevo, su papel modulador de la fibrogénesis. La falta de respuesta esperada
de PDGF-BB podria atribuirse a la variabilidad interindividual respecto al grado
de activacion, dado que las hHSC utilizadas en nuestro estudio fueron aisladas
de pacientes sometidos a cirugia hepatobiliar, por lo que es posible la presencia
de dafio hepatico basal que afectara a la capacidad de las hHSC para responder
adecuadamente a la estimulacion. Esto podria justificar que, en la literatura,
estudios realizados en la linea celular LX-2 si observaran, con la misma
concentracion de PDGF-BB utilizada en nuestro estudio, un aumento en la
expresion de a-SMA y colageno (264).

Se han implicado varios procesos en la resolucién de la activacion de las HSC,
como la muerte celular (incluida la apoptosis), la senescencia celular, la
reversion a un estado quiescente y la modulacidon de la autofagia. Estudios
previos del grupo demostraron la implicacion de la autofagia en los efectos
hepatoprotectores y antifibroticos de RPV in vivo. Especificamente,
concentraciones clinicamente relevantes de RPV indujeron un incremento en la
autofagia en dos modelos murinos de dafio hepatico: el modelo de MASLD
inducido por dieta rica en grasas vy la fibrosis inducida por CCls (185). En esta
linea, varios estudios han reportado una disminucion de la autofagia en
muestras de higado total, tanto de modelos in vivo de MASLD como en
pacientes que padecen esta patologia (265-268). Dado que los estudios con
muestras de higado completo no diferencian entre los distintos tipos celulares,
y la mayoria de investigaciones han profundizado unicamente en el efecto de
este proceso en los hepatocitos (265,267), no es posible descartar la

contribucion de otros tipos celulares al efecto observado a nivel de higado total.
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Por lo tanto, para determinar el papel de la autofagia en las HSC activadas y el
efecto de RPV en este proceso, en esta tesis realizamos experimentos in vitro
en la linea celular LX-2 empleando como estimulo TGF-B. Numerosas
investigaciones han explorado la implicacién de la autofagia en la activacion de
las HSC (83); sin embargo, como se regula este proceso y de qué manera
interfiere en la transdiferenciacion de las HSC sigue siendo un tema de debate.
Tradicionalmente, la autofagia se ha considerado un mecanismo profibrético en
las HSC, respaldado por diversos estudios in vivo e in vitro (269-276). No
obstante, estudios recientes sugieren un rol mas complejo para la autofagia en
la activacion de las HSC, incluyendo un posible efecto antifibrético (277,278).
Especificamente, se ha observado que la induccion farmacolégica de una
autofagia excesiva puede desencadenar la muerte celular en HSC activadas
(279,280) y regular negativamente los niveles de mediadores profibroticos
clave, como el colageno y los exosomas profibrogénicos (281,282). Como
ejemplo, un estudio realizado en HSC de rata (JS1) demostré que resveratrol
inhibe la activacion de las HSC mediante la induccion de la autofagia y apoptosis
(283). En concordancia con estos hallazgos, observamos que RPV potencia la
autofagia en las HSC activadas por TGF-, como asi lo demuestran los
marcadores clasicos de autofagia analizados, que indican que RPV incrementa
la formacion de lisosomas y estructuras autofagicas y acelera el flujo autofagico.
Si bien confirmamos la induccién de la autofagia por TGF-$ en las HSC, en linea
con estudios previos (269,284), este hallazgo contrasta con otra investigacion
que sugiere que TGF-B disminuye la tasa de formacién de autofagosomas (285).
Para comprender estas discrepancias, es importante considerar las diferencias
metodoldgicas entre los estudios. Por ejemplo, este estudio utilizo HSC de rata
primarias, una concentracion diferente de TGF-B (5 ng/mL respecto a 2,5 ng/mL
en nuestro estudio) y parametros distintos para medir la actividad lisosomal.
Ademas, esta investigacion no observé cambios en los niveles de ATG5 y ATG7
ni a nivel proteico ni génico tras el tratamiento con TGF-B, y reporté una

disminucion de p62 a nivel génico y proteico (lo que se asocia a un aumento de
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la autofagia) a las 24 h, mientras que en nuestro estudio esta disminucion se
observé a las 48 h. Por otro lado, evaluaron proteinas como mTOR o P70S6K
(una quinasa activada por mTOR), ausentes en nuestra investigacion. Estas
diferencias en el disefio experimental, incluyendo el tipo de células, la
concentracion de TGF-(3, los parametros analizados y los tiempos de incubacion
podrian explicar las discrepancias entre los resultados.

Estudios posteriores realizados por nuestro grupo sobre el proceso de autofagia
en relacion con la activacion de las HSC demostraron varios aspectos cruciales.
Por un lado, observamos que el aumento de autofagia inducido con RPV parece
estar involucrado en la capacidad del farmaco para inducir la muerte celular
(185). Este hallazgo es relevante dado que, entre las estrategias propuestas
para tratar la fibrosis hepatica, el aumento de la apoptosis en las HSC activadas
se considera un enfoque prometedor. De hecho, nilotinib y sorafenib, dos
inhibidores de quinasas utilizados como farmacos antineoplasicos vy
recientemente reportados como potenciales antifibréticos, inducen apoptosis y
muerte celular autofagica en las HSC activadas (286,287). Por otro lado,
descubrimos que, si bien la muerte celular de las HSC inducida por RPV esta
relacionada con la autofagia, el efecto del farmaco sobre la fibrogénesis
(evaluada por la expresién de Col1a1) es independiente de este proceso.
Ademas, demostramos que no existe una correlacidn directa entre la
fibrogénesis y la viabilidad celular, lo cual es de especial interés, ya que sugiere
que la muerte de las HSC y la reversién de su activacion son procesos
independientes, al menos bajo ciertas circunstancias (185).

Numerosos estudios han demostrado el potencial antifibrético de las estatinas
en la fibrosis hepatica (288—-290). La SV, por ejemplo, mejora el prondstico de
la fibrosis asociada a MASLD mediante la modulacion de la expresion de la
oxido nitrico sintasa endotelial y la 6xido nitrico sintasa inducible, asi como con
la inhibicion de la activacion de las HSC en un modelo in vivo de MASLD (291).
La fluvastatina, por otro lado, inhibe in vitro la activacion de las HSC (HSC-T6)

inducida por el efecto paracrino de los hepatocitos, e in vivo atenua la activacion
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de las HSC vy la fibrogénesis hepatica inducida por esteatosis a través de la
mitigacion de la inflamacion y el estrés oxidativo (292). En un estudio
transversal analitico que empled la elastografia transitoria para evaluar la
fibrosis, se observo una correlaciéon entre la administracion de estatinas y una
menor probabilidad de desarrollar fibrosis hepatica avanzada en pacientes con
diabetes de tipo 2 (293). En la misma linea, otro estudio transversal de pacientes
diabéticos con MASLD (confirmada por biopsia), mostré una correlacion inversa
e independiente entre el uso de estatinas y la presencia de MASH vy fibrosis
significativa (294). Si bien algunos ensayos clinicos no han observado una
mejora en la fibrosis hepatica con el uso de estatinas en pacientes que padecen
MASH y MASLD (295-297), un estudio de casos y controles reportdé una
reduccion en el riesgo de desarrollo de fibrosis hepatica significativa asociada
al uso de estatinas en pacientes con MASLD (298) y un metaanalisis concluyo
que el tratamiento con estos farmacos suponia un menor riesgo de desarrollo
de HCC en pacientes con MASLD Yy fibrosis avanzada (299,300).

La combinacioén de terapias farmacoldgicas es esencial para desarrollar nuevas
estrategias de prevencion y tratamiento de enfermedades. Estudios preclinicos
demuestran la eficacia sinérgica de ciertos farmacos al actuar sobre multiples
vias, ofreciendo ventajas como la reduccion de dosis, toxicidad y resistencia a
los farmacos. En la fibrosis hepatica, dada su compleja patogénesis, esta
estrategia combinada se presenta como una alternativa prometedora para
mejorar la eficacia terapéutica (301). Considerando el efecto hepatoprotector de
RPV vy el potencial antifibrético de las estatinas en diversas EHC, decidimos
evaluar la posible sinergia entre ambos farmacos. En concreto, demostramos la
capacidad de SV para potenciar el efecto antifibrogénico de RPV, mostrandose
una disminucion de la expresion de PDGFRB, SERPINE1 y TIMP1 y un
aumento en la expresion de MMP2 con la combinacién de ambos farmacos. La
funcion de MMP2 como enzima proteolitica involucrada en la remodelacion de
la ECM esta ampliamente documentada (34). Sin embargo, la interpretacion de

los cambios en su expresion en el contexto de la fibrogénesis hepatica ha
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generado resultados aparentemente contradictorios. Por ejemplo, se ha
reportado que filigenina, un compuesto hepatoprotector, disminuye la expresion
de MMP2 inducida por TGF-B en HSC primarias de ratén y en la linea celular
LX-2, mientras que aumenta la expresion de TIMP1 (302). De manera contraria,
otros estudios, en linea con el nuestro, observaron un aumento de MMP2 en
células LX-2 estimuladas con TGF-B, y una posterior reduccion con
liquiritigenina, un compuesto con propiedades antifibrogénicas (303). Esta
dualidad también se ha observado en estudios in vivo. Por ejemplo, modelos
murinos de fibrosis hepatica inducida por CCls muestran un aumento en la
expresion de MMP2, principalmente por las HSC (304), mientras que otros
reportan un aumento de MMP2 durante la recuperacién espontanea de la
cirrosis inducida por el mismo compuesto (305). Asimismo, se ha observado una
exacerbacion de la fibrosis en ratones knockout para MMP2, tanto en modelos
de fibrosis colestasica (inducida por BDL) como en modelos de fibrosis inducida
por CCl4 (305). Por todo lo descrito, los resultados acerca de la expresion génica
de este marcador en nuestro estudio deben considerarse con cautela e
interpretarse en conjunto con el resto de los parametros estudiados de
fibrogénesis.

La creciente evidencia cientifica sugiere que la sefalizacién mediada por la via
JAK-STAT desempefia un papel fundamental en la regulacién tanto de la
progresion del dafio hepatico cronico como de los procesos de RH (306). Un
aspecto relevante es la activacion de STAT1 y STAT3, que se produce tanto en
células parenquimales como no parenquimales del higado, ejerciendo roles
contrarios en aspectos esenciales de la fisiopatologia hepatica (307). En el caso
de los hepatocitos, la activacion de STAT1 constituye una sefial proapoptética
que contribuye a la exacerbacion del dafio hepatico, mientras que la activacion
de STATS3 ejerce un efecto protector promoviendo la proliferacién celular (308).
Por el contrario, en las HSC, la activacion de STAT1 limita la proliferacion celular
y la actividad fibrogénica ejerciendo efectos beneficiosos en el microambiente

hepatico, mientras que la activacion de STAT3 resulta perjudicial al promover la
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fibrogénesis (307,309,310). Investigaciones previas del grupo demostraron que
RPV modulaba la via STAT1/STAT3 en tres modelos in vivo de dafio hepatico,
resultando en la atenuacion de la fibrosis. Ademas, estudios in vitro reportaron
que RPV ejercia un efecto dual sobre las HSC: promovia la apoptosis mediante
la activacion de STAT1 e inhibia la fibrogénesis al reducir la activacion de
STAT3 (182). El presente estudio revela la presencia de sinergia en la
combinacién de RPV con SV sobre la modulacion de estos factores de
transcripcién. Especificamente, SV potencia el efecto de RPV aumentando la
fosforilacion de STAT1 y disminuyendo la de STATS3, lo que resulta en un
incremento del efecto antifibrético (corroborado por la expresién proteica de
Col1a1) y proapoptético en las HSC. En este contexto, hemos observado una
disminucion en la viabilidad de las células LX-2 activadas tras 24, 48 y 72 h de
tratamiento combinado con RPV y SV. En vista de estos resultados, es plausible
pensar que la sinergia observada en combinacién de ambos farmacos en la
fosforilacion de STAT1 se traduce en una mejora en la respuesta proapoptoética
de RPV. Este hecho tiene especial relevancia, ya que otras investigaciones han
demostrado que los ratones knockout para STAT1 exhiben una mayor
susceptibilidad al desarrollo de fibrosis hepatica, asi como una capacidad
reducida para resolver esta condicion patologica. Este déficit en la resolucion de
la fibrosis se ha atribuido a la incapacidad de STAT1 para activar vias
antiproliferativas esenciales que inducen la quiescencia en las HSC (311,312).
Cabe destacar que, si bien la literatura describe la reduccion de la viabilidad
celular de las HSC con SV en monoterapia, este efecto se produjo a
concentraciones mas altas a la empleada en nuestro estudio (313).

Las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de las estatinas, que son
independientes de sus efectos hipolipemiantes, participan en los mecanismos
de proteccion de estos farmacos, relevantes para la prevencion o tratamiento
de diversas enfermedades (314-317). Uno de los mecanismos propuestos para
su accion antioxidante es la induccion de un conjunto de enzimas de

detoxificacion y antioxidantes a través de la via de senalizacion de Nrf2 (318).
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Se ha descrito que las estatinas pueden aumentar significativamente la
actividad de union de Nrf2 al ADN, e inducir la expresion de sus genes diana,
como NQOT, protegiendo asi a las células de los efectos nocivos del estrés
oxidativo (318). La terapia con estatinas disminuye la produccion de ROS al
estimular Nrf2 a través de la via PI3K/Akt, tal y como se ha demostrado en
modelos in vitro empleando células ST2 (células del estroma) y en fibroblastos
embrionarios de raton (319). En relacién con la patologia hepatica, en un modelo
murino de MASH se observo que SV reducia el dafio hepatico causado por el
estrés oxidativo mediante la activacion de enzimas antioxidantes via Nrf2,
ademas de atenuar el estrés del ER (320). Por otro lado, estudios in vitro en
HSC primarias de rata han demostrado que el efecto antifibrotico de las
estatinas se acompana de un incremento en la activacion de Nrf2 y la expresion
de HO-1y NQO7 (173). Nuestros resultados, en concordancia con lo reportado
en la literatura, demuestran que SV en monoterapia aumenta la expresion
proteica de Nrf2 y la expresion de dos de sus genes diana: NQO71y HO-1 en las
HSC estimuladas por TGF-3. La administracion conjunta de RPV y SV potencia
este efecto antioxidante, incrementando tanto la expresion proteica y sefial de
Nrf2 por microscopia de fluorescencia, como la expresion de NQO1. Si bien el
analisis de fluorescencia a nivel celular revelé una disminucion estadisticamente
significativa de la sefal de Nrf2 en los tratamientos individuales, la magnitud de
este cambio fue pequefa y debe interpretarse con cautela.

La potenciacion de la via Nrf2 por la combinacion de ambos farmacos es un
hallazgo relevante considerando la importancia de este factor de transcripcion
en la homeostasis hepatica y, particularmente, en la regulacién de la activacion
de las HSC, tal como se ha documentado ampliamente en la literatura cientifica.
Estudios en modelos murinos knockout para Nrf2 han demostrado un retraso
significativo en la reparacion espontanea del dafio hepatico inducido por CCls,
en relacion con ratones control. Ademas, la exposicion prolongada a CCls en
estos ratones knockout intensifica la fibrosis y la inflamacion hepatica (321).

Resultados similares se han obtenido en un modelo animal de dafio hepatico
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inducido por paracetamol (APAP, por sus siglas en inglés) donde la deficiencia
de Nrf2 agrava la deposicion de colageno y la activacion de HSC en el higado
total (322). Por otro lado, la activacion farmacoldgica de Nrf2, por ejemplo, con
andrografolido, ha demostrado mitigar el dafio hepatico inducido por APAP en
un modelo murino al promover la expresién de genes antioxidantes y reducir la
activacion de HSC (322). Asimismo, dimetilfumarato atenua la activacién de
HSC inducida por tioacetamida en un modelo in vivo de dafio hepatico, un efecto
asociado a la supresion de la inflamacion y la induccion de Nrf2 (323). En
conjunto, la evidencia preclinica respalda el papel crucial de Nrf2 en la
proteccién hepatica y posiciona su induccion como una diana terapéutica
prometedora para el tratamiento de la fibrosis.

El analisis de la expresiéon génica de enzimas relacionadas con la defensa
celular al estrés oxidativo reforzo los resultados previamente descritos del efecto
antioxidante sinérgico entre SV y RPV. Si bien individualmente ninguno de los
farmacos mostro un efecto apreciable, su combinacion aumento la expresion de
estas enzimas. La ausencia de efecto en este analisis con SV en monoterapia,
a diferencia de lo previamente reportado (318,324), podria atribuirse a la
reducida concentracion empleada del farmaco en nuestro estudio, que se
selecciond6 para evitar posibles interferencias derivadas de altas
concentraciones de ambos farmacos al analizar el efecto combinado.

Para evaluar la contribucion de Nrf2 al efecto antifibrotico observado con la
combinacién de SV y RPV, se silencié este factor de transcripcion. El
silenciamiento de Nrf2 resulté en un aumento en la produccién de colageno en
todas las condiciones experimentales, confirmando su papel protector en la
activacion de las HSC. Sin embargo, a pesar de que el silenciamiento anul6 la
significancia estadistica de la reduccion de colageno observada con la
combinacién de los farmacos, la tendencia a la baja en la produccién de
colageno se mantuvo. Por el contrario, el silenciamiento de Nrf2 si afect6 otros
parametros celulares modulados por la terapia combinada. Concretamente, la

disminucion en la viabilidad celular observada con el tratamiento combinado no
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se obtuvo al silenciar Nrf2. Ademas, el efecto de SV+RPV sobre la produccion
de ROS se invirtid con el silenciamiento, pasando de una disminucion a un
aumento. Estos resultados sugieren que, si bien la combinacion SV+RPV activa
la via Nrf2, y esta ejerce un efecto protector en las HSC en términos de viabilidad
y produccion de ROS, la influencia de la combinacién sobre la produccion de
colageno no parece estar mediada por Nrf2. No obstante, se requieren estudios
adicionales que evallen otros marcadores de fibrogénesis para dilucidar
completamente la relacion entre la via Nrf2 y la fibrogénesis en el contexto del
tratamiento combinado.

Las mitocondrias son esenciales para los procesos biosintéticos, la respuesta al
estrés y el metabolismo energético celular. Ademas, actuan como fuente y diana
de ROS intracelulares, desempefiando un papel clave en la progresion de la
fibrosis hepatica mediada por estrés oxidativo (325,326). Si bien la investigacion
sobre el papel de las mitocondrias en la patogénesis de las EHC ha avanzado
considerablemente, se ha enfocado principalmente en los hepatocitos, siendo
menos los estudios que exploran la funcién de estos organulos en las HSC
activadas. Se ha descrito que, en comparacion con las HSC quiescentes, las
HSC activadas exhiben una funcion mitocondrial mas elevada, caracterizada
por un incremento en la respiracion mitocondrial basal y maxima, la produccion
de ATP, la capacidad respiratoria de reserva y, en algunos casos, la fuga de
protones. Ademas, también se observan aumentadas actividades metabdlicas
como la glucdlisis y la glutamindlisis (327-329). Este perfil metabdlico indica un
estado adaptativo que sustenta la transicion de las HSC hacia un fenotipo
activado, profibrogénico y productor ECM. Existen pruebas de que diferentes
compuestos antifibréticos, como saikosaponina, disminuyen tanto el OCR como
la ECAR en las HSC activadas (330). En consonancia, nuestro analisis muestra
que, si bien TGF-B induce un aumento en estos parametros bioenergéticos,
RPV es capaz de restaurar los niveles a valores similares a las células sin

estimular.
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El Aym también se ve alterado durante la activacion de las HSC, aunque los
datos publicados al respecto son contradictorios. Existe evidencia de un
aumento en Aym en células LX-2 y HSC de rata cultivadas en frascos de cultivo
de plastico regular (fenotipo activado o fibrogénico) en comparacion con HSC
menos activas (no fibrogénicas) cultivadas en Matrigel Geltrex (331) o enlalinea
celular de HSC de rata HSC-T6 expuesta a PDGF-BB durante 24 h (261). De
hecho, tratamientos antifibrogénicos in vitro con compuestos naturales
disminuyen el Aym, como en el caso de las células HSC-T6 activadas
espontaneamente bajo exposicion aguda a saikosaponina (330) o células HSC-
T6 activadas con PDGF-B y tratadas con didimina (24 h) (261). En contraste
con estos hallazgos, se ha reportado una disminucion en el Aym tanto en células
LX-2 como en HSC primarias de raton expuestas a material particulado fino
profibrogénico (PM2.5) (332). Nuestros experimentos, en consonancia con este
estudio, revelan que RPV atenua la disminucién del Aym inducida por TGF-8 en
células LX-2. Sin embargo, es importante considerar que, otro estudio utilizando
una concentracion similar de TGF- (2 ng/mL) en la misma linea celular, no
observdé cambios en el Aym tras la estimulacién (333). Esta discrepancia
subraya la necesidad de investigaciones adicionales para comprender
completamente el efecto de TGF-8 en la modulacion del Aymen las HSC.

También observamos que la activacion de las HSC por TGF-B induce un
aumento en la tasa respiratoria mitocondrial y una mayor fuga de protones a
través de la IMM. Esta fuga puede ser atribuida a un incremento en la
conductancia de la membrana a los protones o a una disminucion en la
eficiencia de las bombas de protones de la ETC. El resultado es una disipacion
del gradiente de protones, obligando a la cadena respiratoria a intensificar su
actividad para mantener un Aym suficiente para la sintesis de ATP. Este
fendmeno se denomina disociacion rédox o desacoplamiento entre la ETC y la
OXPHOS. EI desacoplamiento mitocondrial, mas alla de su papel en la
termogénesis y la proteccidon contra el estrés oxidativo, es crucial para la

regulacién metabdlica celular. Este proceso aumenta el flujo del ciclo de TCA,
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favoreciendo asi la sintesis e intercambio de metabolitos. Los intermediarios del
ciclo de TCA, a su vez, sirven como precursores de aminoacidos no esenciales
y participan en otros procesos anabdlicos via cataplerosis. El transporte de
piruvato a la matriz mitocondrial, mediado por el transportador de piruvato
mitocondrial (MPC, por sus siglas en inglés), es esencial para el ciclo TCA, ya
que el piruvato es un precursor fundamental para la generacion de acetil-CoA.
El MPC esta compuesto por dos proteinas, MPC1 y MPC2, que forman un
complejo heterooligomérico. En este contexto, el tratamiento con RPV resultd
en la normalizacion tanto de la tasa respiratoria como de la fuga de protones,
devolviendo estas variables a niveles cercanos al estado basal. Curiosamente,
también se observé que el farmaco disminuia la expresion del ARNm de MPC1
en las hHSC estimuladas con TGF-B y tratadas con RPV. Este hallazgo es
particularmente relevante, ya que la inhibicion de MPC en HSC ha demostrado
efectos antifibréticos en modelos in vivo de MASH (334). Ademas, MCP1 tiene
un papel fundamental en otros érganos, como, por ejemplo, en el mantenimiento
del fenotipo de miofibroblastos corneales en estudios realizados tanto in vivo
como in vitro (335). Estos hallazgos demuestran que MPC podria constituir una
diana antifibrogénica prometedora. Asimismo, la reduccion de MPC1 por RPV
observada en nuestro estudio podria reflejar un mecanismo adicional mediante
el cual este farmaco regula el metabolismo mitocondrial: la normalizacion del
desacoplamiento por RPV reduce el gradiente de protones excesivo,
estabilizando el metabolismo, mientras que la disminucién de MPC1 parece
limitar la disponibilidad de piruvato para el ciclo TCA, restringiendo la generacion
de intermediarios anabdlicos. Ambos efectos podrian estar actuando de manera
complementaria para frenar procesos metabdlicos profibrogénicos en las HSC
activadas.

La produccion elevada de ATP en las HSC activadas se ha atribuido tanto a un
aumento en la biogénesis mitocondrial como a una mayor eficiencia funcional
de las mitocondrias existentes; sin embargo, la contribucién relativa de cada

mecanismo aun no se ha dilucidado completamente. Se ha propuesto que,
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ademas de la reprogramacion de las funciones mitocondriales existentes, la
demanda energética requerida para la activaciéon de las HSC se cubre mediante
un incremento en la biogénesis mitocondrial y la expresion de genes
relacionados (326). En este estudio, demostramos que la activaciéon de células
LX-2 con TGF-B induce, tal y como se esperaba, un aumento en la masa
mitocondrial, acompafado de un incremento especifico en la expresion de
proteinas mitocondriales clave, incluyendo MT-ND1. Esta proteina esta
codificada por el ADNmt y es esencial para el ensamblaje y la estabilidad del
complejo | de la ECT (crucial para la respiracion mitocondrial) (336). Ademas de
esta proteina, las células activadas mostraron también un incremento en la
expresion de porina, principal componente de la OMM que tiene un papel
fundamental en el transporte de metabolitos, iones y nucledtidos entre el citosol
y el espacio intermembrana mitocondrial (337). Al igual que ocurria con el resto
de los parametros mitocondriales comentados anteriormente, RPV atenud el
aumento inducido por TGF- en la expresion de ambas proteinas.

La desregulacion de la dinamica mitocondrial ya sea por fusion o fision excesiva,
se ha asociado a diversas enfermedades, entre las que se encuentran las
hepaticas (338,339). Sin embargo, la naturaleza de esta desregulacién en el
contexto de la fibrosis hepatica es compleja y varia segun el modelo estudiado.
Algunos estudios reportan una asociacién entre el aumento de la fisién
mitocondrial y la progresion de la fibrosis, como se observa en modelos murinos
de fibrosis hepatica alcohdlica y esquistosomiasis, asi como en pacientes con
enfermedad hepatica alcohdlica (340,341). En contraste, otros modelos murinos
de MASLD y MASH inducida por dieta muestran mitocondrias agrandadas y una
disminucion en la fision mitocondrial (342,343). Esta divergencia en los
hallazgos resalta la complejidad de la dinamica mitocondrial en la enfermedad
hepatica y subraya la necesidad de una interpretacion cautelosa de los
resultados. En el caso especifico de las HSC, la literatura también presenta
resultados dispares. El tratamiento con extracto de Turnera diffusa en células

LX-2 expuestas a TGF-3 disminuyo los niveles de MFN2, lo que podria sugerir
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una inhibicion de la fusion mitocondrial. Sin embargo, este estudio no profundizé
en el analisis funcional de la dinamica mitocondrial (344). Por otro lado, en HSC
primarias de rata activadas espontdneamente, se observaron mitocondrias
fusionadas a dia 7 a pesar de una disminucion en la expresion proteica de MFN1
y MFN2, mientras que al dia 1 de activacion de las HSC se reportdé un aumento
de estas proteinas (345), resaltando la complejidad de la dinamica mitocondrial
también en el contexto de la activacion de las HSC. Nuestros resultados en
células LX-2 muestran que el TGF-3 induce un aumento en la expresion de Drp1
fosforilada (pDrp1), un marcador de fisidn mitocondrial, junto con una
disminucion en las ramificaciones mitocondriales. Sin embargo, RPV atenud
tanto el aumento de pDrp1 como la disminucion de las ramificaciones
mitocondriales, apuntando a un posible efecto beneficioso de RPV al
contrarrestar el desequilibrio en la dinamica mitocondrial inducido por TGF-£.
Del mismo modo, también demostramos que las mitocondrias en células LX-2
activadas (expuestas a TGF-B) presentan alteraciones en tamafio y forma,
segun lo revelado por microscopia de fluorescencia y TEM. Este hallazgo
concuerda con otros estudios que describen mitocondrias mas pequefias y
redondeadas (menos alargadas) en HSC activadas en comparacion con células
quiescentes, como en el caso de la activacién de LX-2 inducida por succinato
(346) o en células HSC-T6 activadas por TGF-3 (347).

La secuenciacion de RNA también revel6 varias dianas potenciales en la accion
antifibrogénica de RPV a nivel mitocondrial. Siguiendo los criterios de potencia
estadistica (menor p valor) y/o mayor cambio en la expresion génica (fold
change), destacamos varios mitoDEGs. Entre ellos, FK506-binding protein 10
(FKBP10) y mitochondria-associated myosin 19 (MYO19) se encuentran
sobreexpresados en células expuestas a TGF-8, mientras que este aumento se
previno con el cotratamiento con RPV 4 uM o RPV 8 uM. Segun la base de
datos MitoCarta, FKBP10 (también llamado FKBP65) esta presente en el
espacio intermembrana mitocondrial y tiene un dominio compartido mitocondrial

y no mitocondrial. La FKBP10 presente en el ER esta asociada con la sintesis

229



Capitulo V DISCUSION

de colageno, un proceso complejo en el que tres cadenas de procolageno (dos
de pro-a1 y una de pro-a2) se pliegan en una triple hélice. Este proceso
involucra multiples catalizadores de plegamiento, incluyendo peptidil-prolil
isomerasas como FKBP10, FKBP11 y FKBP14, que se consideran enzimas
limitantes de la velocidad, ya que el numero de residuos de prolina en la
molécula de colageno es relativamente alto (348). MYO19, por su parte, se
localiza en la OMM, tal y como indica MitoCarta. Contiene un dominio
compartido (mitocondrial y no mitocondrial) y transporta mitocondrias a lo largo
de los filamentos de actina en células vivas. A pesar del limitado conocimiento
actual sobre la funcion de esta proteina en el higado, un metaanalisis la ha
identificado como componente de una firma de expresion génica hepatica en la
progresion de MASLD en pacientes (349).

La comunicacion intercelular desempefia un papel fundamental en la
patogénesis de diversas enfermedades hepaticas. En este contexto, las EV han
emergido como importantes mediadores de la sefalizacion en el microambiente
hepatico, modulando la homeostasis hepatica o contribuyendo a la progresion
de las diferentes patologias hepaticas. Dado que la activacién de las HSC
conlleva una transformacion que se refleja también en su proteoma (247) y con
el objetivo de conocer la asociacion de estos cambios con la secrecion y
composicion proteica de exosomas, se caracterizd el proteoma de las células
(LX-2) secretoras (bajo estimulacion con TGF-f3, estimuladas y tratadas con
RPV, o células sin estimular). El analisis protedmico revel6 que TGF-B induce
un aumento en la expresion de proteinas con funciones en la sintesis de
colageno, la reorganizacion de la ECM, la motilidad y la migracion celular, de
acuerdo con lo observado en el estudio de secuenciacién de ARN comentado
previamente, y en concordancia con diversos estudios de la literatura
(247,350,351). Ademas, las HSC activadas mostraron un enriquecimiento en
términos relacionados con la adhesién celular, un aspecto crucial en la actividad
contractii de las HSC (350,352). En linea con lo reportado en otras

investigaciones, los términos regulados a la baja que encontramos mas
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destacados en las HSC activadas fueron aquellos relacionados con la muerte
celular, ciclo celular, replicacion y reparacion de ADN (350,351).

El analisis protedmico confirmé el efecto antifibrético de RPV previamente
descrito en esta tesis, al modular proteinas clave implicadas en la patogénesis
de la fibrosis hepatica. RPV atenud procesos exacerbados por TGF- como la
migracioén, adhesion celular y la sintesis y deposicion de proteinas de la ECM.
Especificamente, RPV contrarrestd el aumento inducido por TGF-f3 en diversas
proteinas, incluyendo la cadena a-1 del colageno tipo |, cadena a-1 del colageno
tipo Ill, cadena a-1 del colageno tipo V, cadena a-1 del colageno tipo XVIII,
cadena a-2 del colageno tipo | y potenciador 1 de la C-endopeptidasa del
procolageno. Asimismo, RPV aumenté la expresion de proteinas relacionadas
con la muerte celular programada (infraexpresadas con TGF-B) y con la
apoptosis. Este hallazgo es relevante, ya que corrobora los resultados del
analisis transcriptomico de hHSC descrito previamente.

Diversas investigaciones destacan la importancia de la apoptosis de las HSC en
la regresion de la fibrosis (353,354). Por ejemplo, el farmaco antidiabético
metformina ha demostrado atenuar la fibrosis hepatica in vitro (células LX-2 y
HSC-T6) e in vivo (modelos murinos de MASH) reduciendo el nimero de HSC
activadas mediante la induccién de apoptosis (355). De manera similar, el
extracto de Lamiophlomis rotata, que contiene compuestos con efecto
antifibrético in vitro (LX-2 y HSC-T6) e in vivo, induce la apoptosis en HSC
activadas a través de su efecto sobre la via de sefalizacion TGF-/Smad
(356,357). De hecho, la induccion de apoptosis como estrategia antifibrética
también se ha explorado clinicamente con inhibidores de ASK1, una quinasa
implicada en la regulacién positiva de la apoptosis. Un ejemplo es selonsertib,
cuyos resultados en ensayos clinicos han sido mixtos. Mientras que estudios
iniciales reportaron efectos beneficiosos en la regresiéon de la fibrosis en
pacientes que padecen MASH, ensayos clinicos mas recientes no han logrado
demostrar una reduccién significativa de este parametro en pacientes con

MASH (358-360).
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El andlisis protedmico también mostr6 un enriquecimiento de términos
relacionados con la autofagia tras el tratamiento con RPV, en concordancia con
los resultados descritos previamente en esta tesis. Curiosamente, también se
observé una sobreexpresion del término mitofagia, un tipo selectivo de autofagia
que degrada las mitocondrias disfuncionales o excesivas mediante una
compleja interacciéon con la maquinaria autofagica. Este proceso se ha
implicado en la patogénesis de diversas patologias hepaticas, incluyendo
hepatitis viral, dafio hepatico, HCC, esteatosis y fibrosis hepatica (361). Sin
embargo, la mayoria de las investigaciones sobre el rol de la mitofagia en la
fibrosis hepatica se han centrado en hepatocitos y células de Kupffer, mas que
en las HSC (362). La funcién de la mitofagia en la activacion de las HSC es
compleja y aun no se ha dilucidado por completo. Algunos estudios sugieren
que la mitofagia juega un papel clave en la activacién de las HSC (332). Por
ejemplo, estudios que emplearon CCCP (un desacoplador mitocondrial)
mostraron una induccion de la mitofagia y resultaron en la activacion de las HSC
(363). Sin embargo, otras investigaciones han reportado que el aumento de la
mitofagia ejerce un efecto antifibrético (364,364,365,365-367). Diversos
estudios de la literatura apuntan a una interrelacién entre mitofagia y apoptosis
en las HSC durante la reversion de la fibrosis. Por ejemplo, la inhibicion de la
mitofagia suprime la apoptosis en HSC y agrava la fibrosis en un modelo murino
de dafio hepatico inducido por CCls (362), sugiriendo una posible sinergia entre
mitofagia y apoptosis en la resolucion de la fibrosis. Considerando este contexto,
es plausible que el efecto antifibrogénico de RPV se deba, al menos
parcialmente, a la induccion simultanea de ambos procesos. Sin embargo, se
precisan experimentos mas detallados sobre el rol de RPV en la induccién de la
mitofagia.

Se ha documentado ampliamente la alteracion del metabolismo en las HSC
activadas, caracterizado por una mayor dependencia de la glucdlisis y la
glutamindlisis para satisfacer las demandas energéticas de la
transdiferenciacion y la sintesis de proteinas de la ECM (331,345,368-370). Si
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bien estudios previos han demostrado que la inhibicion farmacoldgica de
determinadas enzimas glucoliticas reduce la fibrosis hepatica (345,369,370),
RPV induce la sobreexpresion de términos relacionados con la glucdlisis. Este
resultado, aparentemente contradictorio, podria explicarse teniendo en cuenta
los hallazgos de un estudio protedmico de células LX-2 que demostrd que la
reversion a la quiescencia esta asociada con una regulacion positiva de
términos relacionados con el metabolismo de carbohidratos, glucosa y el ciclo
de TCA (306). En base a este estudio, se podria suponer que RPV induce una
regulacion al alza de la glucdlisis no para sostener la fibrogénesis, sino como
parte de un proceso de transicion hacia un fenotipo quiescente, hipotesis que
requiere mayor investigacion. Por ejemplo, se podria determinar la actividad
glucolitica y el flujo metabdlico en HSC tratadas con RPV y compararlas con
HSC quiescentes y activadas, e investigar el impacto de la inhibicién de la
glucdlisis en presencia de RPV sobre la reversion a la quiescencia.

Las Rho GTPasas son reguladores importantes de las vias de transduccion de
sefales. Su actividad es crucial en la regulacion de la organizacion de la actina
y la dinamica del citoesqueleto, la morfologia celular, la migracién y
supervivencia celular, la adhesion y la contraccion en una amplia gama de
células, incluidas las HSC. Esta familia incluye 23 miembros, entre los que se
encuentran RhoA, Rhob, RhoC y RhoH (371-373), siendo la RhoA la GTPasa
mas estudiada en las HSC. Se ha reportado que TGF-f aumenta tanto la
expresion de la proteina total como de la forma activa, y este efecto esta
relacionado con la promocion de la migracion en las HSC (primarias de rata y
HSC-T6) mediante el ensamblaje de los filamentos de actina (374). En la misma
linea, un estudio realizado en HSC primarias de rata demostré que PDGF-3f3
inducia la remodelacion del citoesqueleto de las HSC y promovia su migracion
a través de la regulacion de RhoA intracelular (375). Si bien los analisis
individuales de los distintos marcadores demostraron que RPV atenua la
migraciéon y fibrogénesis de las HSC, paraddjicamente, los términos

sobreexpresados mas destacados con la concentracion mas alta del farmaco
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en el analisis de protedmica fueron aquellos relacionados con las Rho GTPasas
(especificamente A, B, C y H). Sin embargo, la sobreexpresion de las proteinas
incluidas en estos procesos no implica necesariamente su activacion. Por lo
tanto, para comprender el papel de RPV en la modulacion de las Rho GTPasas
y determinar si su efecto en la expresion proteica es independiente de su funcién
en la migracion y la fibrogénesis, se requiere una investigacion mas profunda.
La investigacion sobre las EV derivadas de las HSC es alin menos extensa que
la de otros tipos celulares hepaticos. No obstante, existe un creciente interés en
comprender su papel, no solo por la accion de las HSC como receptoras de
senales de otras células, sino también como emisoras de EV con capacidad de
influir en el microambiente hepatico (376). En particular, se han realizado
estudios sobre las EV derivadas de HSC en el contexto de patologias como la
hepatitis viral crénica (377-381), dafo hepatico agudo (72,382), enfermedad
hepatica alcohdlica (383), fibrosis (384-387) y HCC (388,389). Se ha descrito
que los exosomas derivados de las HSC desempefian un papel complejo en la
modulacion de la fibrosis, con una funcion que varia dependiendo del estado de
activacion. En estado quiescente, las HSC secretan exosomas con propiedades
antifibréticas (390,390,391), mientras que la activaciéon de las HSC modifica la
carga de sus exosomas, promoviendo la fibrogénesis. Por ejemplo, se ha
observado que las EV liberadas por las HSC activadas contienen moléculas que
alteran el metabolismo de las células adyacentes y promueven la activacion de
diversas células del sistema inmunitario y de otras HSC, perpetuando el proceso
fibrético (71,72,384,389,392,393).

Hasta la fecha, no existen estudios publicados sobre el proteoma de las EV
derivadas de células LX-2 estimuladas con TGF-B. Este trabajo caracteriza en
detalle cémo el factor de crecimiento TGF-B altera el contenido proteico de las
EV y, ademas, cdmo RPV modula estos cambios. La guia MISEV (Minimal
Information for Studies of Extracellular Vesicles) define "exosomas" en funcion
de su biogénesis endosomal y no unicamente por su tamafio, pero la mayor

parte de la literatura utiliza este término para referirse a las EV con un diametro
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igual o inferior a 200 nm. En este estudio hemos adoptado esta convencion,
reconociendo que, al no haber realizado un analisis del origen subcelular, la
poblacién de vesiculas estudiadas podria incluir, ademas de exosomas, otros
tipos de EV (394).

La cantidad de EV secretadas y su contenido pueden variar en respuesta a
diferentes estimulos y condiciones patoldgicas (37); sin embargo, nuestro
estudio demuestra que TGF-f no altera la cantidad de EV secretadas en las LX-
2, coincidiendo con investigaciones previas en hHSC que reportan que, a
diferencia de PDGF, que si que aumenta la concentracion de EV secretadas,
TGF-B no induce ningun cambio en este parametro (71). Si bien ni el estimulo
profibrético solo ni su administraciéon conjunta con RPV afectaron a la cantidad
de exosomas secretados por las HSC, ambos tratamientos indujeron cambios
en su composicion proteica. Del conjunto de proteinas que mostraron una
sobreexpresion en exosomas tras el tratamiento con TGF-B y cuya expresion
fue atenuada por la administracion de RPV, el unico regulado consistentemente
con ambas concentraciones de RPV utilizadas en el estudio fue el receptor
soluble Scavenger con 5 dominios (SSc5D). Este receptor, caracterizado por su
expresion en macrofagos y células T (395), ha sido recientemente destacado
como un biomarcador clave en el diagnéstico de pacientes con MASLD,
observandose una clara correlacion entre los niveles en suero del receptor con
los estadios de la fibrosis hepatica en una cohorte de pacientes con esta
patologia hepatica (396).

Un hallazgo interesante en los exosomas es que RPV atenua la regulacion
negativa ejercida por TGF-f3 sobre procesos relacionados con la coagulacion,
como la formacion de coagulos de fibrina, la activacion plaquetaria y la
formacion de trombos. La presencia de depésitos de fibrina(égeno) en el higado
es una caracteristica comun en modelos experimentales de fibrosis hepatica
(397) y se han propuesto diversas hipétesis sobre el papel de estos depositos
en la patogénesis de la fibrosis. Una posibilidad es que la oclusiéon de los

sinusoides hepaticos por fibrina(égeno) provoque una disrupcion del flujo
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sanguineo, contribuyendo al dafio hepatico. Otra hipdtesis plantea que la
fibrina(dgeno) actua como una matriz provisional que facilita el depdsito de ECM
y la progresion de la fibrosis. Asimismo, se ha sugerido que la fibrina(égeno)
podria desencadenar una respuesta inflamatoria que exacerba la enfermedad
hepatica. La observacion de que la administracion de anticoagulantes reduce
tanto los depdsitos de fibrina(dgeno) como la fibrosis ha llevado a la hipétesis
de que la fibrina(6geno) desempefia un papel causal en el desarrollo de la
fibrosis (398). Sin embargo, la evidencia experimental que respalda esta
hipotesis es limitada. Los ratones con deficiencia genética de fibrina(égeno)
expuestos a CCls no han mostrado alteraciones significativas en la
histopatologia hepatica, lo que sugiere que la fibrina(égeno) no es esencial para
el desarrollo de la fibrosis en este modelo (399). Ademas, el papel de la
fibrina(dgeno) en la fibrosis hepatica parece ser dependiente del contexto, ya
que, en contraste con los modelos de CCls, estudios in vivo en modelos de lesién
biliar inducida por alfa-naftilisotiocianato han demostrado que la fibrina(6geno)
ejerce efectos protectores. En este contexto, la fibrina(dgeno) activa receptores
de integrina en plaquetas y leucocitos, modulando la respuesta inflamatoria y
promoviendo la reparacién del tejido hepatico (398,400-402). El conjunto de
estos hallazgos subraya la complejidad de la interaccion entre fibrina(égeno) y
la fibrosis hepatica.

El contenido molecular de los exosomas refleja el estado de las células
productoras, manifestando su perfil transcripcional y traduccional. En nuestro
estudio observamos cierta correlacion en los cambios observados entre el
proteoma celular y exosomal. Por ejemplo, RPV regula a la baja procesos
relacionados con la ECM y la sintesis de colageno en las células, tal y como se
comentd anteriormente. De la misma manera, estos procesos se encuentran
regulados a la baja también en los exosomas de las HSC tratadas con la
concentracion mas alta de RPV. Especificamente, RPV disminuyé la expresion
en los exosomas de proteinas clave como Col1a1, Col1a2 y Col5a2. En este

contexto, resulta de especial interés la proteina SPARC, ya que tanto el
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proteoma de las células como el de los exosomas mostré un aumento en su
expresion tras el tratamiento con TGF-B, que fue atenuado por RPV. Esta
proteina estd asociada a la ECM vy relacionada con la cicatrizacion,
remodelacion tisular y fibrosis (403). La implicacion de SPARC en la fibrosis
hepatica se ha demostrado previamente con estudios que reportan su
sobreexpresion en HSC y LSEC en higados cirréticos (404—407,407). Ademas,
se ha observado en modelos in vivo de fibrosis hepatica que SPARC promueve
la deposicion de colageno, la inflamacion, la producciéon de TGF-1 y la sintesis
de proteinas de la ECM (406,407).

Otro ejemplo de la relacién del proteoma celular y exosomal es la expresion
proteica de [3-catenina. Al igual que ocurria en el caso de SPARC, observamos
un aumento de B-catenina en células y exosomas tras el tratamiento con TGF-
B, mientras que RPV reduce la expresion de esta proteina en ambos casos. Esto
concuerda con estudios previos que demuestran la capacidad de otros
compuestos hepatoprotectores, como la filigenina, para inhibir la expresion de
B-catenina inducida por TGF- en HSC (LX-2 y HSC primarias de raton) (302).
En los ultimos afios, se ha acumulado evidencia que vincula la via de
sefalizacion Wnt/B-catenina (o ruta Wnt candnica) con la fibrosis en diversos
sistemas organicos (408,409). Especificamente, esta via actia mediante la
modulacion de la respuesta inflamatoria, la apoptosis y el estrés oxidativo
(410,411). La B-catenina es un factor de transcripcion clave en la ruta Wnt
canonica, con un papel fundamental en la regulacion de la proliferacion y
diferenciaciéon celular, mediando la transduccién de sefales y la adhesion
celular. En estado de reposo, es fosforilada continuamente por el complejo de
degradacion compuesto por GSK-33, APC, CK1 y Axina, activando el proceso
de degradacion por el proteasoma y, por tanto, manteniéndola en niveles bajos
en el citoplasma. Sin embargo, la union del ligando Wnt a su receptor y
correceptor recluta y activa a Dishevelled, inactiva a Axina y fosforila (e inactiva)
a GSK-3B. Esto permite que la B-catenina no se degrade y se transloque al

nucleo, donde activa la transcripcion de genes diana como c-Myc y CCND1,
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concluyendo en la activacion y proliferacion de las HSC (412—419). Varios
estudios in vivo han demostrado que la inhibicidon de esta via suprime y revierte
la activacion de las HSC, atenuando la fibrogénesis hepatica (417,420). Del
mismo modo, la via Wnt no candnica (independiente de [B-catenina) y sus
componentes también contribuyen a la activacion de las HSC y estan
aumentados en higados fibréticos en modelos murinos y en higados cirréticos
humanos (421). Diversos compuestos que han demostrado efectos inhibitorios
sobre la senalizacién Wnt se estan considerando como posibles tratamientos
preventivos o terapéuticos para la fibrosis hepatica, como DKK1, niclosamida,
sFRP5, SB-216763, ICG-001, PRI-724 y PSH (422).

Es importante destacar que los analisis ORA, representados en las graficas de
puntos del presente estudio protedmico de los exosomas, revelaron una
aparente contradiccion. Si bien, como se ha comentado, TGF-B indujo la
sobreexpresion de  B-catenina, los términos mas  enriquecidos
(sobreexpresados) fueron aquellos relacionados con la degradacion y
desactivacion de la B-catenina, como [degradacion de [-catenina por el
complejo de destruccion] y [desactivacion del complejo transactivador de [3-
cateninal. Esta discrepancia se esclarecié al analizar las proteinas especificas
asociadas a dichos procesos. Se observd que cada proceso contaba
Unicamente con dos o tres proteinas identificadas en nuestro analisis, una de
las cuales era invariablemente la B-catenina. Las otras proteinas identificadas
en estos procesos, como PSMA7 y RPS27A, estaban relacionadas con el
proteasoma, lo que podria sugerir que, si bien TGF-3 induce la expresion de
componentes del proteasoma, este aumento en la maquinaria de degradacion
no es suficiente para contrarrestar el incremento en la expresiéon de (3-catenina
inducido también por TGF-B. Esto podria indicar un desequilibrio en la
regulacién de la B-catenina, donde la sintesis supera la degradacion, o bien, que
la actividad del proteasoma no se ve incrementada de forma proporcional, a
pesar de aumentar la expresion de algunos de sus componentes. En el caso del

efecto de RPV, se observa una situacion similar a la descrita previamente con
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TGF-B. El ORA indica una regulaciéon a la baja de [degradacién de B-catenina
por el complejo de destruccion]. A primera vista, esto sugeriria una mayor
acumulacién de -catenina debido a una disminucion en su degradacion. Sin
embargo, un analisis mas detallado de las proteinas implicadas en este proceso
revela la presencia de B-catenina y PSMD2 (un componente del proteasoma
26S). Por tanto, la aparente contradiccion entre el comportamiento paralelo de
las proteinas del proteasoma y la expresion de B-catenina (ambas aumentan o
disminuyen a la vez) tanto en presencia de TGF-3 como en cotratamiento con
RPV, requiere una investigacion mas profunda. Para dilucidar esta relacion,
futuros estudios deberian centrarse en evaluar la actividad del proteasoma, la
localizacién subcelular de B-catenina y la expresion de sus genes diana. Estos
analisis permitiran una comprension mas completa del impacto de TGF- y RPV
en la via Wnt canodnica y su implicacion en el contexto de la activacion de las
HSC. En conjunto, los resultados de este analisis demuestran que RPV modula
el proteoma de las HSC, lo cual se refleja en cambios en el contenido proteico
de los exosomas que secretan. Para comprender el impacto de estas
modificaciones en la comunicacion intercelular, estudios futuros deberian
investigar como estas EV afectan a otras células hepaticas. Esto podria
abordarse mediante experimentos de co-cultivo con exosomas aislados de HSC
tratadas con RPV y diferentes tipos celulares, o utilizando el medio condicionado
de HSC tratadas con RPV para evaluar los efectos especificos de estas EV
sobre células receptoras.

Ademas de los experimentos in vitro descritos, esta tesis doctoral incluydé un
estudio in vivo para evaluar el papel de RPV en la RH. Estudios previos de
nuestro grupo demostraron que RPV no solo atenua la fibrosis hepatica en
varios modelos murinos, como se mencioné anteriormente, sino que también
promueve indirectamente la proliferacion de hepatocitos. Se observo que RPV,
al inducir la apoptosis en HSC (mediada por STAT1) liberaba IL-6, la cual
estimulaba la proliferacion de hepatocitos mediante la activacion de STATS3,

restableciendo asi la homeostasis hepatica en modelos de dafo hepatico
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inducido por BDL, CCls y MASLD (182). Considerando este efecto, se planted
la hipotesis de que RPV podria tener un papel activo en la RH mas alla de su
efecto antifibrético. Para evaluar esta hipétesis, se realizé un modelo de HPx 70
% en roedores, donde se demostré que RPV no ejercia diferencias significativas
respecto al grupo vehiculo en los pardametros evaluados.

Tras una HPx del 70 %, el higado inicia un proceso de regeneracién basado en
la proliferacion compensatoria de los hepatocitos del tejido remanente para
restaurar la masa resecada. La literatura cientifica muestra una considerable
variabilidad en cuanto al tiempo requerido para esta completa recuperacion.
Algunos autores, por ejemplo, describen una restauracion total alrededor de los
20 dias post-hepatectomia (194,423), mientras que otros reportan una
recuperacion mas rapida, entre 7 y 10 dias (194,424,425). En nuestro modelo
experimental, observamos una recuperacion progresiva de la masa hepatica a
lo largo del estudio, aunque no se alcanzé el 100 % a dia 7. Este hallazgo se
alinea con la variabilidad reportada en la literatura, pero se requeriria de tiempos
mas prolongados para evaluar el tiempo necesario para recuperar la totalidad
de la masa hepatica. La RH tras una HPx se caracteriza fundamentalmente por
una rapida proliferacion de hepatocitos, cuya cinética varia segun la especie.
En ratas, el pico de proliferacion se observa a las 24 h, mientras que en ratones
ocurre entre las 36 y 48 h (426). Este proceso regenerativo se refleja en el
aumento de expresion de marcadores de proliferacion como PCNA cuyos
niveles aumentan a los dos dias tras la HPx, alcanzando su punto maximo
alrededor del tercer dia, coincidiendo con nuestros hallazgos (424,427—-430).
Asimismo, detectamos que los ratones sometidos a HPx presentaban un
aumento en las enzimas hepaticas AST y ALT a nivel plasmatico,
particularmente al primer dia, lo cual es indicativo del dafio hepatico inducido
por la reduccion de la masa hepatica tras la cirugia, que se recupera a medida
que avanza la regeneracion (427-430).

Diversas citoquinas median la entrada de los hepatocitos al ciclo celular durante

la RH (194,431). Aunque inicialmente se consideraba la IL-6 como la principal
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citoquina activadora de STAT3 en hepatocitos y responsable de la proliferaciéon
tras la HPx (432), estudios posteriores con ratones knockout para IL-6 han
arrojado resultados contradictorios sobre su papel en la RH (433-436). No
obstante, el papel crucial de STAT3 en este proceso esta bien establecido: su
inhibicién reduce la regeneracion tras HPx, mientras que su sobreexpresion la
acelera (307,437,438). Nuestros resultados muestran un incremento en la
activacion de STAT3 durante los dos primeros dias post-HPx, con normalizacion
al tercer dia, destacando su papel en el inicio de la RH. Esta cinética difiere de
la reportada en otros estudios, donde la activacién de STAT3 ocurre entre las
3-6 h, normalizandose a las 12 h (423) o a las 24 h (430). No obstante, cabe
mencionar que en nuestro estudio no se realizaron mediciones antes de las 24
h, por lo que no es posible descartar un pico temprano de activacion de STAT3
similar al reportado en la literatura.

La via Hippo desempefia un papel crucial en la regeneracién de 6rganos y la
reparacion de tejidos, regulando procesos como la proliferacion, supervivencia
y diferenciacién celular, asi como la expansion de células progenitoras y células
madre (439). La actividad de esta via es altamente sensible a alteraciones en el
microambiente hepatico, incluyendo la presion portal, los contactos
intercelulares, la disponibilidad de nutrientes y el remodelado de la ECM, lo que
resulta esencial para el control preciso de la RH (440—442). Durante la RH se
produce una inactivacion temprana de la via Hippo, permitiendo la translocacion
nuclear de YAP (forma no fosforilada) y la consiguiente promocién de la
expresion de genes involucrados en la proliferacion de hepatocitos (443).
Nuestros resultados, en linea con lo descrito, demuestran un ligero aumento de
YAP activo durante los primeros 3 dias post-HPX, que regresa a niveles basales
al dia 7. Esta observacién coincide con la disminucién de pYAP, su forma
inactiva, los dias posteriores a la cirugia. En conjunto, estos hallazgos refuerzan
la importancia de la inhibicion de la via Hippo en el inicio de la RH.

La albumina, un marcador establecido de funcidon hepatocitaria, tipicamente
aumenta su expresion durante la RH posterior a una HPx (444). En
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contraposicién al resto de marcadores, nuestros resultados muestran una
discrepancia entre los grupos control (ratones sometidos a laparotomia sin
reseccion hepatica) de las dos condiciones experimentales (tratamiento con
RPV y vehiculo), a diferencia de los grupos sometidos a HPx, que no mostraron
diferencias significativas entre tratamientos. EI grupo control-RPV mostré el
comportamiento esperado, con niveles de albumina superiores al grupo HPx-
RPV en los primeros dias. De manera contraria, el grupo control-vehiculo
presentd niveles inferiores a los del grupo HPx-vehiculo. Esta observacion es
inesperada, dado que ambos grupos control mantuvieron los higados intactos.
La variabilidad interindividual, inherente a los estudios in vivo, y la inclusion de
todos los valores (incluyendo valores atipicos), podrian explicar la discrepancia
observada, subestimando los valores de albumina en el grupo vehiculo. Si bien
el modelo de HPx es valioso para estudiar los mecanismos moleculares de la
RH, no reproduce la complejidad de las EHC. En las patologias hepaticas, la
agresion continua en el higado genera un ciclo persistente de dafio, muerte
celular y regeneracion compensatoria, con la participacion activa de HSC y otros
tipos celulares (445). Previamente demostramos que RPV induce la
proliferacion de hepatocitos mediante la apoptosis de las HSC y la liberacién de
IL-6. Sin embargo, dado que el modelo de HPx no reproduce la agresion cronica
presente en las EHC, su capacidad para confirmar este efecto de RPV sobre la
RH es limitada.

Los datos presentados en esta tesis doctoral evidencian el efecto antifibrético
de RPV sobre las HSC. Este efecto se logra mediante la modulacion de
procesos celulares cruciales en la fibrogénesis, incluyendo la activacion, la
produccién de ECM, la autofagia, la funcidon mitocondrial, la migracion y la
proliferacion. Estos hallazgos posicionan a RPV como una prometedora
estrategia terapéutica para el tratamiento de la fibrosis hepatica. Ademas, el
estudio del mecanismo de accion de RPV ha revelado dianas terapéuticas
adicionales con potencial para el desarrollo de nuevos farmacos antifibréticos.

El efecto sinérgico positivo observado al combinar RPV con otros farmacos
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actualmente en estudio para el tratamiento de la fibrosis hepatica, como SV,
abre interesantes perspectivas para el desarrollo de terapias combinadas,
aumentando las posibilidades de éxito terapéutico. Asimismo, la modulacion de
la composicion de EV secretadas por las HSC activadas tras el tratamiento con
RPV representa otro hallazgo relevante. Esta modulaciéon no solo afecta
directamente a las HSC, sino que también impacta en la comunicacion
intercelular dentro del microambiente hepatico, con la posibilidad de influir en
otras células. Este descubrimiento abre nuevas y prometedoras vias de
investigacion para comprender la compleja interaccion entre las HSC y su
entorno.

Si bien esta tesis doctoral se basa en modelos in vitro, lo que limita la
extrapolacion directa de los resultados a la practica clinica, la utilizacion de
cultivos primarios de HSC humanas, ademas de la linea celular LX-2, fortalece
la validez de las observaciones. Los cultivos primarios reflejan con mayor
fidelidad la fisiologia de las HSC humanas, otorgando mayor solidez a los
hallazgos y reforzando el potencial traslacional de RPV como terapia
antifibrética. Futuros estudios in vivo son necesarios para confirmar estos
resultados y avanzar en el desarrollo clinico de RPV como una nueva estrategia

terapéutica para la fibrosis hepatica.
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Figura V.1. Esquema representativo del efecto antifibrogénico de RPV en HSC
activadas.
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1.

El cotratamiento con RPV induce una modulacion transcripcional global en
las HSC activadas por TGF-B, disminuyendo la expresion de genes
relacionados con la fibrogénesis, incluyendo aquellos involucrados en la
organizacion de la ECM vy la sintesis de colageno. Este efecto
antifibrogénico es concentracion-dependiente y se relaciona con el efecto

proapoptatico del farmaco en las HSC activadas por TGF-f3.

RPV atenua la proliferacion, la fibrogénesis y la migracion de las HSC
inducidas por PDGF-BB. Este efecto se observa a través de la regulacion
negativa de genes del ciclo celular, la disminucién de la expresion de
marcadores fibrogénicos y la inhibicion de algunos efectores de la via de
sefalizacion de PDGF-(3.

RPV potencia el proceso autofagico en HSC activadas por TGF-f3, lo que se
evidencia por el aumento en la formacion de autofagosomas vy
autolisosomas, la aceleracion del flujo autofagico y la mayor expresiéon de

marcadores autofagicos.

La combinacién de RPV y SV muestra un efecto sinérgico antifibrético y
antioxidante en HSC activadas con TGF-B, reduciendo marcadores
fibrogénicos, potenciando la apoptosis mediada por caspasas, modulando
las vias STAT1/STAT3 y Nrf2, y disminuyendo los niveles de ROS

mitocondriales.

RPV modula la funcién y dinamica mitocondrial en las HSC activadas por
TGF-B, contrarrestando las alteraciones bioenergéticas, previniendo el
aumento de masa mitocondrial y atenuando los cambios morfoldgicos

asociados a la activacion. Ademas, modula la expresion de genes
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mitocondriales relacionados con el metabolismo, la fosforilacion oxidativa y

la dinamica mitocondrial.

6. RPV modula el proteoma de las HSC activadas por TGF-B, atenuando la
expresion de proteinas clave en la activacion, fibrogénesis y motilidad
celular. Ademas, el analisis del contenido proteico de los exosomas reveld
cambios globales en el proteoma de las EV secretadas por las HSC

activadas con TGF-[3, tanto en ausencia como en presencia de RPV.

7. El tratamiento con RPV no parece acelerar la RH tras una HPx al 70 % en
modelo animal, procedimiento que, por si solo, induce una efectiva
recuperacion de la masa hepatica, un aumento en la expresién de
marcadores de proliferacion celular y la activacion de rutas implicadas en la
RH.
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ANEXO |. APROBACION DEL COMTE DE ETICA PARA EL ESTUDIO CLIiNICO

8 GENERALITAT VALENCIANA = =

FerreniTiTen

DEPARTAMENT CLINIC MALVA-ROSA
Hospital Clinic Universitari

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINIC UNIVERSITARI DE
VALENCIA

Dofia Cristina Gomis Gozalbo, Vicepresidenta del Comité Etico de Investigacion del Hospital Clinic Universitari
de Valencia

CERTIFICA

Que en este Comité, en su reunion de fecha 20 de diciembre de 2018, y segun consta en el acta de la misma,
se han analizado los aspectos éticos (Protocolo version 1 de 21 de noviembre de 2018; HIP/CI Paciente Cirugia
Pancredtica o Biliar version 2 de 21 de diciembre de 2018; HIP/CI Paciente con Enfermedad Hepatica versién
2 de 21 de diciembre de 2018) y cientificos relacionados al proyecto de investigacion que lleva por titulo:

Nuevas dianas farmacoldgicas para el tratamiento de la enfermedad hepdtica cronica: rutas de
senalizacion JAK-STAT1 y JAK-STAT3 como punto de partida. (2018/272)

Mismo que sera llevado a cabo en el Servicio de Gastroenterologia y en la Universitat de Valéncia y cuyos
investigadores principales son el Dr. Joan Tosca Cuquerella, la Dra. Nadezda Apostolova y la Dra. Ana Garcia
Blas, acordando que reune las caracteristicas adecuadas referentes a informacién a los pacientes y
cumplimiento de los criterios éticos para la investigacion médica y biomédica establecidos en la Declaracién
de Helsinki (Junio 1964, Helsinki, Finlandia) de la Asamblea Médica Mundial, y sus revisiones (Octubre 1975,
Tokio, Japon), (Octubre 1983, Ve necia, Italia), (Septiembre 1989, Hong Kong), (Octubre 1996, Somerset
West, Sudafrica), (Octubre 2000, Edimburgo), {Octubre 2008 Sedl, Corea) y (Octubre 2013 Fortaleza, Brasil)
y en la Declaracién Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos del Hombre de la UNESCO vy los
acuerdos del Protocolo Adicional del Consejo de Europa para la proteccion de los Derechos del Hombre y
de la dignidad del ser h frente a la aplicaciones de la biologia y de la medicina (Paris 12-1-1998,
ratificado el 23-7-1999).

Lo que certifico a efectos oportunos.

Valencia, 20 de diciembre de 20;63\‘

/ |
|

Fdo. : Dofia Cristina Gomis Gozalbo
Vicepresidenta del Camité Etjco q’e Investigacion Clinica

/ j .
7/7\/'
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EINCLIVA

Instituto de Investigacion Sanitaria

2018/272

En Valencia, a 20 de diciembre de 2018

D. Andrés Cervantes Ruipérez, en calidad de Director General de la Fundaci6n de Investigacién
del Hospital Clinico Universitario de Valencia — Instituto de Investigacion Sanitaria INCLIVA

CERTIFICA

Que el proyecto con titulo “Nuevas dianas farmacolégicas para el tratamiento de la
enfermedad hepdtica crénica: rutas de sefializacién JAK-STAT1 y JAK-STAT3 como punto de
partida”, presentado por Joan Tosca Cuquerella, Nadezda Apostol y Ana Blas Garcia, ha
sido evaluado por la Comisién de Investigacién de INCLIVA en su reunién del dia 20 de diciembre
de 2018, encontrandolo conforme con los requisitos de capacitacion del solicitante, la
adecuacién del proyecto a los medios existentes, la adecuacion de la memoria y el interés de los
resultados del proyecto para el drea de salud.

Y para que conste, se firma en la ciudad y fecha arriba indicadas

P

& Menande Puiyo. 4 Acx
€110 easpoten

INCLIVA

Institutn dv ivevigacion Lannare

W00 Vatencin
e nciva ey

Fdo.: D. Andrés Cervantes Ruipérez
Director General
INCLIVA Instituto de Investigacion Sanitaria

F-EG-CCI-9 Certificado conformidad
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ANEXO II. CONSENTIMIENTO INFORMADO DE LOS PACIENTES SOMETIDOS A
CIRUGIA PANCRATICA O BILIAR

%GENERALHAT VALENCIANA

A\ DEPARTAMENT CLINIC MALVA-ROSA

y/

Hospital Clinic Universitari

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE SOMETIDO
A CIRUGIA PANCREATICA O BILIAR

TITULO DEL ESTUDIO: N dianas far légicas para el i de la enfermedad
hepéatica cronica: rutas de sefializacion JAK-STAT1 y JAK-STAT3 como punto de partida
PROMOTOR

INVESTIGADOR PRINCIPAL Joan Tosca Cuquerella

SERVICIO Gastroenterologia

CENTRO Hospital Clinico Universitario

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le invita a
participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion de su centro, de
acuerdo a la legislacion vigente, Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién biomédica. Nuestra
intencion es que usted reciba la informacion correcta y suficiente para que pueda decidir si acepta
o no participar en este estudio. Lea esta hoja de informacién con atencién y nosotros le aclararemos
las dudas que le puedan surgir. Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno.
Asi mismo, podra solicitar cualquier explicacién que desee sobre cualquier aspecto del estudio y
sus implicaciones a lo largo del mismo contactando con el investigador principal del proyecto, el Dr.
Joan Tosca Cuquerella en el teléfono 961 97 35 00 Ext: 436 448.

1. Partidpacion voluntaria

Le invitamos a participar en el dio porque sevaa a una cirugia pancreatica o biliar.
Debe saber que su participacién en este estudio es totalmente voluntaria y que puede decidir NO
participar. Si decide participar, puede cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier
momento, sin que por ello se altere la relacién con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su
atencion sanitaria. Asi mismo, podra retirarse del estudio en cualquier momento, sin tener que dar
explicaciones.

2. Justificacién y Objetivo del estudio

La enfermedad hepética crénica y, particularmente, la enfermedad de higado graso no alcohélico
(EHGNA) representa actualmente un problema creciente en nuestra sociedad, especialmente
debido al importante aumento en la incidencia de diabetes mellitus y obesidad. De hecho, se ha
convertido en la causa mas frecuente de disfuncién hepatica en los paises desarrollados - se estima
que en Espafia una de cada cuatro personas padece esta enfermedad. Aunque en algunos pacientes
se manifiesta solo como acumulacién de lipidos en el higado, en muchos otros progresa a estadios
mas graves como es la esteatohepatitis, la fibrosis, la cirrosis y el cancer de higado.
Desgraciadamente, no existen tratamientos especificos ni efectivos para su diagnéstico y
prondstico. Por todo ello, existe un gran interés en la identificacion de posibles moléculas dtiles
para el tratamiento y el diagnéstico de la enfermedad. El objetivo de este estudio es buscar estas
dianas moleculares con potencial diagnéstico, pronéstico o terapéutico para la enfermedad
hepética cronica.

3. Descripcién del estudio
Teniendo en cuenta que el nimero de pacientes con enfermedad hepatica crénica de los que se

podra obtener muestras de su higado va a ser bastante baja, se obtendran también muestras
hepéticas obtenidas de pacientes sin enfermedad hepatica crénica. En este caso, se utilizardn
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resecciones hepéticas de pacientes intervenidos de colecistectomia o cirugia pancreética. Se prevé
la inclusién de 10 pacientes.

4. Actividades del estudio

Se prevé obtener el nimero total de muestras a lo largo de 1 afio (10 pacientes). A partir de la
dltima muestra recogida se afiadiran 6 meses para el analisis y publicacién de los datos. En un
principio, no se prevé que su participacion en el estudio conlleve la realizacion de mas visitas y mas
pruebas de las que se realizarian si no participara. Tampoco se prevé la realizacién de exploraciones
y actividades complementarias o extraordinarias por su participacion en el estudio. En el caso de
que sean necesarias por el desarrollo del proyecto, Ud. sera informado debidamente.

5. Riesgos y molestias derivados de su participacion en el estudio

En el caso de la donacién de una muestra de tejido hepatico, el riesgo es la presencia de hemorragia,
pero se trata de una reaccién cuya frecuencia es muy baja. Ademas, la probabilidad de esta
complicacién es ain menor dado el tamafio tan reducido de la muestra extraida. No se prevén
molestias de ningun otro tipo.

6. Posibles beneficios

Es muy posible que usted no obtenga ningtn beneficio para su salud por participar en este estudio,
pero podré ayudar a conocer mejor la enfermedad hepatica crénica, y mejorar el pronéstico y el
tratamiento de futuros pacientes.

7. Proteccion de datos personales

El investigador/promotor y el centro son responsables respectivamente del tratamiento de sus
datos y se comprometen a cumplir con la normativa de proteccién de datos en vigor, la Ley Organica
3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos Personales y Garantia de los Derechos Digitales,
el Real Decreto que la desarrolla (RD 1720/2007) y el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento
europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccién de Datos (RGPD).

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cddigo, de manera que no
incluya informacién que pueda identificarle, y sélo su médico del estudio/colaboradores podra
relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no serd
revelada a persona alguna salvo excepciones en caso de urgencia médica o requerimiento legal.

El acceso a su informacién personal identificada quedard restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades competentes, al Comité de Etica de la Investigacion y personal
autorizado por el promotor (monitores del estudio, auditores), cuando lo precisen para comprobar
los datos y procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los
mismos de acuerdo a la legislacién vigente.

De acuerdo a lo que establece la legislacion de proteccion de datos, usted puede ejercer los
derechos de acceso, modificacién, oposicidn y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a
su médico del estudio. Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio,
ningun dato nuevo sera afiadido a la base de datos, pero si se utilizardn los que ya se hayan
recogido.

Ademds, puede limitar el tratamiento de datos que sean incorrectos, solicitar una copia o que se
trasladen a un tercero (portabilidad) los datos que usted ha facilitado para el estudio. Para ejercitar
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sus derechos, dirijase al investigador principal del estudio o al Delegado/a de Proteccién de Datos
del centrofinstitucion en dpd@gva.es. Asi mismo tiene derecho a dirigirse a la Agencia de
Proteccién de Datos si no quedara satisfecho.

Los datos codificados pueden ser transmitidos a terceros y a otros paises, pero en ningln caso
contendran informacidn que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos, iniciales,
direccién, n2 de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta cesién, sera para los
mismos fines del estudio descrito o para su uso en publicaciones cientificas, pero siempre
manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacién vigente.

8. INFORMACION RELATIVA A MUESTRAS BIOLOGICAS

Su participacion en este estudio conlleva la obtencién y utilizacién de muestras biolégicas con fines
de investigacion, para lo que se observara la Ley 14/2007 de investigacién biomédica y el Real
Decreto 1716/2011 de Biobancos, normativas que garantizan el respeto a los derechos que le
asisten.

Al firmar este documento, revisado y evaluado favorablemente por el Comité de Etica de
Investigacién de su centro, usted acepta que se utilicen sus muestras para las finalidades del
presente estudio.

8.1 Procedimientos de obtencién de muestras, molestias y posibles riesgos

Las muestras seran obtenidas durante el seguimiento habitual de su enfermedad o proceso
asistencial, pero se trata de un procedimiento fuera de la practica clinica habitual.

Se le solicita permiso para utilizar con fines cientificos una muestra de su higado. Se le pedira que
done una pequefia muestra hepética durante la intervencién quirirgica que se le vaya a realizar
como parte de proceso asistencial. No espera ningun efecto negativo de este procedimiento para
Ud. y la dnica reaccién indeseada seria hemorragia en la zona de extraccion del tejido pero es un
efecto muy poco frecuente.

Las muestras estaran asociadas a un cédigo que solo podra ser relacionado con su identidad por
personal autorizado, de la misma manera que se ha explicado previamente con los datos obtenidos
durante el estudio.

Los datos que se deriven de la utilizacion de estas muestras se trataran del mismo modo que el
resto de datos que se obtengan durante este estudio en cuanto a la proteccién de datos.

Las muestras y los datos asociados se mantendran bajo las condiciones de seguridad adecuadas y
se garantiza que los sujetos no podran ser identificados a través de medios considerados razonables
por personas distintas a las autorizadas.

Es posible que sea necesario algln dato o muestras adicionales. En ese caso, su médico se pondra
en contacto con usted para solicitarle de nuevo su colaboracién. Se le informara de los motivos y
se le solicitara de nuevo su consentimiento.

8.2 Beneficios esperados
No se espera un beneficio directo por su participacién en el estudio. No obstante, los conocimientos

obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo a partir de sus muestras y de muchas otras pueden
ayudar al avance cientifico.
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No percibird ninglin beneficio econémico por la donacién de las muestras y la cesién de los datos
proporcionados, ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos
que puedan conseguirse como resultado de la investigacién efectuada.

8.3. Lugar de analisis y almacenamiento de muestras

Durante el desarrollo del estudio sus muestras pueden ser analizadas en la Facultad de Medicina
de la Universidad de Valencia. Durante este proceso el responsable de las muestras sera el
promotor/investigador del estudio.

8.4. Implicaciones de la informacién obtenida al analizar las muestras
En el caso de que usted lo solicite, se le podra facilitar informacién acerca de los estudios generales
del presente estudio.

En el caso de que en este estudio se obtengan datos que pudieran ser clinica o genéticamente
relevantes para usted, e interesar a su salud o a la de su familia, podra solicitar que le sean
comunicados por su médico del estudio.

No obstante, si usted manifiesta su negativa a ser informado, pero segun criterio del médico
responsable, la informacion obtenida sea necesaria para evitar un grave perjuicio para su salud o la
de sus familiares biolégicos, se informara a un familiar préximo o a un representante, previa
consulta al Comité de Etica Asistencial del centro. La comunicacién de esta informacion se llevard a
cabo por profesionales que le podran explicar adecuadamente su relevancia y las opciones que se
pudieran plantear. En caso de informacién genética clinicamente relevante podra recibir el
preceptivo consejo genético.

8.5. Uso futuro de las muestras

Las muestras seran conservadas en el Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Valencia hasta que sean procesadas (no mas de un mes), tras lo cual se
destruiran.

Una vez finalizado el estudio, las muestras sobrantes seran destruidas. Ademas, este material no
sera bajo ningln concepto ni en ninglin momento motivo de lucro, bien sea por la venta del material
o de los derechos para realizar estudios sobre los mismos.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
TITULO DEL ESTUDIO: Nuevas dianas farmacoldgicas para el tratamiento de la enfermedad
hepética crénica: rutas de sefializacion JAK-STAT1 y JAK-STAT3 como punto de partida

PROMOTOR
INVESTIGADOR PRINCIPAL Joan Tosca Cuquerella
SERVICIO Gastroenterologia
CENTRO Hospital Clinico Universitario
Yo, <<nombre y apellidos del participante>>

(Nombre de pufio y letra por el paciente)
He leido la hoja de informacién que se me ha entregado sobre el estudio.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.
He hablado con bre del i igador>>
{Nombre de pufio y letra por el paciente)
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
- Cuando quiera.
- Sin tener que dar explicaciones.
- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.
Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.
Consiento al uso y tratamiento de mis datos personales para esta investigacién en las condiciones
explicadas en esta hoja de informacién.

Uso de Muestras
Consiento al almacenamiento y uso de las muestras y de los datos asociados para esta investigacién
en las condiciones explicadas en esta hoja de informacion.

Osi Ono

Deseo que el médico del estudio me comunique la informacién derivada de la investigacion
(genética o no genética, a matizar dependiendo del caso) que pueda ser relevante y aplicable para
mi salud o la de mis familiares:

Osi ONo Teléfono o e-mail de contacto

Consiento a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras bioldgicas
adicionales.

Osi ONo Teléfono o e-mail de contacto

Recibiré una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado

Firma del participante Firma del investigador

Fecha:___ /[ Fechass . ft.. fio...

(Firma y fecha de pufio y letra por el paciente)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO REPRESENTANTE LEGAL

TITULO DEL ESTUDIO: Nuevas dianas farmacolégicas para el tratamiento de la enfermedad
hepdtica crénica: rutas de sefializacién JAK-STAT1 y JAK-STAT3 como punto de partida

PROMOTOR

INVESTIGADOR PRINCIPAL Joan Tosca Cuquerella

SERVICIO Gastroenterologia
CENTRO Hospital Clinico Universitario
Yo, bre y apellidos del rep ,en calidad de
(Nombre de pufio y letra por el representante)
<<indicar p 0>>, de bre y apellidos del particij

(Nombre de puiio y letra por el representante)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado sobre el estudio.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con bre del d
(Nombre de pufio y letra por el representante)

Comprendo que su participacion es voluntaria.
Comprendo que puede retirarse del estudio:

- Cuando quiera.

- Sin tener que dar explicaciones.

- Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para su participacién en el estudio
Consiento al uso y tratamiento de sus datos personales para esta investigacion en las condiciones
explicadas en esta hoja de informacién.

Uso de Muestras
Consiento al almacenamiento y uso de las muestras y de los datos asociados para esta investigacion
en las condiciones explicadas en esta hoja de informacién.

Osi Ono

Deseo que el médico del estudio me comunique la informacién derivada de la investigacion
(genética o no genética, a matizar dependiendo del caso) que pueda ser relevante y aplicable para
mi salud o la de mis familiares:

Osi Ono Teléfono o e-mail de contacto:

Consiento a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras bioldgicas
adicionales.

Osl Ono Teléfono o e-mail de contacto

Recibira una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado

Firma del representante legal, familiar o persona Firma del investigador
vinculada de hecho
Fecha: / /. Fecha: / /

(Firma y fecha de puiio y letra por el representante)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO ORAL ANTE TESTIGOS

TITULO DEL ESTUDIO: Nuevas dianas farmacoldgicas para el tratamiento de la enfermedad
hepatica crénica: rutas de sefializacién JAK-STAT1 y JAK-STAT3 como punto de partida
CcODIGO DEL
ESTUDIO
PROMOTOR /
INVESTIGADOR PRINCIPAL Joan Tosca Cuquerella
SERVICIO Gastroenterologia
CENTRO Hospital Clinico Universitario
Yo, <<nombre y apellidos del testigo>>,

(Nombre de pufio y letra por el testigo)
como testigo, afirmo que en mi presencia se ha informado a D/D2

bre y apellidos del p

(Nombre de puiio y letra por el testigo)
y se ha leido la hoja de informacidn que se le ha entregado sobre el estudio, de modo que:

Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.

Ha recibido suficiente informacién sobre el estudio.

Ha hablado con <<nombre del investigador>>
{Nombre de pufio y letra por el testigo)

Comprende que su participacion es voluntaria.

Comprende que puede retirarse del estudio:

- Cuando quiera.

- Sin tener que dar explicaciones.

- Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Presta libremente su conformidad para su participacion en el estudio.
Consi al uso y tratamiento de sus datos personales para esta investigacion en las condiciones
explicadas en esta hoja de informacién.

Uso de Muestras

Consiente al almacenamiento y uso de las muestras y de los datos asociados para esta investigacion
en las condiciones explicadas en esta hoja de informacién.

Osi Ono

Desea que el médico del estudio me comunique la informacién derivada de la investigacion
(genética o no genética, a matizar dependiendo del caso) que pueda ser relevante y aplicable para
mi salud o |a de mis familiares:

Osi ONO  Teléfono o e-mail de contacto

Consiente a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biolégicas
adicionales.

Osi ONO  Teléfono o e-mail de contacto

Recibira una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado

Firma del testigo Firma del investigador

Fecha:___/ /] Fecha: __/___/_

(Firma y fecha de pufio y letra por el testigo)
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ANEXO Ill. APROBACION DEL COMTE DE ETICA PARA EL MODELO MURINO

£/l GENERALITAT Direceién General de Agricutura, Ganaderia y Pesca
\ VALENCIANA Galede La Dermocraca, 77 46018 Viléncia

Conselleria de Agricultura,
Desarrollo Rurai, Emergencia
Climatica y Transicion Ecolégica

WwWw.gva.es

PROCEDIMIENTO 2022 VSC PEA 0109

Vista la solicitud realizada en fecha 03/05/22 con n° reg. entrada GVRTE/2022/1370821
por D/D® Carlos Hermenegildo Caudevilla, Vicerrector de Investigacion y Politica
Cientifica, centro usuario ES462500001003, para realizar el procedimiento:

“Estudio del efecto del farmaco Rilpivirina sobre la regeneracion hepatica en un modelo
animal de hepatectomia parcial®

Teniendo en cuenta la documentacion aportada, segln se indica en el articulo 33, punto
5y 6, y puesto que dicho procedimiento se halla sujeto a autorizacion en virtud de lo
dispuesto en el articulo 31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero.

Vista la propuesta del jefe del servicio de Produccion y Sanidad Animal.

AUTORIZO:

La realizacion de dicho procedimiento al que se le asigna el codigo: 2022 VSC PEA
0109 tipo 2, de acuerdo con las caracteristicas descritas en la propia documentacion
para el nimero de animales, especie y periodo de tiempo solicitado. Todo ello sin
menoscabo de las autorizaciones pertinentes, por otras Administraciones y entidades, y
llevandose a cabo en las siguientes condiciones:

Usuario: Universitat de Valéncia
Responsable del proyecto: Nadezda Apostolova Atanasovska

Establecimiento: Animalario Facultad de Medicina - Campus Blasco Ibaiiez

Necesidad de evaluacion restrospectiva: No
Condiciones especificas: No

Valencia a, fecha de la firma electronica
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