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SUMMARY

Chronic hepatocellular lesions trigger tissue repair responses that can become dysregulated and
lead to the development of liver fibrosis. This process, characterized by the generation and
deposition of fibrous tissue in the liver and the accumulation of extracellular matrix proteins
disrupting the liver architecture by forming a fibrous scar, can ultimately lead to the development
of cirrhosis or hepatocellular carcinoma. Because of this, liver fibrosis is one of the main causes of
morbidity and mortality globally. Despite having considerable knowledge about the pathogenesis
of the fibrotic process, there are still no adequate biomarkers or therapies really effective for liver
diseases associated with fibrosis development. Therefore, it is necessary to find factors with
beneficial effect on fibrosis and that could be attractive candidates for being used either as

biomarker or as therapeutic agent.

In this doctoral thesis we have investigated the potential protective role of the neuropeptide
Cortistatin in the development of pathological liver fibrosis. For this we have performed two
different experimental models where hepatocellular injury was induced by repeated administration
of the toxic agent carbon tetrachloride, and cholestatic injury through ligation of the common bile
duct. Both models were induced in mice with normal gene expression and mice with partial or total
Cortistatin deficiency. In this way, we have showed that Cortistatin deficiency predisposes to the
development of earlier and exacerbated clinical signs during the development of fibrosis and leads
to a higher mortality rate, and that Cortistatin treatment avoids and reverts the progression of the
induced fibrogenic response and the tissular damage caused by it. Likewise, we have demonstrated
the inverse correlation between the development of liver fibrosis and the expression of Cortistatin,
and the ability of this neuropeptide to signal through receptors associated with other anti-fibrotic
factors being able to trigger a more powerful synergistic anti-fibrogenic response. During this thesis
we have also investigated the phenotype and genetic signature of Cortistatin-deficient hepatic
stellate cells. We have described a high number of differentially expressed genes in Cortistatin
deficient cells that reveal a profile highly compromised with differentiation to activated

myofibroblast, having among them genes associated with muscle development and function.

Therefore, with the results obtained during this doctoral thesis, it is proved that the neuropeptide
Cortistatin emerges as a potential marker of poor prognosis in the development of liver fibrosis and

as an anti-fibrotic agent suitable for the treatment of chronic liver disorders with different etiologies.
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RESUMEN

Lesiones hepatocelulares cronicas desencadenan respuestas de reparacion tisular que se pueden
desregular y conducir al desarrollo de fibrosis hepatica. Este proceso, caracterizado por la
generacion y deposicion de tejido fibroso en el higado y la acumulacion de proteinas de matriz
extracelular distorsionando la arquitectura hepatica al formar una cicatriz fibrosa, puede en tltima
instancia conducir al desarrollo de cirrosis o de carcinoma hepatocelular. A causa de ello, es una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel global. A pesar de tener un conocimiento
considerable sobre la patogénesis del proceso fibrético, atin no existen ni biomarcadores adecuados
ni terapias que sean realmente eficaces para las enfermedades hepaticas asociadas a su desarrollo
y, por tanto, es necesaria la busqueda de factores que presenten un efecto beneficioso sobre la
fibrosis y puedan ser candidatos atractivos para su uso ya sea como biomarcador o como agente

terapéutico.

En esta tesis doctoral hemos investigado el potencial papel protector del neuropéptido Cortistatina
en el desarrollo de la fibrosis hepatica patologica. Para ello hemos inducido dos modelos
experimentales diferentes donde se indujo la lesion hepatocelular mediante la repetida
administracion del agente toxico tetracloruro de carbono, y la lesion colestatica a través de la
ligacion del ducto biliar comin. Ambos modelos fueron inducidos en ratones con dotacion génica
normal y ratones con deficiencia, tanto parcial como total, en Cortistatina. De esta forma hemos
comprobado que la deficiencia en Cortistatina predispone al desarrollo de signos clinicos mas
tempranos y exacerbados durante el desarrollo de la fibrosis y que conducen a una mayor tasa de
mortalidad, y que el tratamiento con Cortistatina consigue evitar y revertir la progresion de la
respuesta fibrogénica inducida y, por tanto, el dafio desencadenado por ésta. Asimismo, hemos
demostrado la relacion inversa existente entre el desarrollo de la fibrosis hepatica y la expresion de
Cortistatina, y la capacidad de este neuropéptido para sefalizar a través de receptores asociados a
otros factores anti-fibroticos y poder desencadenar asi una respuesta anti-fibrogénica sinérgica mas
potente. Durante esta tesis hemos investigado también el fenotipo y la firma genética de las células
estrelladas hepaticas deficientes en Cortistatina. Hemos descrito un elevado nimero de genes
diferencialmente expresados en las células deficientes en Cortistatina que revelan un perfil muy
comprometido con la diferenciacion a miofibroblasto activado, y entre los que se encuentran incluso

genes asociados al desarrollo y funcién muscular.

Por tanto, con los resultados obtenidos durante esta tesis doctoral, queda patente que el
neuropéptido Cortistatina surge como un potencial marcador de mala prognosis ante el desarrollo
fibrosis hepatica y como agente anti-fibrético adecuado para el tratamiento de trastornos hepaticos

cronicos con diferentes etiologias.
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1. INTRODUCCION







1.1 FIBROSIS HEPATICA.

La fibrosis hepatica es una respuesta desregulada desencadenada a causa de una lesion
hepatocelular cronica o severa. Este proceso, caracterizado por la generacion y deposicion de tejido
fibroso en el higado y la acumulacion de proteinas de matriz extracelular que distorsionan la
arquitectura hepatica con cicatrices fibrosas, puede en ultima instancia conducir al desarrollo de
cirrosis o de carcinoma hepatocelular. A causa de ello, es una de las principales causas de

morbilidad y mortalidad a nivel global.

Debido a la aparicion generalizada y multiorganica de las enfermedades fibroticas, es dificil
determinar su incidencia total, aunque se ha estimado que alrededor del 45% de la mortalidad en
los paises desarrollados occidentales se debe a su aparicion, lo que conlleva ademds un coste en
atencion médica superior a dos mil millones de euros directos cada afio!. De hecho, la cirrosis
hepatica ya es, por si sola, causa de alrededor de 1.2 millones de muertes a nivel mundial, y por ello
es considerada como la décima causa de muerte mas comiin en paises desarrollados. Segun la
Organizacion mundial de la Salud, el carcinoma hepatocelular es la quinta causa mas comun de

cancer, resultando en 47.000 muertes al afio en Europa®.

Existen diversas enfermedades asociadas a procesos fibrogénicos hepaticos como son la fibrosis
hepaética alcoholica y no alcohdlica, la fibrosis hepatica inducida por hepatitis C, la cirrosis biliar
primaria, la fibrosis hepatica inducida por parasitos (esquistosomiasis), la hepatitis autoinmune, la
hipertension portal, los sindromes hepato-renal, hepato-pulmonar y porto-pulmonar, la

encefalopatia hepatica o el cancer hepatocelular® entre otros.

Cada vez se conocen mejor los factores de riesgo de la fibrosis y como éstos afectan a su progresion.
Entre ellos se encuentran el abuso en el consumo de alcohol (entre el 80-90 % de los alcoholicos
cronicos desarrollan la enfermedad del higado graso y corren el riesgo de desarrollar severas
complicaciones), la edad, el sexo (mayor prevalencia en hombres), indice de masa corporal,
anormalidades lipidicas o desregulaciones del sistema inmunitario (debidas a inmunodeficiencias
o drogas inmunosupresoras). Actualmente se esta estudiando mas detalladamente también el
componente genético como factor de riesgo, de forma que se identifiquen variantes génicas o
polimorfismos que puedan predecir la tasa de progresion de la enfermedad mas rapidamente en

pacientes con una fibrosis hepatica poco avanzada e incluso en pacientes sin fibrosis aparente®.

Hoy por hoy no existe ninguna terapia estandar para el tratamiento de la fibrosis hepatica y el
enfoque mas efectivo hasta la fecha sigue siendo la retirada del agente causante del dafio. Por tanto,
debido a que atin no se posee un conocimiento completo de la patogénesis del proceso fibrotico y
a la actual existencia de un vacio en cuanto a agentes terapéuticos totalmente eficaces contra este
tipo de enfermedades, durante esta tesis se ha pretendido ahondar en el estudio de los complejos

mecanismos patogénicos involucrados en la respuesta fibrogénica y los posibles elementos
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reguladores que participen durante su desarrollo, para con ello proponer nuevos biomarcadores

adecuados ademas de una posible terapia efectiva para la fibrosis hepatica.

Antes de conocer como se desarrolla la respuesta fibrogénica hepatica primero hemos de conocer
donde se produce, de forma que se entiendan mejor las interacciones que se van a originar entre los
elementos implicados en dicha respuesta, los cuales se iran explicando detalladamente a lo largo de

esta tesis doctoral.
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1.1.1 Higado.

El higado es el 6rgano mas voluminoso del organismo, puede llegar a pesar alrededor de 1500
gramos representando asi entre el 2 y el 3% del peso corporal medio. Se encuentra ubicado en la
parte superior derecha de la cavidad abdominal, protegido por la caja toracica, donde mantiene su

posicion mediante los reflejos peritoneales.
1.1.1.1 Funciones.

La esencialidad del higado como 6rgano vital del cuerpo reside en su capacidad para realizar

multitud de funciones indispensables para éste (Fig. 1).

Produccion Glucosa: Produccién Cuerpos Cetdnicos:
Glucégeno —» Glucosa Acidos Grasos — Cetonas
Gluconeogénesis

Sintesis Triglicéridos y Colesterol

Almacenamiento Glucosa: Produccién Albumina
Glucosa Glucogeno Excrecion Colesterol en Bilis Produccion Factores Coagulacion
Grasa o J
5 . -~ A i Pro ~cidn Proteinas transportadoras
Secrecion Glucosa al torrente sanguineo Metf,nb‘ollsmo Produccion Proteinas transportadora
Lipidos
Metabolismo

Metabolismo

Carbohidratos ﬁ Proteinas

Almacenamiento

Vitaminas liposolubles

‘:> (A, B12,D, E)

Minerales

Excrecion de moléculas en Bilis

Alteracion quimica de
Hormonas y Farmacos (Hierro, Cobre)

Reduccion de toxicidad & %
Urea, Acido drico... = e
(RIEs, ACICOIEE:,.) Produccion y Secrecién

de Bilis
Desintoxicacion ; : g
Sintesis de Bilis

Funcion inmunolégica

Conjugacion y Excrecion de
pigmentos biliares
(Bilirrubina)

Presencia Células del Sistema Inmunolégico

Figura 1. Funciones hepaticas.

El higado realiza funciones indispensables para el organismo entre las que se encuentran la participacion en las rutas
metabolicas de carbohidratos, lipidos y proteinas, el almacenamiento tanto de vitaminas como de minerales, la produccion
y secrecion de bilis, la desintoxicacion y diversas funciones inmunologicas.

Debido a la importancia de estas funciones para el organismo y como la fibrosis hepatica hace que

se vean alteradas, se van a describir brevemente algunas de ellas a continuacion:
- Metabolismo intermediario de carbohidratos, lipidos y proteinas:

La participacion del higado en todas estas rutas metabolicas difiere dependiendo del estado en que
se encuentre el organismo en relacion a la glucemia derivada de la alimentacion. Por lo que
respondera de una u otra forma en base a las necesidades energéticas del resto del cuerpo, las cuales

variaran durante la fase de ayuno y tras la ingesta.

Durante el estado de ayuno, el higado aporta la glucosa necesaria para el correcto funcionamiento

del resto de organos, a través del glucogeno hepatico almacenado y también a través de la
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gluconeogénesis. Este proceso de gluconeogénesis requiere a su vez de diversos sustratos aportados
por el intestino (aminoacidos), los misculos (aminoacidos, lactato y piruvato) y el tejido adiposo
(glicerol). Los aminoacidos aportados al higado por el musculo y el intestino también pueden
oxidarse para la produccion de energia en forma de adenosin trifosfato (ATP), usarse como sustratos
para el ciclo de Krebs o ser utilizados para la sintesis de proteinas (albumina, factores de
coagulacion o proteinas transportadoras de membrana). Mediante la ureogénesis se consigue
eliminar el amonio toxico liberado durante el metabolismo de estos aminoacidos (la urea sale del
higado hacia los rifiones que se encargan de su excrecion). También hay que tener presente que,
durante la fase de ayuno, los cuerpos cetonicos generados en la beta oxidacion de los acidos grasos

también pueden funcionar como energia adicional entre el higado y el resto del cuerpo.

Sin embargo, tras la ingesta de alimentos, al no ser necesaria la aportacion de glucosa al resto de
organos por parte del higado, ésta se puede someter al proceso de glucolisis para generar ATP o
almacenarse en forma de glucogeno. El intestino no s6lo aporta aminoacidos al higado, como ocurre
durante el ayuno, sino también nutrientes que ingresan a través de la circulacion venosa portal, de
forma que ahora el intestino aporta ademas piruvato, lactato y acidos grasos. El glicerol generado
junto con los 4acidos grasos absorbidos forman triglicéridos, los cuales son empaquetados en
quilomicrones que viajan posteriormente por el sistema linfatico. Los triglicéridos generados
pueden también cargarse de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) para transportar lipidos

desde el higado a otros érganos.
- Funcion endocrina:

El higado es capaz de modificar la accion de diversos compuestos y hormonas como la hormona
del crecimiento GH (secretada por la hip6fisis y cuya accion es mediada por el factor de crecimiento
tipo insulina 1, IGF-1, de sintesis hepatica), la tiroxina (secretada por la glandula tiroidea y
convertida en su forma activa T3 en el higado), la insulina y el glucagdn (hormonas pancreaticas
que se degradan principalmente en el higado y los rifiones) o la vitamina D (convertida por el higado

en su forma activa mas potente antes de volver a la circulacion).
- Produccion de albumina:

La albimina es una proteina multifuncional cuyas acciones se deben a su diversa distribucion
(intravascular, extravascular e intracelular), su concentracion molecular y su compleja estructura.
Algunas de sus funciones son proporcionar presion osmotica coloidal al plasma para evitar su salida
por los capilares, transportar hormonas, acidos grasos libres, bilirrubina, farmacos o drogas,

controlar el pH e inmunodulador ademas de actuar como agente antioxidante y antitrombotico.

Aunque no se conocen reservorios de albumina en el organismo, alrededor de 10 g/dia son
sintetizados diariamente por el higado en adultos, lo que constituye aproximadamente el 25% de la

sintesis proteica hepatica®®. Su sintesis es llevada a cabo exclusivamente en el higado por los
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hepatocitos. En momentos de estrés, el higado tiene la capacidad de incrementar su produccion
hasta 10 veces. Mientras que alrededor del 35% de toda la albtimina nativa permanece en el espacio
intravascular, el resto viaja al espacio intersticial por transcapilaridad’. La albiimina es capaz de
entrar de nuevo en el higado via sinusoides y volver a la circulacion sistémica a través de los
capilares y del sistema linfatico. Aunque el catabolismo de esta proteina no es totalmente conocido,

se sabe que aproximadamente un 40-60% es degradado por el higado, los rifiones y los musculos®.
- Produccion de bilis como funcidn exocrina:

La bilis, como veremos en el apartado 1.1.1.4, contiene productos de desecho, conjugados y
degradados, disueltos en agua. Fluye a través del arbol biliar desde el parénquima hepatico hacia la
vesicula biliar, donde es concentrada, o directamente hacia a la luz intestinal para su posterior
eliminacion.

- Absorcion y metabolizacion de la bilirrubina:

La bilirrubina es un componente de la ruta cataboélica del grupo hemo. El proceso de absorcion y
metabolizacion de este elemento es esencial en la funcion hepatica ya que reduce la acumulacion

de grasa en el higado.

Como queda esquematizado en la Figura 2, los eritrocitos se rompen durante la eritosis, de tal
forma que el anillo hemo queda abierto por la hemo oxigenasa y se forma la biliverdina, la cual es
convertida en bilirrubina a través de la biliverdina reductasa A (BVRA). En el interior de los
hepatocitos esta bilirrubina puede, por un lado prevenir la esteatosis hepatica incrementando la
quema de grasas a través de un aumento de la actividad transcripcional de PPARa (del inglés
Peroxisome proliferator-activated receptor ); ser excretada de nuevo al torrente sanguineo a
través de proteina asociada a la resistencia a multiples drogas 3 (MRP3); o ser conjugada con acido
glucuronico (GA) por la enzima UDP-glucuronosiltransferasa (UGT1A1). La bilirrubina no
conjugada puede entrar de nuevo en los hepatocitos a través del transportador de aniones organicos
(OATP) y también ser conjugada por la UGT1A1. Una vez conjugada, la bilirrubina es excretada a
la bilis, a través de la proteina 2 asociada a la resistencia a multiples farmacos (MRP2), direccion
al intestino donde sera desconjugada y reducida a urobilindgeno (Fig. 2). Finalmente, estos
urobilindgenos seran depositados en las heces como pigmento biliar, reabsorbidos por la circulacion
hepatica portal o llevados a los rifiones donde se oxidaran a urobilina para asi también excretados

por la orina (Fig. 2).

- Absorcion y almacenamiento de vitaminas lipo e hidrosolubles y minerales como hierro,

cobre y zinc:

El higado participa también en el metabolismo de los micronutrientes (aquellos nutrientes que s6lo

son necesarios en cantidades del orden de los micro o miligramos para el correcto funcionamiento
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fisiologico del organismo). El higado es capaz tanto de captar como de almacenar diferentes
vitaminas y minerales que pueden conservarse inalterados en él o sufrir modificaciones

bioquimicas.
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Figura 2. Metabolismo de la bilirrubina.

Mientras que las vitaminas liposolubles (A, D, E, K) absorbidas por el intestino delgado son capaces
de viajar por el sistema linfatico hasta el higado y otros tejidos adiposos a través de los
quilomicrones, las vitaminas hidrosolubles (B3, B12 o C entre otras) llegan al higado a través del
torrente sanguineo (Fig. 3). La vitamina A, retinol, se almacena en las células estrelladas hepaticas
hasta que baja su concentracion en sangre y entonces es liberada de nuevo a la circulacion en forma

de retinol unido a la proteina fijadora de retinol (RBP) que también esta sintetizada en higado.

El higado ademas es capaz de absorber y almacenar minerales como el hierro (Fe), el cobre (Cu) y
el zinc (Zn) que llegan unidos a otros compuestos sin perder su propia identidad quimica, como son
la transferrina en el caso del Fe o la albumina para el Cu y el Zn (Fig. 3). El higado es capaz de
participar no sélo en el almacenamiento del hierro sino también en la sintesis de practicamente
todas las proteinas que intervienen en su metabolismo y su transporte como la transferrina, la

haptoglobina o la hemopexina.

28



ALMACENAMIENTO

ION
|
|

Vitaminas
liposolubles

Vitaminas
hidrosolubles

A, D,E, K

B3,B12,C A

Quilomicron

/

Figura 3. Absorcion y almacenamiento de vitaminas y minerales en el higado.
Funcion hepatica de almacenamiento de vitaminas y minerales absorbidos por el organismo.

- Degradacion de farmacos y toxinas:

El higado desintoxica la sangre neutralizando numerosas toxinas a través del proceso conocido
como filtracién sanguinea. Los hepatocitos son capaces de convertir farmacos, toxinas y
xenobioticos (proteinas extrafas al organismo) en formas mas solubles y lo hacen en dos fases: fase
I o fase de oxidacion, durante la que se produce la hidroxilaciéon y la carboxilacion del compuesto
extrafio en el reticulo endoplasmatico liso y en las mitocondrias; y fase Il o fase de conjugacion,
durante la que se asocia o conjuga el compuesto extrafio con glicina, acido glucurénico o taurina

de forma que al ser mas hidrosoluble pueda ser mas facilmente eliminado por los rifiones.

Ademas, el alcohol que es absorbido por el tracto intestinal es transportado al higado donde el 90%
puede ser metabolizado a través de tres sistemas: mediante la alcohol deshidrogenasa presente en
el citosol de los hepatocitos, a través del sistema oxidante microsomal de etanol en el que participa

el citocromo P450 y mediante la actividad catalasa de los peroxisomas de las células hepaticas®.
- Funcion inmunolégica:

El higado contribuye tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa. Este 6rgano se encuentra
constantemente expuesto a gran variedad de antigenos provenientes del tracto gastrointestinal
(antigenos de la propia dieta, patdgenos y toxinas). Por ello, cuenta con la defensa innata equipada
por los monocitos, las células de Kupffer (macrofagos residentes del tejido hepatico), los
macrofagos infiltrantes, los granulocitos, las células dendriticas, las células NK (células asesinas
naturales) y NKT (células T asesinas naturales), que se coordinan para mantener un ambiente
tolerogenico a la par que detectar y responder ante patdgenos invasores o elementos dafiinos®'°. La
inmunidad adaptativa en el higado estd mediada por numerosos factores con extensas y variadas

interacciones y por la presencia de células como linfocitos T y B, lo que hace que al higado se le
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pueda considerar también como un ‘6rgano linfoide’ con gran capacidad de inmunotolerancia'!. La
coordinacion entre células inmunitarias innatas y adaptativas se produce facilmente en el higado
gracias a la estructura tinica que presenta este 6érgano. Células residentes del tejido hepatico con
capacidad de presentar antigenos como los hepatocitos, las células endoteliales sinusoidales o las

células estrelladas hepaticas, facilitan la tolerancia inmune adaptativa en el higado.

El balance entre la inmunotolerancia y la actividad inmunitaria es critico para la funcion fisiologica
hepatica y es responsable de la sensibilidad de este 6rgano a numerosas enfermedades. Agentes
infecciosos o toxicos, la susceptibilidad genética o una actividad anormal de células T reguladoras
pueden conducir a la ruptura de la inmunotolerancia hepatica provocando graves dafios en células
del tejido hepatico como los hepatocitos o las células epiteliales biliares. En determinadas
circunstancias, diversos patogenos y virus como el virus de la hepatitis B/C o la malaria, aprovechan
estos mismos mecanismos tolerogénicos hepaticos para establecer infecciones persistentes!?. Otras
enfermedades, como la enfermedad hepatica autoinmune, también se asocian a la ruptura de la
inmunotolerancia, lo cual puede acabar derivando en una hepatitis severa y dar lugar

progresivamente a la cirrosis.
1.1.1.2 Estructura.

La anatomia del higado se puede dividir en lobulos, aunque esta division es ligeramente distinta
entre humano y raton. En el caso del ser humano, puede incluso a hablarse de higado no lobulado
al presentar este una estructura mucho mas unida y definida como bloque que el higado murino. Es
decir, mientras que un higado murino presenta lobulos individuales que se pueden ligar y extirpar

facilmente de forma independiente, el higado humano no.

Existen diversos modelos que describen la anatomia humana hepatica basandose principalmente en
las implicaciones quirtrgicas. Segin el modelo de Couinaud (Fig. 4A), el higado humano consta
de dos l6bulos principales, izquierdo y derecho, y cada uno de ellos se puede dividir en sectores.
Ambos sectores del hemi-higado derecho, l6bulo de mayor tamafio, se subdividen a su vez en 2
"segmentos" por un plano transversal a través de la primera bifurcacion de la vena porta!>!'4. En
total quedan diferenciados un total de 8 segmentos que se numeran en el sentido de las agujas del
reloj (encontrandose el segmento I en la parte posterior del higado) y que se encuentran protegidos
por una cubierta de tejido conectivo denominada capsula de Glisson (Fig. 4B). Externamente se
aprecia como el higado se encuentra divido por el ligamento falciforme que lo mantiene unido a la

pared abdominal anterior.
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A)

Lobulo derecho Lobulo izquierdo

W Division lobulos

Sector Capsula de Glisson

Segmento

Figura 4. Anatomia hepatica.
A) Division de la estructura hepatica en lobulos y sectores segtin el modelo de Couinaud. B) Cépsula de Glisson, cubierta
de tejido conectivo que recubre los 16bulos hepaticos.

Unidades funcionales hepdticas internas

La arquitectura interna del higado es homogénea entre segmentos. Estructuralmente el parénquima
del tejido hepatico se compone de unidades funcionales microscopicas que pueden ser descritas de

tres formas distintas (Fig.5):

08 &

Acino hepatico Laébulo hepatico Laébulo portal

Figura 5. Unidades funcionales del tejido hepatico.

Acino hepdtico
Unidad funcional ovoide donde el eje corto se corresponde con dos triadas portales adyacentes y el

eje largo con dos venas hepaticas terminales adyacentes (Fig. 5).
Si un acino hepatico se divide en dos, cada mitad se divide en tres zonas a su vez (Fig. 6):

- Zona 1: las células de esta zona, al ser las mas cercanas a las triadas portales, son las
primeras que reciben nutrientes, oxigeno o toxinas.

- Zona 2: las células de esta zona presentan caracteristicas intermedias entre las zonas 1 y 3
al encontrarse entre las triadas portales y las vénulas hepdticas (vena central en el 16bulo
hepatico).

- Zona 3: las células de esta zona al estar mas alejadas de las triadas portales reciben sangre
mas pobre, es decir con una menor concentracion tanto de nutrientes como de oxigeno y

toxinas.
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Zona 1: Zona periférica Zona 2: Zona intermedia Zona 3: Zona central

Figura 6. Zonas del acino hepatico.
En el acino hepatico se puede pueden diferenciar tres zonas dependiendo del flujo de oxigeno y nutrientes entre la vena
central del acino y las triadas portales.

Esta forma de concebir la unidad funcional hepatica destaca la direccion del flujo sanguineo en el
higado lo cual es importante para entender como la actividad metabolica de los hepatocitos afecta
a los diferentes grados de oxigenacion al viajar desde las triadas portales hasta la vena hepatica
central a través de los sinusoides.

A) B)

Hepatocitos Sinusoides
Zona 1 Zona 2 Zona 3

Vena central

Sintesis
triglicéridos

|

Vena porta

Arteria hepatica

Zona 1l Zona 2 Zona 3

Figura 7. Flujo y gradientes de distribucion entre zonas del acino hepatico.

A) El flujo sanguineo (flechas rojas) atraviesa las zonas 1, 2 y 3 desde la triada portal hasta la vena central, mientras que
el flujo de bilis (flechas verdes) presenta la direccion contraria. B) Los diferentes procesos que se llevan a cabo en el
tejido hepatico presentan distinto gradiente de distribucion en funcion de las zonas del acido hepatico.

Los gradientes que se muestran en la Figura 7 pertenecen tanto a las moléculas esenciales como a
los procesos funcionales que fueron mencionados previamente y que son fundamentales para la
homeostasis metabdlica tanto del higado como del resto del organismo. Hay que tener presente la
flexibilidad de estos gradientes dependiendo de factores como la disponibilidad variable de

nutrientes.

Lobulo hepatico

También conocido como lobulo clasico. Se trata de una region con forma aproximadamente
hexagonal (Fig. 5y 8) que tiene como centro una ramificacion de la vena hepatica (vena central del
16bulo) y en sus seis esquinas exteriores las triadas portales (rama de la vena porta, rama de la

arteria hepatica y ducto biliar. Si lo relacionamos con las zonas del acino hepatico encontrariamos
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la zona 3 como la zona mas cercana a la vena central mientras que la zona 1 seria la mas cercana a

las areas portales que componen las aristas del hexagono.

Zona 1: Zona periférica
Zona 2: Zona intermedia

Zona 3: Zona central

Vena central

Area portal

Septum interlobular

Lébulo hepdtico

Figura 8. Lébulo hepatico.
Unidad fundamental de tejido hepatico en forma de hexagono rodeada por areas portales alrededor de una vena central y
con triadas portales en sus esquinas.

Lobulo portal

Unidad fundamental, cuya configuracién de caracter triangular (Fig. 5), resalta la capacidad
secretora exocrina del higado. Esta unidad fundamental tiene en su centro una triada portal y en sus
extremos las venas centrales de 3 16bulos hepaticos clasicos adyacentes. Es decir, que las aristas de

este tipo de l6bulo son lineas imaginarias trazadas entre dichas venas centrolobulillares.

Parénquima y espacios extracelulares

Dentro del higado se pueden hablar de dos areas anatémicas separadas, el parénquima hepatico y
los espacios portales, y dependiendo de los distintos tipos celulares y espacios presentes en el
interior hepatico se puede diferenciar entre células parenquimatosas, no parenquimatosas y espacios

extracelulares (Fig. 9).

Hepatocitos Canaliculos biliares

Célula
estrellada
hepatica

a5 Celula de gé:u]laasl
g Kupffer Shfoiel &
. sinusoidales

G

Figura 9. Principales células hepaticas y espacios extracelulares.
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La mayor parte del higado, entre un 75 y un 80%, se encuentra ocupado por células parenquimatosas
(hepatocitos), mientras que las células no parenquimatosas (células endoteliales sinusoidales,
células de Kupffer, células estrelladas hepaticas) solo representan un 5-6 %'> (Fig. 9 y 10). El resto
del volumen lo componen los espacios extracelulares. Todos y cada uno de estos componentes

juegan, directa e indirectamente, un papel importante en la homeostasis hepatica.

Células del tejido hepdtico

- Hepatocitos

Los hepatocitos son las principales células parenquimatosas del tejido hepatico. Contribuyen en un
amplio rango de rutas metabdlicas (carbohidratos, proteinas, lipidos, acidos nucleicos, vitaminas,
hormonas, factores de coagulacion, secrecion biliar, etc). Los hepatocitos son células altamente
polarizadas con dominios apicales que representan un 10-15% del area superficial celular. El resto
de la superficie celular consiste en una membrana lateral lisa y una membrana basal compuesta de
microvellosidades (Fig. 9)'#!®. Estas vellosidades se extienden hacia el espacio de Disse y aumentan
el area superficial disponible para el intercambio de materiales entre los hepatocitos y el plasma

sanguineo.

Los hepatocitos presentan diametros mas pequefios de luz canalicular en las zonas centrales de los

l6bulos que van aumentando de tamafio a medida que se acercan a los espacios porta (Fig. 7).
- Células endoteliales sinusoidales

Las células endoteliales sinusoidales (LSECs) constituyen la pared sinusoidal, también denominada
endotelio o revestimiento endotelial (Fig. 9). Representan aproximadamente el 15% de las células
hepaticas, aunque solo el 3% del volumen hepatico'”. En condiciones fisioldgicas, las LSECs
conforman una barrera permeable a través de las fenestras. El mantenimiento de esta barrera es
critico ya que actiia como un filtro dinamico que facilita el intercambio bidireccional de fluidos,
solutos y particulas entre los sinusoides y las células del parénquima. Dafios como el abuso cronico
de alcohol provocan la defenestracion, lo que junto con la capilarizacion del endotelio hepatico
parece ser importante en la iniciacion de la fibrosis perisinuoidal al verse alterado también en
metabolismo del retinol'®. Durante la progresion de la fibrosis, las LSECs dafiadas van perdiendo
gradualmente las fenestras lo que aumenta la capilarizacion y hace que disminuya su capacidad

hepatoprotectiva y se promueva la vasoconstriccion intrahepatica y la respuesta fibrogénica.

- Células de Kupfter

Las células de Kupffer (KCs), también conocidas como células de Browicz-Kupffer, son
macrofagos especializados localizados cerca de las paredes del revestimiento de los sinusoides del
higado que forman parte del sistema reticulo-endotelial (Fig. 9). Su funcién principal es la

eliminacion y detoxificacion de agentes exogenos y endodgenos (principalmente endotoxinas
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bacterianas provenientes del intestino) que se introducen a través de la circulacion portal. Las KCs
actian como células presentadoras de antigenos y, dependiendo de los estimulos que reciban,
ejercen funciones tanto pro- como anti-inflamatorias durante la respuesta fibrogénica'!®2°. De hecho,
son capaces de destruir hepatocitos mediante la generacion de mediadores solubles nocivos. Y la
inflamacion mediada por ellas agrava el dafio en el tejido hepatico y aumenta la progresion de la

fibrosis.

- Células estrelladas hepaticas:

Las células estrelladas hepaticas (HSCs) residen en el espacio de Disse teniendo como funcion
principal el almacenamiento de vitamina A (Fig. 9). Cuando el higado sufre un dafio estas células
se diferencian y activan a miofibroblastos. Esta activacion es un evento fundamental en el inicio y
progresion de la fibrosis hepatica ya que las HSCs activadas y diferenciadas a miofibroblastos son

las principales células efectoras generadoras de matriz extracelular.

Debido a la importancia las HSCs en esta tesis doctoral, se procedera a una descripcidon mas

detallada en el apartado 1.1.3.

- Linfocitos residentes:

Dentro del tejido hepatico existe gran variedad de linfocitos y otras células del sistema inmunitario
que se encuentran en mayor o menor proporcion (Fig. 10). Los linfocitos innatos tienen un caracter
predominante e incluyen células NK, células innatas linfoides (ILC, del inglés Innate lymphoid
cells) y linfocitos T de tipo innato como las células NKT o las células T invariantes asociadas a la
mucosa (MAIT, del inglés Mucosal associated invariant T cell)*'. Ademas, también se pueden
encontrar linfocitos T cooperadores CD4 y citotoxicos CDS al igual que linfocitos B generadores
de anticuerpos.
Células innatas linfoides
G 2.4

ILC2 (0.13%) ILC2 (<0.1%)

1LC3 (1.05% 1LC3 (<0.1%)

Linfocitos tipo innato

INKT (1%) INKT (10-30%)
no iNKT (18-30%) no iNKT (3-7%)
s <1% i85 T (8-15%) 8T (3-15%
1 Hepatocitos ¥R 3 (E-loM) Yo i )
B Otras MAIT (15%) MAIT (<0.5%)
1 HSCs
Linfocitos adaptativos
CD4+af T (5-15%) CD4+ aff T(30-40%)
CDE+ aff T(15-30%) CDB+ af T (8-12%)
Células B (5-6%) Células B (5-10%)
(Humano) (Ratdén)

B Células biliares
I LSECs

Figura 10. Células presentes en el tejido hepatico.

Porcentajes asociados a la presencia de los distintos poblaciones celulares en el higado, resaltando la diversidad de
linfocitos innatos y adaptativos y de células linfoides que pueden encontrarse en el tejido hepatico humano y de ratéon.
Figura adaptada de ref 2.
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Los linfocitos residentes en el higado actian como centinelas que mantienen la homeostasis
hepética realizando una vigilancia inmunoldgica en respuesta a infecciones y otras agresiones. En
condiciones patoldgicas, los diversos linfocitos hepaticos ejerceran efectos tanto protectores como
patologicos dependiendo de la enfermedad hepatica en cuestion y del punto en el que se encuentre

su desarrollo.

Espacios extracelulares hepdticos

- Canaliculos biliares

Los canaliculos biliares son espacios interconectados entre hepatocitos adyacentes (Fig. 9) que se
encuentran formando un entramado de canales intercelulares que recibe la bilis secretada por los
hepatocitos y la drenan hacia los ductos biliares por donde circulan a través del arbol biliar. El
diametro canalicular varia entre 0.5 y lum en la zona perivenular y entre 1 y 2.5um en la zona
periportal, de acuerdo con el flujo de bilis desde la region centrolobulillar del 16bulo hepatico hacia
el tracto portal (Fig. 7A)*2. Mas informacion sobre estos espacios en relacion a las vias biliares en

el apartado 1.1.1.4.

- Sinusoides

Los sinusoides hepaticos son estructuras de microvasculatura tnicas y dinamicas que sirven como
principal espacio de intercambio entre la sangre y el espacio perisinusoidal de Disse. Estos espacios
presentan un diametro aproximado de 10-15um*. Los sinusoides hepaticos se encuentran
revestidos por LSECs, de tal forma que se crea una barrera porosa a través de la que se produce el

intercambio de sustancias entre la sangre y los hepatocitos a través de las fenestras (Fig. 9).

- Espacios de Disse

El espacio de Disse también es conocido como espacio perisinusoidal. Este espacio extracelular se
encuentra entre los hepatocitos y los sinusoides hepaticos, separando el epitelio hepatico
(hepatocitos) del endotelio sinusoidal (Fig. 9). En el higado, el espacio de Disse constituye también
un nicho celular creado por proteinas de matriz extracelular, células endoteliales sinusoidales,
células parenquimatosas hepaticas y terminaciones nerviosas simpaticas**. En su interior se da el
microambiente adecuado para el correcto funcionamiento de las HSCs, de tal forma que puedan

secretar matriz extracelular a este espacio tras una lesion en el tejido hepatico.

1.1.1.3 Irrigacion sanguinea.

El higado presenta una irrigacion singular ya que recibe sangre de dos fuentes: la vena porta y la
arteria hepatica (Fig. 11). La sangre que entra en el higado proviene principalmente de la vena porta
(alrededor del 80%)? tras circular previamente por el tubo digestivo, el pancreas y el bazo. Esta

sangre, aunque presenta baja concentracion de oxigeno, es rica en nutrientes absorbidos por el
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intestino, secreciones endocrinas tanto del pancreas como del tubo digestivo, y eritrocitos y sus
productos de degradacion provenientes del bazo. El higado ademas se encuentra irrigado también
por la arteria hepatica la cual aporta el otro 20 % aproximadamente de la sangre, la cual es mas
oxigenada. Posteriormente, la salida del higado de la circulacion sanguinea se realiza a través de

las venas hepaticas que desembocan en la vena cava inferior en direccion al corazon.

Vena cava inferior

Arteria adrtica

Ligamento coronario

Lébulos hepaticos

Ligamento falciforme

Ligamento de Teres

Vesicula biliar . e
Arteria hepatica

Vena porta

Figura 11. Anatomia hepatica.
Division del higado en 16bulos con union estructural mediante ligamentos e irrigacion sanguinea a través de vena porta y
arteria hepatica. Acuarela.

Dentro del higado, la sangre proveniente tanto de la vena porta como de la arteria hepatica es
distribuida por medio de multiples ramas internas que acabaran irrigando internamente el 6rgano a
través de los sinusoides (también conocidos como capilares sinusoidales). Estos sinusoides
desembocan a su vez en la vena central, o vena centrolobulillar, que se encuentra en el centro del

l16bulo hepatico y a través de la cual se recoge la sangre en direccion a las venas hepéticas.

Las ramas tanto de la vena porta como de la arteria hepatica y las ramas del sistema de drenaje de
la via biliar transcurren en conjunto a través del tejido hepatico formando lo que se denomina como
triada portal (Fig. 12 y 13). Estas triadas portales se encuentran en los espacios porta
interlobulillares y sirven de conexidn entre las unidades funcionales anexas que componen la

estructura interna del higado.
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Anélisis del papel del neuropéptido Cortistatina en fibrosis hepatica Introduccion

Hepatocitos

Canaliculo biliar
Sinusoides

Ducto biliar

Vena porta

Arteria hepatica Conformacion del 16bulo hepatico
Figura 12. Triada portal.

Las triadas portales se encuentran en las esquinas de los 16bulos hepaticos y se componen de ramificaciones de la arteria
hepatica, la vena porta y del ducto biliar. Acuarela.

Arteria interlobulillar

Ducto biliar interlobulillar

Vena interlobulillar
(rama de la vena porta)

Figura 13. Triada portal en corte histologico de tejido hepatico.
Tincién hematoxilina eosina sobre corte de tejido hepatico murino.

1.1.1.4 Vias biliares.

Las vias biliares son conductos interconectados por los que discurre la bilis. Se habla de vias biliares
intrahepaticas, que llevan la bilis desde los hepatocitos del parénquima hasta los conductos
hepaticos, y vias biliares extrahepaticas, que conducen posteriormente la bilis hacia la vesicula

biliar y el duodeno.

Bilis

La bilis es un componente esencial de la circulacion colehepatica y enterohepatica y se compone
principalmente de agua (alrededor de un 95%) en la que se disuelven diversos componentes tanto

endogenos como exogenos. El higado humano puede llegar a secretar alrededor de un litro de bilis

al dia.
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La bilis se forma mediante gradientes osmoéticos que se generan por el transporte de solutos activos
en el lumen de los canaliculos biliares, y a través del arrastre de solvente, por el que tanto el agua
como solutos pequefios ingresan en el espacio biliar de forma pasiva'®. Dentro de los diversos

componentes disueltos y excretados en la bilis encontramos:

- Sales biliares (primarias y secundarias)

- Pigmentos biliares cargados de bilirrubina (producto de degradacion de la hemoglobina de
globulos rojos reciclados en el bazo, que se conjuga en el higado y se almacena en la
vesicula biliar)

- Fosfolipidos (fosfatidilcolina principalmente)

- Colesterol (la bilis es su principal via de eliminacion)

- Péptidos y aminoécidos (glicina, cisteina, acido glutdmico)

- Vitaminas (D, E, K, A)

- Hormonas esteroideas, estrogenos, prolactina, insulina

- Porfirinas insolubles (protoprofirina, coproporfirina)

- Trazas metélicas (arsénico, cobre, manganeso, plomo, mercurio, selenio, plata, zinc)

- Electrolitos (Na*, K*, Ca?*, Mg?*, CI' 0 HCO3")

- Inmunoglobulina A y citoquinas inflamatorias (proteccion ante infecciones entéricas y
estimulacion del sistema inmunoldgico innato en el intestino)

- Farmacos ex6genos, xenobiodticos, toxinas ambientales

Arbol biliar

El arbol biliar se compone de un sistema de conductos por los que fluye la bilis desde los hepatocitos
hasta la vesicula biliar, saliendo posteriormente de ella hacia el intestino (Fig. 14). Los
colangiocitos, células que conforman el epitelio intrahepatico del arbol biliar, son los encargados

del flujo y la alcalinizacion de la bilis a lo largo del recorrido.

Los canaliculos biliares son las ramas mas pequefias del arbol biliar, con una luz de
aproximadamente 0.5 um, que rodean las cuatro caras de los hepatocitos de forma que la bilis es
secretada directamente de los hepatocitos a ellos. El flujo biliar que se genera es de sentido contrario
al flujo sanguineo (Fig. 7A), es decir, la direccion del flujo biliar parte de la zona central del 16bulo
hepatico hacia los espacios porta, donde confluyen los canaliculos biliares formando los
conductillos biliares, también conocidos como colangiolos o conductos de Hering (con un diametro
luminal de entre 1.0 y 1.5um)'¢. Estos conductillos biliares llevan a su vez la bilis hasta los ductos
biliares interlobulillares que forman parte de la triada portal. La union de los distintos ductos biliares
conforma los ductos hepaticos derecho e izquierdo que a su vez forman el ducto hepatico comun a
la altura del hilio. A medida que las distintas ramas del arbol biliar confluyen, el grosor de éstas,

diametro luminal, va en aumento. El ducto hepatico comiin conecta finalmente con la vesicula biliar
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a través del colédoco, lo que permite tanto la entrada de la bilis en la vesicula como su salida de

nuevo hacia la via biliar direccion al duodeno (Fig. 14).

Canaliculos biliares Higado Dt Biliarzgquierds

Conductos de
Hering

Ducto biliar
interlobulillar

Ducto biliar
derecho Ducto hepatico

comdn (region hiliar)

Vesicula
biliar

Colédoco (region distal)

Arbol
biliar
Ducto
cistico

Duodeno

Estomago
Intestino delgado

Figura 14. Arbol biliar.
Sistema de conductos por los que discurre la bilis desde los hepatocitos hacia la vesicula biliar y el intestino. El didmetro
de los conductos va aumentando segun el flujo biliar, siendo de menor tamafio los canaliculos biliares y de mayor tamafio
el ducto hepatico comun.

Vesicula biliar

La vesicula biliar es un saco distensible con forma de pera que se encuentra ubicado en la superficie
inferior del higado y que puede albergar alrededor de S0mL de bilis en su interior en humanos. Se
encuentra intimamente unida al higado mediante tejido conectivo, el cual contiene pequefias venas
y vasos linfaticos que los conectan entre si. Asimismo, la vesicula biliar estad conectada también

con el ducto biliar comun a través del ducto cistico conformando asi el colédoco (Fig. 14).

En condiciones fisiologicas la vesicula biliar es capaz de manejar la mayor parte de la bilis secretada
por el higado y regular su salida al intestino. El hecho de que al salir del higado la bilis se desvie
hacia la vesicula biliar o hacia el duodeno viene determinado por la resistencia relativa del flujo, la
cual depende del estado contractil de la vesicula y del esfinter del Oddi (valvula muscular que se
encuentra en la salida del colédoco)*. Esta regulacion, ademas de hormonal, esta relacionada con
la digestion, de tal forma que durante el periodo inter-digestivo el gradiente de presion generado
hace que alrededor del 90% de la bilis generada por el higado sea almacenada y concentrada en la

vesicula biliar.

40



1.1.2 Patogénesis de la fibrosis hepatica.

La fibrosis hepatica recibié6 muy poca atencion hasta la década de los afios 80, cuando las HSCs
fueron identificadas como las principales células productoras de colageno en el higado. A partir de
entonces el niumero de investigaciones centradas en el estudio de esta patologia se ha ido

incrementando.

La fibrosis es un proceso fisiopatolégico dinamico de cierre de heridas que se caracteriza por una
excesiva deposicion de matriz extracelular (ECM, del inglés Extracelullar matrix) y la formacion

de una cicatriz fibrosa.

Daiio
Hepatocitos hepdtico Hepatocitos dafiados

Pérdida microvellosidades

Espacio , HSC activada \ 3 L
e Disie q;\ Miofibroblasto -+ 4 Inﬂﬂmacmn

HSC A el Praliferacmn P
; : Diferenciacion _&£-=
quiescente

I Estimulacion miitua

Dépastcwn S
ECM

Inf iltracion

Espacio ; ' ¢ Células endoteliales sinusoidales Perdida
sinusoidal de Kupffer % fenestras

/ RecMMonocno

Células Pwlljémczdn % cro—
NKT Liberacion citoquinas aquetas

G.D&‘D‘D

Células T \

PROGRESION DE LA FIBROSIS HEPATICA

Figura 15. Patogénesis de la fibrosis hepatica.

Tras el dafio al tejido hepatico se produce la activacion de las HSCs, el reclutamiento de mas células del sistema
inmunitario (KCs, células T, NK, NKT, monocitos, plaquetas) y la diferenciacion de las HSCs a miofibroblastos. A
medida que la respuesta fibrogénica progresa, la inflamacion persistente en el microambiente junto con la ECM generada
por los miofibroblastos provocan la formacion de cicatrices fibrosas haciendo que la distorsion del tejido hepatico sea
cada vez mayor y perdiendo asi su correcta capacidad funcional.

Este proceso no es especifico del higado, sino que puede producirse en practicamente cualquier
organo o tejido dando lugar a multiples patologias. Entre las que existen rutas patogénicas comunes
a pesar de desarrollarse en distintos drganos. Dentro de la respuesta fibrogénica (Fig. 15) se pueden
distinguir cuatro fases, comenzando por el dafio inicial al tejido, el higado en este caso (fase 1), el
cual desencadena una serie de respuestas que llevan a la activacion de las células efectoras del
proceso fibrogénico (fase 2). Estas células activadas son las encargadas de la sintesis de matriz

extracelular (fase 3) para intentar reparar el dafio inicial. Sin embargo, si no se produce una correcta

41



deposicion de esta matriz y/o su reabsorcion posterior es insuficiente (fase 4), el proceso fibrogénico
acaba originando un dafio mucho mayor que puede derivar en el fallo del propio 6rgano al no poder

realizar sus funciones debidamente.

1.1.2.1 Fase 1: Generacion del daiio en el tejido hepatico.

En 6rganos parenquimatosos como el higado existen diversas causas que pueden conducir al dafio
hepatico (Fig. 16). Estos agentes causales pueden ser agrupados en distintas categorias:
dependiendo de la duracion del dafio y del tipo de células que se vean mas severamente afectadas.
De tal forma que se puede diferenciar entre dafio hepatico agudo o crénico, y hepatitis (que resulta
principalmente en la muerte de hepatocitos) o colestasis (que da lugar a un drenaje biliar
defectuoso). Y, dependiendo del tipo de agente dafiino, se puede hablar de dafio inducido por
compuestos toxicos, por hepatitis viral, por obstruccion biliar o de dafios metabdlicos, vasculares o

mediados por el sistema inmunitario.

INFECCION SINDROME
ABUSO ALCOHOL . COLESTASIS -
/ \ VIRICA l METABOLICO
Metabolismo 1 Permeabilidad Escision | Excrecion Desregulacion — Desregulacion
etanol intestinal proteica bilis metabolismo metabolismo
\ & ¢ glucosa lipidico

DANO
HEPATICO

Figura 16. Causas de dafio hepatico.
El abuso de alcohol, las infecciones viricas, los procesos de colestasis o de desregulacion metabdlica son las principales
causas de dafio hepatico que acaban desencadenando la respuesta fibrogénica.

Todos estos agentes hepatotoxicos provocan en los hepatocitos la pérdida de las microvellosidades
e incluso su muerte celular (Fig. 15). La liberacion de mediadores inflamatorios que actiian sobre
las células del microambiente hepatico, puede desencadenar la respuesta fibrogénica en el higado

mediante diversos eventos. Por ejemplo, la hepatitis virica causa la activacion de células T?"%%,

con
el consiguiente reclutamiento de otras células inflamatorias ademas de diversos mediadores, lo que
conduce al desarrollo de la respuesta fibrogénica; mientras que el dafio en los hepatocitos mediado
por el alcohol genera una lesion inflamatoria clasica, con produccion del factor de necrosis tumoral

(TNF), que deriva en hepatitis y de nuevo en el desencadenamiento de la respuesta fibrogénica®*3°.
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Por otro lado, las células epiteliales biliares y los hepatocitos dafiados, debido a cualquiera de los
agentes antes contemplados, son capaces de liberar citoquinas inflamatorias y factores solubles
como TGFp1 (factor de crecimiento transformante beta 1), TNFa e IGF?!, que a su vez provocan
la activacion de las KCs y promueven el reclutamiento de células NKT y linfocitos T activados, lo
que acentlia la respuesta fibrogénica. Es decir, distintos generadores de dafio pueden hacer que los
mismos o diferentes tipos celulares jueguen un papel, ya sea directa o indirectamente, en el

desarrollo de la fibrosis.

1.1.2.2 Fase 2: Activacion de las células efectoras de la respuesta fibrogénica.

Los factores extrahepaticos, al igual que los diversos eventos celulares que se producen en el
microambiente del tejido hepatico danado, inducen, ya sea de manera especifica o independiente,

la activacion de las células efectoras de la respuesta fibrogénica, los miofibroblastos (Fig.15).

Los miofibroblastos estdn ausentes en tejidos normales, pero durante la reparacion tisular su
activacion transitoria contribuye a la restauracion de la integridad del tejido. Existen diversas
poblaciones celulares que pueden, en mayor o menor medida, ser considerados fuente de
miofibroblastos durante la fibrosis hepatica: las HSCs, los fibroblastos portales (PFs), las células
epiteliales biliares y las células endoteliales (mediante la transicion epitelio-mesénquima) o células
reclutadas de médula dsea como las células estromales mesenquimales y los fibrocitos productores

de colageno’? (Fig. 17).

CELULAS MESENQUIMALES RESIDENTES LOCALES

e

Célula estrellada Fibroblasto
hepatica portal
OTRAS Activacion RECLUTAMIENTO
FUENTES Diferenciacion DESDE
LOCALES MEDULA OSEA
== Transicién J I
epitelio -
) il p,l € m- N Fibrocito
Célula epitelial | mesenquima
biliar / ﬁ_ — @
* Célula estromal
Célula endotelial Miofibroblasto mesénquimal

Figura 17. Tipos celulares fuente de miofibroblastos.

Las HSCs son consideradas la principal fuente de miofibroblastos en el higado, sin embargo, existen otras fuentes:
fibroblastos portales residentes, fibrocitos y células estromales mesenquimales reclutadas desde la médula 6sea, y células
epiteliales biliares y células endoteliales tras el proceso de transicion epitelio — mesénquima.
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Aunque potencialmente todos estas poblaciones celulares presentan la capacidad de activarse y
diferenciarse a miofibroblastos, las HSCs son consideradas la principal fuente de miofibroblastos
durante la fibrosis hepéatica. Diversos estudios en modelos de fibrosis hepatica, como el modelo
inducido por compuesto toxico (CCls) o el modelo de ligacion del ducto biliar, han mostrado que
alrededor del 80% de los miofibroblastos eran derivados de HSCs. Los PFs también parecen ser
una fuente importante de miofibroblastos ya que se ha observado que en modelos de dafio
colestatico habia una alta participacion de estos fibroblastos en etapas tempranas de la respuesta

fibrogénica® 34,

- C¢élulas estrelladas hepaticas:

Son las principales células efectoras de la respuesta fibrogénica durante el dafio hepatico, y, por

ello, en el apartado 1.1.3. de esta tesis doctoral seran descritas detalladamente.

- Fibroblastos portales:

Los PFs son una poblacion de células fibroblasticas que rodean la vena porta para mantener la
integridad del tracto portal. Primero fueron descritas como ‘células mesenquimales no relacionadas
con sinusoides’, para posteriormente denominarse fibroblastos periductulares o fibroblastos
portales/periportales. Estos fibroblastos se asocian principalmente con la fase temprana de la
respuesta a la lesion hepatica colestatica®>>°. Su contribucion a la fibrosis hepatica de diferente
etiologia atin no se comprende totalmente debido a la dificultad que presenta su aislamiento, sin
embargo, se sabe que expresan marcadores como elastina, Thyl (CD90) y ectonucleotidasa 2
(NTPDasa 2, del inglés Ectonucleotidase 2)*’, que no son expresados por las HSCs. De hecho, la
expresion de NTPDasa 2 por parte de los PFs se ve regulada a la baja cuando se desarrolla una

cirrosis de caracter biliar3®.

- Células generadas por la transicion epitelio — mesénquima:

La transicion epitelio — mesénquima (EMT) es el proceso biologico por el que una célula de caracter
epitelial adquiere un fenotipo mesenquimal. Estas células, que normalmente interactuan con la
membrana basal a través de su superficie basal, experimentan cambios bioquimicos que hacen que
puedan asumir el fenotipo de célula mesenquimal con capacidad migratoria, invasividad, mayor
resistencia a procesos apoptoticos y mayor produccion de componentes de ECM*. Con lo que las
células epiteliales biliares (colangiocitos) y las células endoteliales hepaticas pueden presentar la
capacidad de transformarse en miofibroblastos si la situacién lo requiere®’, siendo TGFB1 el

inductor de EMT mas potente de este proceso.

- Células derivadas de médula Osea

Existen dos posibles fuentes de miofibroblastos desde la médula o6sea, las células estromales

mesenquimales (MSCs) y los fibrocitos:
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Por un lado, las MSCs se han propuesto como fuente de miofibroblastos en los tejidos lesionados a
los que son reclutadas, aunque estudios recientes han demostrado su corta duracion en estos

tejidos2.

Y por otro, los fibrocitos, células CD34" productoras de colageno tipo I, son células mieloides
derivadas de la médula dsea que en el tejido lesionado al que son reclutadas pueden diferenciarse

en macrofagos o miofibroblastos liberando ademas diversos factores de crecimiento*® 2,

La activacion de las células efectoras de la respuesta fibrogénica consta de una fase de iniciacion
que conlleva la estimulacion tanto paracrina (del resto de células del microambiente hepatico) como
autocrina (generandose bucles de retroalimentacion) y una fase de perpetuacion durante la cual las
células ejercen diversas funciones en el tejido hepatico iniciandose asi la fase 3 de la respuesta

fibrogénica.

1.1.2.3 Fase 3: Generacion de la matriz extracelular.

Un evento central en el cierre de heridas es la fibrogénesis o produccion de ECM (Fig. 15).
Independientemente de la causa del dafio hepatico, tras ¢l se genera una ECM de caracter
provisional que permite el reclutamiento de células del sistema inmunitario, las cuales, junto con
otros mediadores, promueven la proliferacion y diferenciacion de los miofibroblastos. Estos
miofibroblastos activados se encargaran del reemplazo de la ECM provisional al aumentar su
compactacion y el enriquecimiento de esta en coldgenos (principalmente tipo I, III y IV) y otras

proteinas fibrosas que le aporten una mayor estabilidad.
1.1.2.4 Fase 4: Incorrecta deposicion y/o reabsorcion de la matriz extracelular.

Cuando el agente causante del dafio desaparece y la herida en el tejido hepatico ha sido reparada,
se produce la resolucion de la fibrosis dando por finalizado el proceso de generacion de ECM. Si,
por el contrario, la producciéon de ECM por los miofibroblastos no frena, el proceso de fibrosis
continia, conduciendo asi al fallo hepatico al no poder el higado realizar sus funciones

adecuadamente debido al exceso de cicatrices fibrosas.

Cuando la herida se ha cerrado, los miofibroblastos deben desactivarse, revertiendo a un estado
pseudo-quiescente, o desaparecer a través de diversas vias como la apoptosis o la senescencia (fase
de resolucion)® . Sin embargo, fallos en la realizacion de estos procesos provocarian el

mantenimiento de su estado activado generando por tanto mas ECM de la necesaria.

También pueden darse errores en la sintesis de metaloproteinasas (enzimas encargadas de la
degradacion de la ECM) o de sus inhibidores, lo cual conduciria a una incorrecta reabsorcion de la

ECM generada.
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1.1.3 Células estrelladas hepaticas.

Como ha sido mencionado previamente, a pesar de la heterogeneidad etioldgica de la fibrosis
hepética, de los mecanismos responsables de su desarrollo y de sus manifestaciones clinicas,
numerosos estudios identifican la activacion de los miofibroblastos como elemento celular comtin
responsable en ultima instancia del reemplazamiento de tejido normal por tejido fibrético no
funcional. Dentro de los posibles origenes de estos miofibroblastos (Fig. 17), las HSCs se

consideran su principal fuente en el higado.

Las HSCs fueron descritas por primera vez en 1876 por Karl Kupffer cuando investigaba la
existencia de fibras nerviosas en el higado*®. Durante su estudio identifico un grupo de células que
mantenian contacto con los hepatocitos y la pared sinusoidal mediante prolongaciones que
emergian de su cuerpo central y las denomind ‘Sternzellen’ (células estrelladas en aleman). A partir
de ese momento comenzaron a realizarse numerosos estudios sobre estas células de origen
mesenquimal, creando cierta confusion al utilizar diferentes nombres dependiendo del campo de
estudio de cada investigador, hasta que en 1996 se estandarizé el nombre como célula estrellada
hepatica en lugar de otros sinénimos como célula perisinusoidal, célula de Ito o célula almacén de

grasa.

1.1.3.1 Localizacion.

Las HSCs son células residentes del tejido hepatico que se encuentran distribuidas por el interior
de los 16bulos en los espacios perisinusoidales de Disse, entre la superficie basolateral de los
hepatocitos y la cara antiluminal de las células endoteliales sinusoidales, tal como se aprecia en la
Figura 9. Este intimo contacto entre las HSCs y las células vecinas facilita el transporte intercelular

de citoquinas y otros mediadores solubles.

Teniendo en cuenta la presencia de otros tipos celulares en el microambiente hepatico (hepatocitos,
LSECs, KCs, células epiteliales de la via biliar), las HSCs comprenden aproximadamente un tercio
de las células no parenquimatosas*’, de tal forma que pueden llegar a suponer alrededor de 10% del

numero total de células residentes en un higado normal (Fig. 10).

1.1.3.2 Estructura.

La estructura normal de las HSCs se basa en un cuerpo celular en forma de huso, con un nucleo
ovalado central y con ramificaciones, o microproyecciones, que le permiten entrar en contacto con
el resto de células vecinas y detectar sefiales quimiotacticas transmitiéndolas posteriormente al

aparato mecanico celular para generar fuerzas contractiles.

En el interior citoplasmatico las HSCs presentan como organulos principales un pequefio aparato
de Golgi y el reticulo endoplasméatico rugoso moderadamente desarrollado®®, lo cual indica una

biosintesis activa tanto de polipéptidos como de proteinas que luego son secretadas al espacio
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extracelular. Ademds, se pueden encontrar lisosomas, endosomas y cuerpos vesiculares que
contribuyen a la generacion de gotas lipidicas llenas vitamina A en el interior citoplasmatico,

caracteristica particular de las HSCs en su estado quiescente.

1.1.3.3 Funciones.

Las HSCs son de vital importancia para la funcion hepatica, tanto en un higado sano como en uno
dafiado, aunque no ha sido hasta la ultima década cuando se han estudiado en mayor profundidad

sus funciones en estado no activado (Fig. 18).

En su estado quiescente, no activado, las HSCs acttian como almacén de 4cido retinoico, metabolito
de la vitamina A (retinol). Este almacenamiento en gotas citoplasmaticas es una caracteristica tinica
de las HSCs quiescentes, en las que se puede llegar a diferenciar hasta 2 tipos de gotas dependiendo
del tamafio y localizacion intracelular de éstas. Sin embargo, esta capacidad de almacenamiento
lipidico se va perdiendo gradualmente cuando se produce la activacion y diferenciacion de las HSCs

a miofibroblastos* (Fig. 19).

En higado sano ﬁ —> Homeostasis ECM

Desarrollo

: HSC quiescente Vasoregulacion
higado normal
Preservacion de l Metabolismo
hepatocitos Detoxificacion y retinoides
metabolismo de
farmacos

Figura 18. Funciones principales de las HSCs quiescentes.

Como principales marcadores de las HSCs en su estado quiescente se encuentran la proteina acida
fibrilar glial (GFAP, del inglés Glial fibrillary acidic protein), la sinaptofisina’, el receptor p75 del
factor de crecimiento nervioso (NGF p75, del inglés Nerve growth factor receptor p75) que ademas

se ha visto implicado en la proliferacion y apoptosis de los miofibroblastos®!, y la desmina®.

Las HSCs quiescentes contribuyen al desarrollo y regeneracion del tejido, promoviendo la
maduracion de progenitores hepaticos a través del contacto célula-célula y secretando citoquinas,
quimioquinas o factores como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés
Vascular endothelial growth factor), las neurotrofinas, la endotelina o la pleiotropina®®. Ademés,
estudios in vitro muestran la capacidad de las HSCs para expresar el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF, del inglés Hepatocyte growth factor) cuando se encuentran en su estado

quiescente, capacidad que pierden al activarse >*.
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Aunque las HSCs no presentan expresion de citocromo P450-2E1, si la tienen de deshidrogenasas
tanto alcoholica como acetaldehidica, y de otras formas de citocromo P450%, lo cual hace que
puedan contribuir en la desintoxicaciéon de compuestos dafiinos para el higado (si bien su

contribucién no es tan marcada como la de los hepatocitos).

Gotas lipidicas Fibras de estres

Activacion

—

Diferenciacion

Célula estrellada hepitica Miofibroblasto

Figura 19. Pérdida de gotas lipidicas tras activacién y diferenciacion de HSCs.

Asimismo, las caracteristicas ultraestructurales y fisiologicas de las HSCs son similares a las de los
pericitos en otros o6rganos, lo que sugiere que las HSCs pueden funcionar como pericitos especificos
del higado. De hecho, tanto su ubicacioén anatdomica como su capacidad para contraerse y relajarse
en respuesta a mediadores vasoactivos sugiere que las HSCs pueden desempefiar un papel
importante en la modulacion de la resistencia vascular intrahepatica y en el flujo sanguineo a nivel
sinusoidal (Fig. 20). Estudios de microscopia in vivo han revelado que la infusion del factor
endotelina-1 (ET-1) en la vena porta parece promover una marcada disminucion del didmetro
sinusoidal y un aumento del gradiente de presion, siendo esta constriccion significativa en las zonas
donde se encuentran HSCs pero no KCs, de tal forma que las HSCs parecen estar mediando en la

constriccién sinusoidal®® 7.

Mientras que en un higado normal (Fig. 20 izda.), la produccidn de vasoconstrictores como la ET-
1 y de vasodilatadores como el monoxido de nitrogeno (NO) se mantiene en equilibrio: en el
sinusoide las HSCs producen poco o nada de ET-1 pero la produccion de NO por parte del endotelio
es normal; cuando se produce una lesion en el tejido hepatico (Fig. 20 dcha.), la sintesis de ET-1
por parte de las HSCs activadas aumenta a la par que la produccion de NO por las células

endoteliales sinusoidales se reduce, conduciendo a una endoteliopatia hepatica’®.

Vasodilatadores  Vasoconstrictores  Vysodilatadores " 2S0€Onstrictores

NO A ETd - fET-I ET-1
NO A ET-1 : - ET-1

HSC

Sinusoide quiescente HSC
hepatico activada

Figura 20. Capacidad vasoreguladora de las HSCs.

Las HSCs activadas tienen la maquinaria necesaria para contraerse y relajarse en respuesta a una serie de sustancias
vasoactivas. Derecha: Higado normal con expresion de vasodilatadores y vasoconstrictores en equilibrio; Izquierda:
Higado dafado, vasoconstriccion del sinusoide hepatico.
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Multiples y variados estimulos contribuyen a la induccion y mantenimiento del estado de activacion
de las HSCs. Entre estos estimulos, de caracter tanto paracrino como autocrino, podemos encontrar

citoquinas, péptidos y la propia ECM.
1.1.3.4 Proceso de activacion de las HSCs.

La activacion de las HSCs es un proceso complejo que puede dividirse en una fase de iniciacion
seguida de una fase de perpetuacion. La resolucion de la activacion de las HSCs es considerada por
muchos investigadores la tercera fase del proceso, siendo esta asociada a la propia resolucion de la

fibrosis hepatica.

Fase de Iniciacion:

La fase de iniciacion se considera la etapa inicial en la se producen cambios fenotipicos en las HSCs
de carécter paracrino, es decir, provenientes de otras poblaciones celulares como los hepatocitos,
las KCs, las LSECs, las plaquetas las c€lulas del sistema inmunitario y de cambios en la propia
matriz extracelular que las rodea (Fig. 21). A continuacion, se van a recoger algunas de las células

y estimulos mas importantes que convergen sobre las HSCs y promueven su activacion:
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Figura 21. Estimulacién paracrina y autocrina durante fase de iniciacién.
Durante la activacion las HSCs reciben estimulos de diversos elementos del microambiente celular al igual que se genera
un bucle de retroalimentacion autocrino al liberar ellas mismas factores que mantienen su estado de activacion.

- Hepatocitos:

El estrés oxidativo tiene un papel claro en la activacion de las HSCs. Las especies reactivas de

oxigeno (ROS) producidas por los hepatocitos dafiados, o generados por el citocromo P450-2E1 al
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procesar xenobidticos como el etanol**, conllevan sefiales paracrinas de activacion para las HSCs.
Tras la lesion, estos hepatocitos dafiados generan y liberan a su vez una importante cantidad de
perdxidos lipidicos y cuerpos apoptoticos que inician el proceso de activacion de las HSCs a través
de Fas y TRAIL3%, Esta contribucion de los cuerpos apoptdticos en la activacion de las HSCs es

independiente de la respuesta inflamatoria.

La muerte hepatocitaria provoca ademas la liberacion de patrones moleculares asociados al dafio
(DAMPs)®!, cuerpos apoptéticos y de citoquinas como IL-33 (que a su vez activa y expande a las
ILCs)®, IL-20 (citoquina de la familia de IL-10 que activa las HSCs quiescentes y regula al alza la
expresion de TGFB)®, IL-17 (que puede directamente inducir la produccion de colageno tipo I por
las HSCs activando la ruta de sefializacion del transductor de sefial y activador de transcripcion 3,

STAT3)% que promueven la activacion de las HSCs, tanto directa como indirectamente®*-66.
- Macrofagos:

Las KCs activadas facilitan a su vez la activacion de las HSCs ya que son una fuente importante de
mediadores inflamatorios (citoquinas, ROS, o6xido nitrico, eicosanoides, quimioquinas, enzimas
lisosomales y proteoliticas)®’. Estas células también liberan otros elementos como el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, del inglés Platelet derived growth factor), TGFB1 o la
proteina quimiotactica de monocitos (MCP1, del inglés Monocyte chemoattractant protein 1), que
influyen directamente sobre las HSCs activandolas. Otro mecanismo por el que pueden inducir el
cambio fenotipico en las HSCs es a través de la produccion de gelatinasas (tipo de
metaloproteinasas de ECM)®® ya que se ha demostrado que las proteinas de matriz extracelular

juegan un papel crucial en el mantenimiento de la funcion normal de los hepatocitos y de las HSCs.

Sin embargo, hay que tener presente que en el higado existen mas poblaciones de macrofagos
ademas de las KCs. En el tejido hepatico también se pueden encontrar otros macrofagos hepaticos
y macrofagos derivados de monocitos (monocitos derivados de médula 6sea, que tras recibir sefiales
de dafio e inflamacion migran al tejido hepatico y se diferencian en macrofagos). Los macrofagos
juegan un papel tanto en la induccidon de la fibrogénesis como en su resolucion: los monocitos
reclutados se pueden dividir a su vez en al menos dos subgrupos, unos de caracter pro-inflamatorio
y otros considerados como ‘macrofagos alternativos’ que moderan la respuesta inflamatoria y
promueven la degradacion de la matriz fibrotica. Asimismo, los macrofagos hepaticos producen
citoquinas y quimioquinas que influyen directamente en la activacion de las HSCs, encontrandose
entre ellas TGFfB, PDGF, TNF, IL1b, MCP1, CCL3 (proteina inflamatoria de macréfagos) y CCL5
(RANTES)®--7!  Sin embargo, los macrofagos también han sido reconocidos como elementos
clave en la resolucion de la fibrosis siendo fuente de metaloproteinasas fibroliticas como MMP12

y MMP13, y de elementos promotores de la apoptosis de las HSCs como TRAIL.
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- Células endoteliales sinusoidales:

Al formar el revestimiento vascular de los sinusoides hepaticos, las LSECs juegan un papel vital
durante las primeras etapas de la respuesta fibrogénica. A través de las secrecion de fibronectina y
la activacion de la forma latente de TGFf inducen la activacion de las HSCs al igual que modulan
la respuesta inflamatoria mediante variedad de mediadores™. Ademas, las LSECs liberan el factor
VEGF que induce tanto la proliferacion de las HSCs como el proceso de angiogénesis en el
parénquima hepatico dafiado®. Este factor también es secreteado por las propias HSCs de forma

autocrina.
- Células epiteliales biliares:

Las células epiteliales biliares, también denominadas colangiocitos, ademas de contribuir en el
desarrollo de la fibrosis hepatica a través de la transicion epitelio — mesénquima, son fuente de
TGFB1, del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF, del inglés Connective tissue growth
factor), MCP1, PDGF, IL-6 y ET-1, que como ya se ha comentado previamente, son factores

activadores de HSCs®-72.
- Plaquetas:

Las plaquetas también participan en la activacion paracrina de las HSCs mediante la liberacion de
factores como TGFB1, PDGF o el factor de crecimiento epidérmico (EGF, del inglés Epidermal

growth factor)®.
- Células NKT:

Aunque la participacion de estas células se ve mas implicada en la resolucion de la fibrosis hepatica
al matar las HSCs activadas, apoptoticas y senescentes; una subpoblacion de células NKT son
capaces de producir IL4, IL13, osteopontina y ligandos ‘erizo’, que promueven la activacion de las
HSCs y la fibrosis hepatica via CXCR6-CXCL16 en enfermedades hepaticas cronicas como la

esteatohepatitis no alcoholica (NASH, del inglés Non alcoholic steatohepatitis)™.
- Matriz extracelular:

La deposicion progresiva de proteinas de ECM en el espacio de Disse conduce a una mayor
densidad y rigidez de la ECM, como se vera mas detalladamente en el apartado 1.1.4. Estos cambios
en la composicion y la rigidez de la ECM también promueven la activacion de las HSCs, lo que
sugiere un bucle de retroalimentaciéon donde los cambios mediados por las HSCs en la ECM

impulsan ain mas su propia activacion®,
- HSCs:

Las propias HSCs son capaces de inducir su propia activacion de forma autocrina. La autofagia

realizada por las HSCs, durante la cual generan acidos grasos por la escision de los ésteres de
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retinilo en el interior de las gotas citoplasmaticas, conduce a su activacion. Sefiales de estrés del
reticulo endoplasmico de las HSCs se han visto relacionadas con un aumento de la autofagia y la

activacion de estas células®.

- Otros:

Otros eventos como el aumento de la permeabilidad epitelial intestinal pueden derivar en la
activacion de las HSCs debido una mayor translocacion de metabolitos derivados de bacterias,
como el lipopolisacarido LPS que estimula tanto la activacion de las HSCs” como de las KCs a

través de los receptores tipo Toll (TLR, del inglés Toll like receptor)®.

Fase de Perpetuacion:

Si el dafio en el tejido hepatico se mantiene, tras el inicio de la activacion de las HSCs existen
elementos que perpetian este estado activado provocando su diferenciacién en miofibroblastos.
Otros eventos lo que hacen es evitar la depuracion o muerte de estas células, como por ejemplo la
capilarizacion, caracterizada por la pérdida de la capacidad de diferenciacion de las LSECs tras el
dafio hepatico, que atenta supresion de las HSCs activadas. Las ROS, producidas por hepatocitos
y macrofagos, inician también procesos posteriores como la sintesis de osteopontina que induce a

su vez la sintesis de colageno y perpetta la activacion de las HSCs>*°.

El desarrollo y mantenimiento de esta fase implica de nuevo bucles de estimulacion tanto paracrinos
como autocrinos ya que, como se menciond previamente, una vez activadas, las HSCs producen
diversos factores de crecimiento, citoquinas, quimioquinas y péptidos vasoactivos que pueden tener

efectos pleiotropicos en el medio local y efectos autocrinos sobre las propias HSCs™.

La fase de perpetuacion se compone de varios tipos de respuesta por parte de las HSCs entre los
que se incluyen la proliferacion, la contractilidad, la fibrogénesis, la degradacion de ECM, la
quimiotaxis y la induccion de la infiltracion inflamatoria (Fig. 22). De tal forma que el efecto final

en conjunto de todos estos procesos es un aumento en la acumulacion de ECM.
- Proliferacion:

Tras un dafio en el tejido hepatico, se produce la expansion de las HSCs. Esta proliferacion es un
componente importante en la cascada de activacion ya que amplifica la respuesta fibrogénica
mediada por las HSC:s tras el dafio. Diversos mitdgenos han sido relacionados con la proliferacion
de estas células, como PDGF, EGF, el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, del inglés
Fibroblast growth factor), ET-1, la trombina o el TGFa”>*!. Sin embargo, el PDGF es considerado

el factor mitogénico de HSCs mas potente’®.
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Figura 22. Fases de iniciacion, perpetuacion y resolucion de la activacion de las HSCs.

Las HSCs pueden ser activadas mediante estimulacion tanto paracrina como autocrina en una primera fase (iniciacion) y
mantenerse en ese estado activado (perpetuacion) durante el cual son capaces de proliferar, contraerse, producir y
degradar ECM, atraer a otras células, incluyendo células del sistema inmunitario, y detectar y responder ante
quimioatrayentes del microambiente. El numero de HSCs activadas puede disminuir durante la fase de resolucién
mediante la apoptosis o la senescencia principalmente, pero también revertiendo a un estado inactivo o pudiendo
transdiferenciarse a otro tipo celular bajo determinadas circunstancias.

- Contractilidad:

La capacidad de contraerse de las HSCs puede ser un factor determinante en el aumento, tanto
temprano como tardio, de la resistencia portal durante la fibrosis hepatica. Durante la activacion de
las HSCs se produce la regulacion al alza de muchas proteinas que son caracteristicas de células
contractiles como la actina o o las miosinas de musculo liso, lo cual es caracteristico de los

miofibroblastos en general (apartado 1.1.3.5 de esta tesis doctoral).

La adquisicion de un fenotipo contractil durante la activacion de las HSCs ha sido documentada
tanto en cultivo como in vivo y esta mediada en parte por receptores que interactiian con la ECM.
Ademas, como ya se describi6 previamente, la contraccion de estas células parece deberse también
a factores como la ET-1, los prostanoides, la substancia P, la angiotensina Il y la vasopresina

arginina (Fig. 20). Tal como ya se explicd, la capacidad de contraccion puede ser contrarrestada
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Anélisis del papel del neuropéptido Cortistatina en fibrosis hepatica Introduccion

por el compuesto vasodilatador NO, que puede derivarse de las propias HSCs o del endotelio

sinusoidal junto con el mondxido de carbono (CO) y la adrenomedulina que inducen la relajacion”.

PDGF

Factor de crecimiento derivado de plaquetas. Es un mitégeno critico en el higado y un
quimioatrayente que conduce a la proliferacion y a la migracion de las HSCs.
Tras el dafio hepatico y durante el inicio de la activacion de las HSCs se produce una répida
induccion tanto del ligando PDGF como de su receptor (PDGFRf), mejorando las
respuestas inflamatorias y fibrogénicas.

Se ha demostrado un aumento de la expresion de PDGF en células que también expresan
PDGER tras un dafno, tanto agudo como cronico, en el tejido hepatico en modelos experi-
mentales y durante enfermedades hepaticas en humanos. La sintesis y liberacion de PDGF
se mantiene principalmente por las células biliares proliferativas.

Aunque las HSCs son capaces de expresar tanto los receptores o como f3, s6lo se ha obser-
vado la regulacion al alza del receptor PDGFRP durante la activacion
de las HSCs tanto in vitro como in vivo. Mediante experimentos con HSCs cultivadas, se
demostré que solo la union de este mitogeno al receptor B daba como resultado la activa-
cion de las vias de sefializacion de la proteina quinasa activada por mitogenos (ERK/MA-
PK) y de la proteina quinasa B (AKT/PKB) de la ruta de la fosfoinositol 3 - quinasa (PI3K),
provocando la proliferacion de las HSCs.

- Fibrogénesis:

Las HSCs generan fibrosis no solo a través del aumento de ntimero de células sino también
aumentando la capacidad de generar ECM por célula. El estimulo més potente para inducir en las
HSCs la produccion de coldgeno tipo I 'y de otros constituyentes de la matriz es el TGF[3. Este factor
es producido por las KCs, las LSECs, los hepatocitos, las células epiteliales de los conductos
biliares y por las propias HSCs de forma autocrina. Existen tres ligandos de TGFf, sin embargo,

TGFB1 es el mas estudiado en el contexto de la fibrosis ¥ ** (Fig. 23):

Otro potente factor fibrogénico es CTGF/CCN2. Aunque cuando se descubrio recibi6 el nombre de
CTGF, no se comporta como un factor de crecimiento tradicional, sino que lo hace mas como una
proteina matricelular que modula la interaccion entre células y ECM para modificar el fenotipo
celular® 35, Mientras que los niveles hepaticos de CTGF suelen ser bajos, se producen niveles
elevados en pacientes con fibrosis hepatica y en modelos animales experimentales de fibrosis

hepatica®.

Productos de la peroxidacion lipidica también estdn siendo estudiados como estimulos
promovedores de la produccion de ECM siendo sus efectos amplificados por la pérdida de la

capacidad antioxidante de las HSCs a medida que se activan®.
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Anélisis del papel del neuropéptido Cortistatina en fibrosis hepatica Introduccion

TGFp1

Factor de crecimiento transformante beta 1. TGFP1 estd considerado como la citoquina
fibrogénica y proliferativa mas potente. Diversas células implicadas en la respuesta fibro-
génica expresan este factor en respuesta al dano hepatico. Entre ellas se encuentran las
propias HSCs que secretan su forma latente de forma que se produce un bucle de
retroalimentacion positiva de caracter autocrino.

TGEFp1 se secreta con un propéptido asociado a la latencia (LAP) que se escinde intracelu-
lar pero permanece unido de forma no covalente. Esta forma bioldgicamente latente,
L-TGFp1, se almacena tras su liberacion dentro de la ECM a través del factor de union a
L- TGEPB1 (LTF). Tras la escision de LTF, TGEB1 se convierte en su forma biologicamente
activa y puede unirse a sus receptores transmembrana tipo [ y tipo II.

El TGFf1 se une a su receptor heteromérico compuesto por los receptores TGFBRI y TGF
BRII, que activan la via canénica (a través de las proteinas SMAD) o cascadas de
sefializacion no candnicas:

En la via canonica, SMAD2/3 es fosforilado por TGEBRI, lo que permite la formacion de
complejos al unirse SMAD4 y finalmente la trasncripcion de genes profibrogénicos tras la
traslocacion del complejo al nucleo.

La senalizacion no canonica funciona a través de TGFEPR2 activado. Este receptor recluta
factores intermedios que activan varias cascadas de senalizacion aguas abajo incluyendose
entre ellos las proteinas MAPK, Rho-GTPasa-Actina, PI3K/ (AKT/PKB) y el factor
asociado al receptor TNF (TRAF).
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Figura 23. Rutas de activaciéon de HSCs mediante estimulacién con TGFp .
Via de sefializacion canodnica de TGFf a través de la familia de proteinas Smad y via no candnica, independiente de las
proteinas Smad, a través de ERK, JNK, PI3k/Akt, p38, MAPK.

55



Anélisis del papel del neuropéptido Cortistatina en fibrosis hepatica Introduccion

CTGF

Factor de crecimiento de tejido conectivo. CTGF es un mediador central de la remodela-
cion tisular y la fibrosis: Su presencia induce la formacidn de miofibroblastos a través de
la transdiferenciacion de otras células, incluidas las HSCs, las células epiteliales (a través
de EMT, transicion epitelial a mesenquimatosa), los fibroblastos portales residentes o
fibrocitos (médula Osea- células madre mesenquimales circulantes derivadas). Ademas,
CTGF interactiia con diversas citoquinas y factores de crecimiento como IGF1, VEGE,
TGEFB, y proteinas de matriz como la fibronectina o los proteoglicanos. Esta capacidad de
modulacion afecta a las capacidades de las HSCs en relacion a la adhesion y migracion
celular, la permeabilidad vascular, la activacion y diferenciacion a miofibroblastos y la
deposicion y remodelacion de ECM, lo cual se traduce en una importante remodelacion del
tejido hepatico.

Si la remodelacion tisular ocurre en la vasculatura del tejido, la hipertension local puede
inducir la expresion de CTGF, creandose asi un bucle de retroalimentacion positiva que
conduce a una mayor remodelacion tisular. La induccion de la expresion de TGFf y VEGF
por parte de CTGF genera otro bucle al inducir estos una mayor expresion de CTGF.

- Degradacion de la matriz:

El mantenimiento de las proteinas de ECM en el higado fibrético se debe a la interaccion entre las
metaloproteinasas (MMPs) y los inhibidores de metaloproteinasas (TIMPs). Las MMPs pueden
clasificarse en cinco categorias basadas en las especificidades de sus sustratos: a) colagenasas
intersticiales (MMP1, 8 y 13); b) gelatinasas (MMP2, 9 y la proteina de activacion de fibroblastos);
¢) estromelisinas (MMP3, 7, 10, 11); d) tipo membrana (MMP14, 15, 16, 17, 24, 25); e)
metaloelastasa (MMP12).

Las HSCs son fuente de MMP12, 9y 13 (esta tiltima tiene su equivalente en roedores bajo el nombre
de MMP1)*. MMP1 es la principal proteasa degradante de colageno tipo I (principal colageno del
higado fibrotico). Las HSCs son también fuente de TIMP1 y 2, y la produccién sostenida de estas
proteinas durante la lesion hepatica podria inhibir la actividad de las colagenasas intersticiales, lo
que conduce a una degradacion reducida de la matriz de acumulacion durante la lesion del tejido
hepatico. Ademas, TIMP1 ejerce funcidén antiapoptdtica sobre las HSCs lo que promueve su
expresion mantenida durante la lesion hepatica y, por tanto, aumenta la poblacion de HSCs

activadas al evitar su eliminacion*>%7-88

- Quimiotaxis:

Las HSCs activadas se caracterizan por la produccion de quimioquinas que promueven la migracion
de células madre hematopoyéticas activadas al lugar de la lesion, lo que estimula la respuesta
inflamatoria. Quimioquinas como el PDGF, MCP1 o el receptor de quimioquinas CXCR3%>%,

participan en la quimiotaxis celular ejercida por las HSCs.
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Por otro lado, las propias HSCs pueden migrar hacia los elementos quimioatrayentes que se
encuentran en las zonas de la lesion. Las HSCs activadas son también fuente de citoquinas
proinflamatorias que se comportan como quimioatrayentes de células del sistema inmunitario que

participan en la respuesta inflamatoria.

Fase de Resolucion:

Durante la resolucion del proceso fibrogénico, el nimero de miofibroblastos y de HSCs activadas
se reduce drasticamente. Esta disminucion puede producirse a través de varias vias entre las que se
encuentran la apoptosis, la senescencia, la reversion a un estado inactivo (pseudo-quiescente) e
incluso una posible transdiferenciacion a otro tipo celular*#>%°! (Fig. 22). Varios elementos del
microambiente celular ejercen sus funciones antifibréticas actuando sobre estas vias. Las células
NK muestran sus propiedades antifibréticas induciendo la muerte de las HSCs activadas a través
del interferén (IFNy) y también la apoptosis de las HSCs mediante la expresion de ligandos
receptores de muerte como TRAIL y FASL®%2% De forma similar, las células NKT también
ejercen sus papel antifibrotico matando directamente las HSCs activadas o a través de la produccion

de IFNy.

- Reversion

Hasta hace poco, esta via s6lo se habia podido demostrar en cultivo, pero recientes estudios de
rastreo del linaje celular genético en ratones han demostrado que las HSCs activadas pueden
revertirse a un estado similar a la quiescencia tras la retirada de los agentes dafiinos®®. Alrededor de
la mitad de las HSCs activadas que escapan al proceso de apoptosis durante la resolucion de la

fibrosis hepatica llegan a adquirir este fenotipo inactivo.

Sin embargo, este estado no es de total quiescencia ya que, a pesar de la reversion, estas células
estan sensibilizadas a la reactivacion por exposicion a estimulos fibrogénicos’. De hecho, estas
células presentan una mayor capacidad de reactivacion en comparacion con aquellas que nunca lo
han hecho. Mientras que las HSCs revertidas regulan a la baja la expresion de genes fibrogénicos
como la cadena a2 colageno tipo I (Colla2), la actina o 2 (Acta2 ), TgfPBl y Timpl, no vuelven a
expresar genes asociados al estado quiescente como Gfap o el receptor 1 de la adiponectina

(AdiporI)**4,
- Apoptosis

La apoptosis es el proceso de muerte celular programada de forma que se eliminen las células que

ya no son necesarias o que han sido dafiadas irreversiblemente.

Las HSCs activadas expresan receptores de muerte que incluyen FAS (CD95), el receptor 1 de

TNF, y los receptores de p75NTR y TRAIL®* %, que estimulan su apoptosis. Algunas poblaciones
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pueden contribuir durante este proceso, células como las NK provocan apoptosis a través de TRAIL
y del receptor NKG2D, mientras que otras como las KCs pueden inducirla a través de un mecanismo

mediado por caspasa 933.

Sin embargo, citoquinas proinflamatorias como TNF e IL1f, el factor TGFP o TIMP1, promueven
la resistencia de las HSCs al proceso de apoptosis®®, lo que promueve el mantenimiento de la

respuesta fibrogénica por parte de estas células.

- Senescencia

La senescencia natural es un mecanismo fisioldgico controlado genéticamente que restringe la
division celular dentro de una capacidad proliferativa finita para prevenir la acumulacion de células

dafiadas genéticamente.

El proceso de senescencia en las HSCs da como resultado una expresion reducida de las proteinas
de ECM, un aumento de la expresion de las MMPs y la regulacion positiva de los genes implicados
en la vigilancia inmunitaria como ligando para el receptor NKG2D de las células NK®!. Estudios
recientes han establecido que las HSCs pueden entrar en senescencia via dependiente de p53, tanto

en cultivo como in vivo, volviéndose éstas mas inflamatorias que fibrogénicas®!.

- Transdiferenciacion

En algunos estudios in vivo recientes en los que se han utilizado técnicas de reprogramacion han
observado la capacidad de las HSCs activadas para transdiferenciarse en células no fibrogénicas

tipo hepatocitos, denominados como hepatocitos inducidos (iHep)®.
1.1.3.5 Miofibroblastos.

Los miofibroblastos son la forma activada y diferenciada de las células efectoras de la respuesta
fibrogénica, principalmente HSCs en el caso del tejido hepatico, que se caracteriza por una
abundante expresion de proteinas de matriz pericelular® (Fig. 24). Aunque, como ya se ha descrito
previamente, pueden tener origenes heterogéneos (Fig. 17), su desarrollo sigue una secuencia de

eventos bien establecida.

En condiciones normales, en el tejido hepatico el nimero de células efectoras es bajo, con baja
produccion de ECM y no existe un contacto estrecho tipo célula-célula y célula-ECM. Cuando se
produce la lesion tisular, se produce la activacion de las HSCs que proliferan y migran a la zona
danada debido a las citoquinas liberadas localmente por células tanto residentes como inflamatorias

infiltrantes (Fig. 15).
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Figura 24. Activacion y diferenciacion de las HSCs a miofibroblastos.

Al activarse y diferenciarse las HSCs pierden las gotas lipidicas caracteristicas de su estado quiescente y aparecen fibras
de estrés que les confieren una potente capacidad de contraccion. Abajo: Imagenes obtenidas mediante
inmunofluorescencia indirecta de HSCs primarias murinas (Azul: Dapi - nucleo. Verde: GFAP - marcador de HSCs.
Rojo: aSMA - fibras de estrés caracteristicas de miofibroblasto completamente activado).

Otro estimulo importante para generar la transicion fenotipica de las HSCs es el cambio en el
microambiente mecanico’’. En un higado sano, las HSCs se encuentran generalmente protegidas
del estrés mecanico gracias a la reticulacion de la ECM en equilibrio. Sin embargo, esta estructura
se pierde al verse la ECM continuamente remodelada en respuesta a la lesion. Debido a este estrés
mecanico, las HSCs adquieren fibras de tension contractiles que se componen primero de actinas
citoplasmaticas, formandose asi un paso intermedio en la diferenciacion, los protomiofibroblastos,
que posteriormente seran miofibroblastos completamente diferenciados positivos para la actina alfa
del musculo liso (aSMA, del inglés o Smooth muscle actin). Dentro de las caracteristicas
moleculares tipicas de los miofibroblastos diferenciados se encuentra la expresion de novo aSMA

y de la variante de empalme de fibronectina ED-A%.

Durante la generacion de los miofibroblastos diferenciados aSMA™ se producen una serie de
eventos locales como la acumulacion de TGFB1 biologicamente activo, la presencia de proteinas
de ECM especializadas como la fibronectina ED-A y un elevado estrés extracelular derivado de las
propiedades mecanicas de la ECM y su remodelacion (Fig. 25), siendo estas diferencias mecanicas
mediadas por uniones adherentes entre células y adhesiones focales entre célula y ECM (también

conocidas como fibronexos).

La expresion de fibras de estrés aSMA™ confiere a los miofibroblastos una actividad contractil mas
fuerte en comparacion con las HSCs o los protomiofibroblastos aSMA™*7. Los miofibroblastos
combinan caracteristicas ultraestructurales y funcionales del musculo liso, formando fibras
contractiles de tensiéon que contienen actina y miosina, con un reticulo endoplasmatico

sintéticamente activo.

Los microfilamentos, conformados por la polimerizacion de mondmeros de actina, son el
componente principal del esqueleto que determina la forma celular. Los filamentos de actina junto

con los gruesos filamentos de miosina conforman el aparato contractil de la célula. Durante la
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contraccion celular se protegen y desprotegen los sitios de union entre miosina y actina, sitios que
en reposo son bloqueados por la tropomiosina. La unién del calcio a la troponina provoca el
movimiento de la tropomiosina de tal forma que se expone el sitio de union de la miosina en la
actina, al que posteriormente se une la miosina y activa la actomiosina ATPasa para dar lugar a la

contraccion®.

Para resaltar la importancia del potente citoesqueleto contractil, el nombre de ‘protomiofibroblasto’
fue introducido para aquellas células que contienen fibras de estrés, pero son aSMA", siendo
aSMA" para los miofibroblastos completamente diferenciados. La actina citosolica se recolocaliza
en estas fibras de estrés aSMA™. Este proceso se encuentra asociado a la formacion de adhesiones
focales supermaduras (Fig. 25), creandose tensiones en el propio cuerpo celular frente a la
resistencia de la ECM. La formacion de las adhesiones focales permite no s6lo anclar las fibras de
tension al sustrato, sino que también proporcionan a los miofibroblastos informacion sobre la
mecanica y la quimica del microambiente. En comparacion con las adhesiones focales clasicas (de
alrededor de 6mm de largo), los miofibroblastos diferenciados desarrollan adhesiones
supermaduras de mayor tamafio (entre 10 y 30 mm de largo)'® lo que les permite ejercer una tension

mas potente que puede transmitirse a la ECM circundante (participando en el cierre de heridas).

- e 3%
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— Fibras ECM remodeladas
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Figura 25. HSC quiescente, protomiofibroblasto y miofibroblasto.

A pesar del parecido entre las células del musculo liso y los miofibroblastos, existen diferencias
entre ellas en cuanto a la regulacion de la contraccion. Mientras que las células del miisculo liso
necesitan contraerse y relajarse en respuesta a las sefiales ambientales, los miofibroblastos necesitan
generar fuerza continuamente durante largos periodos de tiempo. El mantenimiento de esta
contraccion sostenida por los miofibroblastos se produce mediante la inhibicion de la miosina

fosfatasa a través de la via Rho-Rho quinasa, mientras que la contraccion provocada por las células
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del musculo liso se rige por un sistema dependiente de calcio (el cual no se regula tan facilmente
por los miofibroblastos)®. Los miofibroblastos son capaces de mantener la fuerza contractil durante
largos periodos de tiempo, sin embargo, al final de la reparacion del tejido hepatico, la ECM
reconstruida vuelve a asumir la carga mecanica y el nimero de los miofibroblastos disminuye (fase
de resolucion de la activacion de las HSCs), siendo esta liberacion del estrés mecanico un poderoso

promotor de la apoptosis celular

1.1.4 Matriz extracelular.

La matriz extracelular, ECM, interactua con las células de alrededor influyendo en sus capacidades
de adhesion, proliferacion, migracion y supervivencia, y a su vez, las células remodelan la ECM,
permitiendo que estos mismos eventos tengan lugar. Los diversos componentes de la ECM pueden
actuar como reservorio de citoquinas y factores de crecimiento listos para ser liberados cuando sean
requeridos, estableciéndose asi un posible punto de control dependiendo de las respuestas celulares.
Por lo tanto, la composicion de la ECM esta en constante estado de cambio durante el desarrollo y
la enfermedad, estando estos cambios controlados por la regulacion diferencial y coordinada de la

sintesis y el recambio de cada uno de sus componentes individuales.

HIGADO SANO HIGADO FIBROTICO

ECM ECM ECM
en equilibrio I provisional fibrética
Colageno o Proliferacion HSCs 2 Miofibroblastos
: . ~ Inflamacion ; ; ) TGFb ‘ ;
Proteoglicanos : Proteoglicanos CTGF Aumento colageno
Ac. Hialurénico Ac. Hialurénico PDGF (Tipos 1, 11l y IV)
Fibras elasticas Proteinas matricelulares Fibronectina
A " IGF :
Fibronectina Proteoglicanos
Laminina Ac. Hialurénico

Figura 26. Reestructuracion de la matriz extracelular del tejido hepatico.

La ECM del tejido hepatico normal (Fig. 26) se compone de una serie de macromoléculas que
incluyen colagenos, glucoproteinas como laminina y fibronectina, y proteoglicanos'’!. Cambios
especificos en la composicion de la ECM son muy similares en todas las formas de dafio hepatico

y fibrogénesis hepatica. La fibrosis hepatica es el resultado de la acumulacion anormal de colagenos
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fibrilares, principalmente colageno tipo I, que surge debido a una sintesis elevada y/o recambio

reducido por parte de las HSCs.

Durante el cierre de heridas generadas en el tejido sano se genera primeramente una ECM
provisional formada por proteinas plasmaticas como la fibrina, el fibrindgeno o la fibronectina que
se genera en el sitio de la herida (Fig. 26). Esta ECM provisional tiene un caracter reticulado para
que las HSCs, asi como otros fibroblastos residentes del tejido hepatico, puedan adherirse y
comenzar a reparar la herida. Las HSCs sintetizan y secretan otras moléculas, como el acido
hialurénico y los proteoglicanos, que interactiian entre si y con el resto de componentes
estabilizando la matriz enriquecida en fibrina. Esta composicion proporciona el microambiente
adecuado para la proliferacion y la migracion de las HSCs ademas del reclutamiento de células
inflamatorias. La formaciéon de una ECM fibrotica sigue a esta fase temprana e implica la
renovacion de la ECM provisional, la generacion de fragmentos de ECM bioldgicamente activos y
el reemplazo de elementos para aumentar la compactacion y el enriquecimiento en colagenos
(principalmente tipo I, IIl y IV) y otras proteinas fibrosas!®?. Factores como TGFB1 o PDGF
estimulan la produccion de ECM enriquecida en acido hialuronico y versicano generando una capa
viscoelastica que permite que las células proliferen, se diferencien y migren. Entre los elementos
implicados en la renovacion de la ECM durante la respuesta fibrogénica se encuentran proteinas
fibrilares como el colageno fibrilar (tipos I — III, V y XI), la fibronectina (ED-A, ED-B), la elastina
y la vitronectina; glicoproteinas como los colagenos no fibrilares (tipos IV, VI-VIII, XIV), fibrilina
(tipos 1-3), LTBP, tenascina, acido hialurénico, versicano, sindecano, fibulina y pequefios
proteoglicanos ricos en leucina; proteinas matricelulares como las CCN (CCN1-6, siendo CCN2 =
CTGF)!"!, La fibronectina celular se presenta en las variantes A y B. Mientras que la fibronectina
ED-A es caracteristica de la reparacion tisular y la fibrosis, la fibronectina ED-B se asocia mas a

102 T a fibronectina actia también en el

menudo con el desarrollo de tumores y la angiogénesis
almacenamiento de LTBP y de la forma latente de TGFP1 en la ECM fibrotica, siendo la ED-A la

mas eficaz en su reclutamiento.

En el tejido hepatico fibrotico se observa una mayor alineacion de los haces de colageno que hace
que aumente la migracion de las HSCs y la fibrosis. La acumulacion de los colagenos crece
haciendo que la arquitectura del higado se altere significativamente. Este aumento de la
organizacion y la densidad de la ECM se traduce en una mayor rigidez del tejido que genera un
estrés mecanico fundamental para la activacion y la persistencia de los miofibroblastos. Este hecho,
junto con las actividades de remodelacion ejercidas por los propios miofibroblastos, que se vuelven
mas contractiles a la vez que se sigue endureciendo el tejido, establece un bucle de
retroalimentacion muy perjudicial que conduce a la persistencia de la activacion de los

miofibroblastos.
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Como ya se ha descrito previamente, la ECM puede ser degradada por varias familias enzimaticas,
siendo las MMPs las mas importantes. Las MMPs son una familia de endopeptidasas dependientes
de zinc y calcio que son producidas por células del tejido conjuntivo y células inflamatorias,
incluyendo hepatocitos, HSCs, KCs, neutréfilos y otros macréfagos hepaticos reclutados durante
la respuesta fibrogénica. Las colagenasas son un tipo de MMPs fundamental para el proceso de
remodelacion del tejido hepatico ya que se encargan de la escision de la hélice nativa de colagenos

fibrilares siendo el producto de esta reaccion susceptible de la degradacion por otras MMPs!,

Cada vez hay mas pruebas de la presencia de una extensa gama de MMPs con amplia especificidad
de sustrato combinada en el higado fibrotico. Produciéndose, por tanto, el recambio de la ECM no
solo en relacion a los coldgenos fibrilares sino también a las elastinas, las gelatinas y otros
componentes no colagenosos. La MMP1 (MMP13 en roedores) es expresada tanto por macréfagos
como por HSCs. La expresion de MMP13 por las HSCs es una caracteristica de la activacion
temprana, pero cuando éstas se activan completamente y se diferencian a miofibroblasto esta
expresion se regula negativamente. Mientras que la gelatinasa B (MMP9) es expresada también por
las KCs y otros macréfagos inflamatorios, la gelatinasa A (MMP2) es expresada por las HSCs

activadas!'©!.

La actividad extracelular de las MMPs, como cabria esperar de toda esta potente familia de
proteasas, se encuentra regulada en diversas etapas. Todas ellas se regulan en mayor o menor
medida a nivel génico respondiendo ante diversas sefiales celulares que incluyen citoquinas y
factores de crecimiento como TNF, PDGF, EGF o IL1!%, Otro punto de regulacion se produce
mediante la escision del elemento pro del zimdgeno inactivo. Finalmente, las MMPs activas son
susceptibles de ser inhibidas por inhibidores extracelulares, los TIMPs. Estos inhibidores son
proteinas solubles que se unen de forma no covalente a las MMPs activas estabilizando la pro-

enzima e inhibiendo asi su actividad enzimatica.

Un determinante principal del avance de la fibrosis progresiva es la incapacidad de degradar el
aumento de la matriz intersticial o cicatrizal. Los inhibidores TIMP1 y TIMP2 son expresados por
las HSCs. La expresion de TIMP1 se encuentra estrechamente relacionada con la activacion de las
HSCs y es paralela al desarrollo de otros marcadores como la expresion de la aSMA y de colageno
tipo 1'%, De hecho, los niveles séricos de este inhibidor se han correlacionado con el estado de la
fibrosis siendo por tanto considerado como posible biomarcador del desarrollo de la respuesta
fibrogénica hepatica. TIMP2 por su parte, es también expresado por las HSCs en su estado tanto

inactivo como fibrogénico.

El equilibrio entre MMPs y TIMPs proporciona un mecanismo a través del cual la degradacion de

la ECM puede regularse estrechamente durante la fibrosis hepatica.
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1.1.5 Modelos experimentales de fibrosis hepatica.

Debido al incremento de investigaciones relacionadas con la fibrosis hepdtica, se han generado
diversos modelos experimentales para poder ahondar en su estudio de cara a la posible futura

traslacion a humanos.

Dentro de los modelos in vivo que se han ido desarrollando se encuentran aquellos modelos basados

en la administracion de agentes quimicos (etanol'™, tetracloruro de carbono (CCls)'%,
tioacetamida'®, dimetilnitrosamida'®’) ya sea via intraperitoneal o por inhalacion. El uso de este
tipo de modelos es bastante popular debido a su gran reproducibilidad, facil uso y por considerarse

un reflejo apropiado de mecanismos involucrados en la fibrosis hepatica humana.

Otro tipo de modelo experimental de fibrosis hepatica es el realizado mediante procedimientos

quirurgicos como la ligacién del ducto comin biliar (BDL, del inglés Bile duct ligation)'®

para
estudiar una fibrosis de caracter colestatico. También existen modelos bastados en la dieta para
inducir la progresion de la enfermedad de higado graso no alcohdlica (NAFLD, del inglés Non
alcoholic fatty liver disease) o la esteatohepatitis no alcoholica (NASH)!®-!!%. Dentro de estos

modelos se encuentran la dietas deficientes en metionina o en colina o las dietas ricas en grasas®.

Es relevante el hecho de que las enfermedades hepaticas de caracter colestatico y las enfermedades
hepatotdxicas muestran sintomas y fenotipos muy diferentes en sus primeras etapas, apoyando asi

el concepto ‘cirrosis impulsada por etiologia’.

Ademas, el uso de animales modificados genéticamente es una herramienta muy potente que
permite el estudio especifico de determinados elementos y rutas de sefalizacion implicadas en el
desarrollo de la fibrosis hepatica. El uso de estos animales modificados permite también la
generacion de modelos que sin ellos no podrian realizarse, como los basados en infecciones que no
se producen en condiciones normales (ej. La generacion de fibrosis hepatica por el virus de la

hepatitis no se produce en roedores, pero si en humanos).

Otra forma de estudiar la fibrosis hepatica es mediante el uso de modelos in vitro que implican el
aislamiento de células primarias o la utilizacion de lineas celulares. De esta forma se pueden
estudiar los efectos directos del elemento de interés sobre las principales células y rutas implicadas

en la respuesta fibrogénica.
1.1.5.1 Fibrosis hepatica toxica inducida por CCl,.

El compuesto hepatotoxico CCls es uno de los xenobidticos manufacturados mas utilizados para
estudiar la fibrosis hepatica. Este compuesto quimico consigue generar un dafio hepatico que

mimetiza en muchos aspectos la lesion causada por agentes toxicos en humanos (Fig. 27).

El CCly es procesado mediante escision homolitica por el citocromo P450-2E1 generandose el

radical libre triclorometilo que posteriormente es oxigenado dando como resultado el radical
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Anélisis del papel del neuropéptido Cortistatina en fibrosis hepatica Introduccion

triclorometilperoxido'!! (Fig. 28). Ambos radicales se ven involucrados en procesos como la

mutacion, la hipometilacion o la peroxidacion de elementos metabolicos esenciales (acidos

nucleicos, proteinas, lipidos)® contribuyendo asi a una reaccion de fase aguda caracterizada por la

necrosis de hepatocitos centrolobulillares, la activacion de KCs y la inducciéon de una fuerte

respuesta inflamatoria.

Todas estas complejas alteraciones en el interior del tejido hepatico (Fig. 28) resultan en el

desarrollo de la fibrosis que puede derivar en cirrosis y carcinoma hepatocelular (HCC).
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Figura 27. Daiio en tejido hepatico por CCla.

Tincién Rojo Sirio. Izquierda: muestra de tejido hepatico sano (en rojo se marca el tejido conectivo alrededor de los
vasos). Derecha: muestra de tejido hepatico tras administracion de CCls (en rojo se observa el entramado fibrotico

generado entre zonas portales y centrolobulillares).

D
900
©

Tetracloruro
de carbono

Alquilacion

CYP2E1
Activacion ) C1)

HCC
Sintesis proteica
reducida

Esteatosis

Mutacion
Hipometilacion

Disfuncion mitocondrial

Disfuncion de
membrana

Dario
hepatotoxico
Datrio

hepatotoxico Fibrosis
is

Destruccion de
dcidos grasos
poliinsaturados

Peroxidacion

«

L

HCC

Figura 28. Daiio hepatico desencadenado por CCla.
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1.1.5.2 Fibrosis hepatica colestdtica inducida por BDL.

El modelo murino mas comunmente utilizado para el estudio de la fibrosis colestatica es la BDL.
Mediante un procedimiento quirtirgico que implica la doble ligacion del ducto biliar comiin
(proceso descrito en materiales y métodos), este modelo genera una ictericia obstructiva que resulta
en colestasis. A través de la toxicidad de los acidos biliares, la BDL provoca la proliferaciéon de
células epiteliales biliares conduciendo esto a una elevada proliferacion de conductillos biliares
(Fig. 29), muchos de ellos no funcionales (pseudo-ductulillos) y a la generacion de un fuerte
inflamacion portal'!'2. Por tanto, con este modelo se produce una fibrosis progresiva junto con una
vasoconstriccion del tejido vascular hepatico que deriva en una alta hipertension portal, cirrosis

hepatica e insuficiencia hepatica.

¥

Figura 29. Daiio en el tejido hepatico por BDL.

Tincién Rojo Sirio. Izquierda: muestra de tejido hepatico sano (en rojo se marca el tejido conectivo alrededor de los
vasos). Derecha: muestra de tejido hepatico tras BDL (en rojo se observa el entramado fibrético y los nuevos pseudo-
ductulillos biliares generados).

1.1.5.3 Linea celular LX2.

Para el estudio de las HSCs humanas, se puede trabajar con células primarias aisladas de tejido
hepatico humano o con lineas celulares inmortalizadas. Sin embargo, una limitaciéon importante del
uso de HSCs primarias humanas es la baja y poco predecible disponibilidad de tejido para su
aislamiento, ademas del hecho de que las HSCs se encuentran dentro del propio tejido en reducido
numero (5-8% de las células totales en un higado sano). Ademas, los cultivos de HSCs primarias
se ven limitados a una serie finita de pases antes de perder caracteristicas importante que las definen.
Por ello, el uso de lineas celulares inmortalizadas es una herramienta de gran utilidad ya que esto
permite superar dichos problemas proporcionando una fuente estable e ilimitada de HSCs humanas

homogéneas.

La linea celular LX2 es un linea inmortalizada de HSCs humanas desarrollada en 2005 por el grupo
del Dr. Scott L. Friedman'!3. Esta linea celular estd ampliamente caracterizada y conserva las
caracteristicas clave que definen a las HSCs, incluyendo el metabolismo retinoide, la fibrogénesis,

la sefializacion de citoquinas o la expresion de genes neurales como Gfap.
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1.1.6 Terapias para la fibrosis hepatica.
1.1.6.1 Regeneracion del tejido hepdtico.

El higado es un o6rgano con una gran capacidad de regeneracion que puede llegar a recuperar
completamente su masa tras gran variedad de dafios sin comprometer la viabilidad de todo el
organismo. Este mecanismo de regeneracion hepatica es observado en todos los organismos
vertebrados, desde los humanos hasta los peces, siendo comun su estudio en roedores mediante la
técnica denominada hepatectomia parcial''*. Este procedimiento quirtrgico consiste en la
eliminacion de 2/3 de la masa hepatica, es decir, la extirpacion de 3 de los 5 16bulos hepaticos que
tienen los ratones. Pasados entre 5 y 7 dias tras la cirugia, los roedores regeneran los 16bulos

extirpados por completo.

Los mecanismos de regeneracion del tejido hepatico pueden dividirse entre tres categorias
principales: a) replicacion de las células existentes, b) expansion y diferenciacion de células
progenitoras, y c¢) transdiferenciacion o desdiferenciacion de células de un tipo a otro. El higado,
en condiciones homeostaticas, presenta una baja tasa de recambio celular (las células aguantan sin
dividirse durante semanas e incluso meses). No obstante, tras una lesion, el higado puede generar
gran cantidad de células nuevas, hepatocitos principalmente. Si la lesion es generada por una
reseccion parcial, el proceso para recuperar su tamafio original se debe a una combinacion de
division celular e hipertrofia, sin embargo, cuando la lesion viene causada por otros agentes dafiinos
(toxinas, infecciones virales, ataque del sistema inmunitario) la respuesta regenerativa
desencadenada depende de procesos como la produccion de un gran nimero de células epiteliales

pequefias que actiian como células madre - progenitoras!!®

. De hecho, un hallazgo interesante es la
reciente observacion de que el higado conserva cierta plasticidad en la edad adulta, con los
hepatocitos preparados para adquirir un fenotipo ductal ante variedad de circunstancias'',

confirmando asi la capacidad de transdiferenciacion y reprogramacion de ciertas células hepaticas.

Sin embargo, el proceso de regeneracion hepatica debe tener una terminacion, y las vias que
conducen a ella deben ser tan importantes como las que inician el proceso, de tal forma que la masa
generada no exceda la original. Por ello, se ha planteado la existencia de un conjunto de puntos de

s114, 117

control, englobados bajo el nombre de ‘hepatostato , que aseguren que el ratio 6rgano/cuerpo

sea el que debiera y el higado sea capaz de desempefiar sus funciones homeostaticas.
1.1.6.2 Evaluacion de la funcion hepatica.

La biopsia hepatica sigue considerandose el método estandar de eleccion para el seguimiento del
dafio hepatico. El estado de avance del dafio en el tejido hepatico se evalia mediante analisis
histologico utilizando escalas como Metavir y Ishak!'®, Para ello se pueden usar tinciones
especificas de proteinas de la matriz extracelular, como por ejemplo la tincion rojo sirio, de forma

que se cuantifique el grado de fibrosis aplicando al entramado fibrético un analisis morfométrico.
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Sin embargo, no hay que olvidar que la biopsia hepatica es un procedimiento invasivo que implica
dolor y posibles complicaciones durante su realizacion. El riesgo asociado a este procedimiento
varia desde dolor e hipertension, sangrado y dafio al sistema biliar, con una tasa de mortalidad de

aproximadamente 0.01%°.

Otras formas de evaluar la funcion hepatica incluyen pruebas de laboratorio de rutina, como
recuento de plaquetas, niveles séricos de aminotransferasas, de proteinas de fase aguda o tiempo de
protrombina. Es decir, que los niveles séricos de proteinas directamente relacionadas con el proceso
fibrogénico hepético también se utilizan como marcadores sustitutos de la fibrosis hepatica’!.
Aunque hay tener en cuenta el hecho de que algunos de estos marcadores especificos de fibrosis
pueden estar reflejando procesos fibrogénicos en otros 6rganos como en el caso de pacientes

alcohdlicos que pueden estar sufriendo a la vez una fibrosis pancreatica'".

BIOMARCADORES FIBROSIS HEPATICA

NO INVASIVOS INVASIVOS
Marcadores directos Biopsia hepatica
Colagenos Escala Ishak
Colageno tipo IV Escala METAVIR
Péptido carboxi de procolageno I (PICP) Escala Knodell

Péptido amino de procolageno III (PIIINP)

Glicoproteinas y polisacaridos

Acido hialurénico // Laminina / YKL-40

Colagenasas

Metaloproteinasas de matriz (MMPs)

Inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs)

Citoquinas

Factor de crecimiento tisular beta 1 (TGFbl1)
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF

Albtimina // Bilirrubina

Aspartato aminotransferasa (AST)

Alanina aminotransferasa (ALT)

Gamma glutamil transferasa (gGT)
Fosfatasa alcalina (ALP)

Tiempo de protrombina (TP
Combinacion de marcadores

Indice ratio AST/plaquetas (APRI)

Ratio AST/ALT // indice Bonacini // Fibrosis 4
Indice de fibrosis hepatica mejorada (ELF)
Indice Fibro // Test fibrometro // FibroSpect IT
Test Forns // Hepascore // Indice Lok

Tabla 1. Biomarcadores de fibrosis hepatica.
El andlisis de la fibrosis hepatica puede realizarse de forma invasiva (biopsia hepatica) o a través de diferentes
biomarcadores no invasivos (directos, indirectos mediante combinacion de ambos).

La principal ventaja del estudio de biomarcadores sobre la biopsia hepatica es que las estimaciones
en suero son realizadas mediante un procedimiento minimamente invasivo. Ademas, este tipo de
estudio es facilmente aplicable y reproducible entre laboratorios. Los biomarcadores séricos de la

fibrosis hepatica se pueden clasificar en dos categorias: a) marcadores directos, directamente
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involucrados en la deposicion y eliminacion de matriz extracelular; b) marcadores indirectos,
moléculas liberadas a la sangre que reflejan alteraciones de la funcion hepética (Tabla 1)%°.
Ademas, la medicion de diversas proteinas como la apolipoproteina Al (apoAl), la a2
macroglobulina, el 4cido hialurénico u otras enzimas hepaticas se puede evaluar mediante baterias
de laboratorio bajo nombres como Fibrotest/Test fibrometro, Fibrosure, Hepascore o FibroSpect

entre otros (Tabla 1).

La fibrosis hepatica puede ademas ser estimada mediante el uso de técnicas de imagen in vivo como
la ecografia, la tomografia computarizada o la resonancia magnética, que pueden detectar cambios
en el parénquima hepatico debido a una fibrosis de moderada a severa®'. Por ejemplo, la elastografia
es un método no invasivo que permite estudiar la elasticidad y rigidez del higado mediante el uso
del equipo de ultrasonido Fibroscan que mide la velocidad de transmisién de ondas de baja
frecuencia a través del tejido hepatico de forma que la propagacion de la onda eléstica es

proporcional a la rigidez del tejido y, por tanto, al grado de fibrosis hepatica'.
1.1.6.3 Terapias para la fibrosis hepatica.

Como se ha podido comprobar a lo largo de esta introduccion, la fibrosis hepatica es un proceso
complejo que conlleva la participacion y coordinacion de numerosos elementos en todas sus etapas.
A pesar del conocimiento que actualmente se posee sobre ella y de las numerosas investigaciones
realizadas y en curso, actualmente no existe ninguna terapia estandar para el tratamiento de la

fibrosis hepatica.

Aunque durante mucho tiempo la fibrosis hepatica se consider6 irreversible, durante el desarrollo
de estudios tanto experimentales como clinicos se ha observado la regresion de la fibrosis al retirar
el agente causante del dafio, como en el caso de la terapia antiviral frente a la hepatitis C, el cambio
de estilo de vida en pacientes con NALFD o la abstinencia alcoholica. Desde la demostracién, en
los afios 90, de que la fibrosis hepatica avanzada era reversible, se han realizado muchos estudios
tratando de identificar posibles terapias antifibrotica con diferentes enfoques que se pueden
clasificar en las siguientes estrategias: a) eliminar el agente causante del dafio o tratar la enfermedad
subyacente; b) tratar y bloquear la inflamacion que pueda estar conduciendo a la fibrosis; c¢) actuar
sobre las HSCs a distintos niveles para inhibir su activacion, proliferacion y respuesta fibrogénica

ademas de promover su apoptosis; d) promover la degradacion de la ECM generada en exceso.

Desgraciadamente, para pacientes con cirrosis y diversas complicaciones clinicas, el trasplante de
higado todavia sigue siendo el unico acercamiento curativo que consigue mejorar la tasa de
supervivencia y aumentar su calidad de vida. En la actualidad, en Europa se realizan mas de 5.500
trasplantes ortotopicos de higado al afio, con un coste de hasta 100.000 € el primer afio y 10.000 €
a partir de entonces®. Sin embargo, se ha visto que en pacientes con cirrosis inducida por el virus

de la hepatitis C (HCV, del inglés Hepatitis C virus) es comun que tras el trasplante la infeccion
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viral reaparezca y se desarrolle una hepatitis cronica agresiva que acabe derivando de nuevo hacia
cirrosis'?!. Por ello, es vital encontrar tratamientos que eviten tener que llegar a este procedimiento
y que sean capaces de regular la respuesta fibrogénica cuando comienza a desarrollarse o, al menos,
en alguna de sus etapas posteriores. Actualmente hay diversos factores con caracteristicas anti-
fibroticas prometedoras que se encuentran ya en fase 2 y 3 de ensayos clinicos para el tratamiento
de enfermedades como NASH, NAFLD, HCV o la colangiocitis primaria biliar. Dentro de un
ensayo clinico, la fase 2 contempla el estudio de la eficacia de la prueba y la evaluacion de la
seguridad; y la fase 3 pretende confirmar la efectividad, monitorizar los posibles efectos
secundarios, y comparar con otros tratamientos estandar. Algunos de los principales posibles

agentes terapéuticos que se estan evaluando se recogen a continuacion:
- Cenriviroc — inhibidor de CCR2/CCRS5 (Fase 3 en curso)

La progresion de NASH se encuentra asociada al reclutamiento y acumulacion de macréfagos y
monocitos pro-inflamatorios a través del receptor CCR2'?? y del reclutamiento de HSCs y linfocitos
mediante el CCR5'%. Cenriviroc es un antagonista dual de CCR2 y 5. La mayoria de los pacientes
con NASH que fueron tratados con Cenriviroc y respondieron bien al tratamiento durante el primer
afio mantuvieron su efecto durante el segundo afio también, incluso aquellos en un estado de fibrosis
avanzado'*, lo cual pone de manifiesto la durabilidad de su efecto beneficioso. Actualmente este

farmaco se encuentra en la fase 3 de los ensayos clinicos.
- Selonsertib (GS-4997) — inhibidor de ASK-1 (Fase 3 en curso)

El uso de este inhibidor se platea como tratamiento para NASH. Debido a la presencia de sefiales
de estrés durante el desarrollo de la enfermedad se activa la quinasa reguladora de sefiales de
apoptosis (ASK-1, del inglés Apoptosis signal-regulating kinase 1), lo que causa aopotosis,
inflamacion y fibrosis. El estudio del efecto terapéutico del inhibidor Selonsertib, s6lo o en
combinacién con Simtuzumab (inhibidor de la lisil oxidasa 2), en pacientes con NASH en un estado
de fibrosis avanzada ha mostrado una ligera capacidad para reducir la severidad de la
enfermedad!®. Sin embargo, existe una gran preocupaciéon con respecto al riesgo de una
tumorogénesis hepatica al haberse detectado un aumento de la susceptibilidad al desarrollo de

hepatocarcinoma en ratones deficientes en ASK 1'%,

- Simtuzumab — inhibidor de LOX2 (Fase 2 finalizada)

La lisis oxidasa (LOX, del inglés lysy! oxidase) es una enzima que contribuye significativamente
en la estabilizacion del colageno en enfermedades hepaticas cronicas. Simtuzumab es un anticuerpo
frente a LOX2 para bloquear la reticulacion del colageno al promover ésta la progresion de la
fibrosis hepatica y limitar su reversion. A pesar de ello, el tratamiento con Simtuzumab no ha
mostrado un efecto anti-fibrotico real en la fase 2 de los ensayos clinicos con pacientes con NASH

en estados 3 de fibrosis o 4, cirrosis'?’.
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- Emricasan (IDN-6556) — inhibidor de apoptosis (Fase 2 en curso)

La apoptosis de los hepatocitos es un punto clave en las enfermedades hepaticas crénicas.
Emricasan es un inhibidor pan- caspasa irreversible que disminuye la actividad de las caspasas 3 y
7 y que originalmente mostrd efectos beneficiosos sobre la extension de la esteatosis y la fibrosis
en modelos experimentales de ratones con dieta grasa'?® y redujo los niveles de la aminotransferasa

de alanina en pacientes con HCV'?130 y NAFLD!!,
- Pirfenidona (Fase 2 terminada)

La pirfenidona es una piridinona que inhibie la formacion de colageno y ha sido aprobada para el
tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica. No esta alin claro su mecanismo de accidn, pero se
ha descrito su posible capacidad para atenuar la proliferacion de las HSCs inducida por PDGF y
para reprimir la expresion de coldgeno asociada a TGFB en HSCs primarias de rata'*?. Ademas, in
vivo, pirfenidona mejora la progresion de la fibrosis en modelos de dafio hepatico en ratas'*. En
humanos, el tratamiento con pirfenidona redujo la inflamacién hepdtica, fibrosis y esteatosis en

pacientes con hepatitis C cronica'**.

- Agonistas del receptor Farnesoid X (Fase 3 para NASH en curso. Tratamiento clinicamente

aprobado y en uso como terapia de colangiocitis primaria biliar)

El receptor Farnesoid X (FXR, del inglés Farnesoid X receptor) es un receptor nuclear que juega
un papel importante en la regulacion del metabolismo lipidico, de la glucosa y de los acidos biliares,
lo que lo hace un candidato atractivo para el tratamiento de patologias colestaticas y por ello el uso
de agonistas de este receptor ha sido ya aprobado para el tratamiento de la colangiocitis primaria

biliar!*,
- NGM282 — analogo de FGF19 (Fase 2 en curso)

FGF19 es una hormona que regula la sintesis de acidos biliares y la homeostasis de la glucosa. Se
ha descrito que FGF19 es capaz de reducir la esteatosis hepatica en modelos animales al inhibir la
sintesis de acidos grasos e incrementando su oxidacion'*®. Sin embargo, su uso como tratamiento
para NASH/NAFLD es controvertido ya que se ha descrito que también promueve la fibrogénesis
y la hepatocarcinogénesis en modelos murinos!'®’. Para mitigar este efecto se esta estudiando el uso
del analogo NGM282, que no desencadena la activacion de STAT3!*, ruta esencial en la
hepatocarcinogénesis desencadenada por FGF19, pero que si muestra propiedades moduladoras de

la esteatosis, anti-inflamatorias y anti-fibroticas.
- Agonistas de PPAR

Los receptores PPARs se pueden dividir en 3 subtipos (a., B, y). Por un lado, PPARa muestra su
efecto anti-inflamatorio en el higado a través de la inhibicion de NF«b y la induccion de FGF-

2113%149 Actualmente, se estd evaluando el uso de agonistas para PPARo. como bezafibrate (en fase
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3) y de fenofibrate (en fase 1-2) para el tratamiento de pacientes con colangiocitis primaria biliar.
Y por otro, PPARY se encuentra altamente expresado en las HSCs quiesecentes y regulado a la baja
durante su activacion'*!. Las tiazolidinedionas son agonistas selectivos para PPARy que estin
siendo utilizados en la clinica como sensibilizadores de insulina. Uno de estos agonistas de PPARy
que mejores resultados esta dando hasta la fecha es pioglitazone. En estudios con este compuesto

se ha observado una cierta mejora en la resolucion de la fibrosis en pacientes con NASH! #2143,

- FGF-21 (Fase 2 terminada):

Pegbelfermin (BMS-986036), un andlogo de FGF-21, factor de crecimiento de fibroblastos 21
(FGF21, del inglés Fibroblast growth factor 21), ha sido sugerido como tratamiento para pacientes
con NASH al prolongar la vida media de FGF-21manteniendo su efecto de forma mas prolongada

144,145

en el tiempo , ¥ actualmente se estan realizando dos ensayos clinicos en fase 2 con este

compuesto.
- Aramchol (Fase 2 terminada):

El 4cido colanoicoamidoaraquidil tiene como diana la desaturasa 1 de la estearoil - coenzima — A
(SCD1, del inglés stearoyl-coenzyme A desaturase 1), lo que limita la sintesis de acidos grasos
mono-insaturados. Estudios in vitro han mostrado que Aramchol es capaz de inhibir la activacion
de HSCs (LX2)'¥. Durante la fase 2 de tratamiento a pacientes con NAFLD no se observaron
problemas de seguridad, fue bien tolerado y se redujo significativamente el contenido graso en el

higado.
- Vitamina E (Fase 3 terminada)

Conocido anti-oxidante propuesto para el tratamiento de NASH. La vitamina E, o a- tocoferol,
protege contra la peroxidacion lipidica al reaccionar con los radicales libres. La administracion
diaria de altas dosis de vitamina E durante dos afios en pacientes no diabéticos con NASH indujo
una mejoria de la inflamacion hepética, la esteatosis y el aumento del volumen de los hepatocitos'*.
Sin embargo, no se observaron cambios significativos en la resolucion de la fibrosis y por ello

finalmente no se ha recomendado su uso.
- Inhibidores de ACC (Fase 2 terminada)

Se han detectado efectos anti-fibréticos con la inhibicidon de la Carboxilasa de Acetil-CoA (ACC,
del inglés Acetyl-CoA carboxylase) y el uso de GS-0976 como inhibidor de ambas isoformas de
ACC en los ensayos clinicos en fase 2 ha demostrado una reduccion significativa en el contenido

graso hepatico y una mejora en la bioquimica hepética, incluyendo marcadores de fibrosis'*’.

Ademas de todos estos factores, existen mas compuestos prometedores con los que también se estan
llevando a cabo estudios con modelos experimentales o incluso con ensayos clinicos en distintas fases

como los antagonistas de la galectina 3'%, agonistas de la hormona tiroidea T3'* o compuestos
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interferentes en el sistema renina-angiotensina-aldosterona'>% 3!, Asimismo, no hay que perder de vista

la posible combinacion de algunos de estos factores entre si para potenciar sus efectos beneficiosos.

A la hora de realizar lo ensayos clinicos con todos los posibles candidatos terapéuticos ha de tenerse
en cuenta la necesidad de un seguimiento a largo plazo y que la biopsia de tejido hepatico sigue
siendo hasta la fecha el método estandar para la deteccion de cambios en la fibrosis hepatica. La
utilizacion de nuevos biomarcadores, como los mencionados previamente, permitiria intentar llevar
a cabo esos seguimientos a largo plazo de forma minimamente invasiva. Por tanto, queda claro que,
por un lado, el desarrollo de biomarcadores no invasivos y que sean fiables deberia tener un impacto
positivo en el disefio de los ensayos clinicos, y por otro, que la terapia antifibrotica ideal seria
aquella terapia que fuese especifica para el higado y las células efectoras de la respuesta fibrogénica
en este 6rgano, que fuese ademas bien tolerada en su administracion durante periodos prolongados
de tiempo y eficaz en la atenuacion de la deposicion excesiva de colageno, pero sin afectar la
sintesis normal de matriz extracelular. Teniendo en cuenta por tanto todo lo anterior, factores
endogenos que puedan ser expresados por las células tanto residentes como infiltrantes del tejido
hepéatico podrian estar jugando un papel importante limitando el desarrollo de la respuesta
fibrogénica en condiciones fisioldgicas o incluso variando su expresion y/o liberacion en el tejido
dafiado. De igual forma, la carencia o menor nivel de expresion de estos mismos factores endégenos
podria implicar un empeoramiento del proceso fibrogénico al no estar presentes regulando el

complejo microambiente tisular.
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1.2 NEUROPEPTIDO CORTISTATINA.

Dentro de estos factores enddgenos con capacidad para intervenir y modular multitud de procesos
tanto celulares como bioquimicos se encuentran los neuropéptidos, que fueron definidos en los afios
70s por el doctor David de Wied como aquellas moléculas pequefias similares a las proteinas que
son producidas y liberadas por neuronas a través de rutas secretoras muy bien reguladas. Aunque
diversos autores consideran como caracteristicas distintivas de los neuropéptidos su expresion
génica y biosintesis por parte de las neuronas, el almacenamiento y la liberacion regulada a
demanda, y la capacidad de modular o mediar el funcionamiento neural directamente a través de
receptores neurales'*?, hay que tener presente que la continuacion de su estudio ha permitido

ampliar el concepto que se tiene sobre ellos.

La existencia de una comunicacion bidireccional entre los sistemas nervioso, endocrino e
inmunitario requiere el uso de un lenguaje bioquimico comiin. Los neuropéptidos, al poder ser tanto
expresados como reconocidos por los tres sistemas, forman, por tanto, parte de este lenguaje comtin
que ademas cuenta con otros elementos como citoquinas, interleuquinas, neurotransmisores y
hormonas'>. Esta constante comunicacion entre los sistemas nervioso, endocrino e inmunitario
permite la modulacion coordinada de las distintas respuestas necesarias para el mantenimiento de

la homeostasis interna del organismo tras la generacion de un dafio.
1.2.1 Cortistatina.

De entre los neuropéptidos de interés, durante esta tesis doctoral se ha trabajado en concreto con el
neuropéptido Cortistatina. Diversos motivos, que se iran describiendo a continuacion, indujeron a
pensar en el posible papel regulador que Cortistatina podria estar ejerciendo durante el desarrollo

de la respuesta fibrogénica.

Este neuropéptido fue descubierto y caracterizado por el grupo de investigacion del doctor Luis de
Lecea en 1996, y recibe su nombre tanto por su expresion predominantemente cortical como por

sus propiedades depresoras neuronales en dicha zona del cerebro'>*.

Cortistatina es un neuropéptido de la familia génica de Somatostatina, con quien comparte una
notable homologia estructural. A pesar de compartir aminoacidos, tanto sus secuencias
nucleotidicas como sus localizaciones cromosomales indican que son productos de genes
separados'>>»13¢, Cortistatina se encuentra codificado por el gen cortistatin (Cort) que se localiza en
el cromosoma 1 en la especie Homo sapiens (Gene ID. 1325) y en el cromosoma 4 en Mus musculus

(Gene ID. 12854) (Fig. 30).
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Chromosome 1 - NC_000001.11

[ 10399064 [10630755 p
Homo sapiens oo e
Gene 1D: 1325 CENPS-CORT RN7SLG14P

CENFS
DFFA

Chromosome 4 - NC_000070.7

Mus musculus pnenp [ 149227922
Gene ID: 12854 Pextd Cort 4
Gmé6722 Cenps

D#fa

Rpsa-psiz

Figura 30. Localizacion cromosomica del gen de Cortistatina en humano (Homo sapiens) y raton (Mus musculus).
Informacion extraida de NCBI'37-158,

1.2.1.1 Expresion de Cortistatina.

La sintesis de los neuropéptidos es un proceso complejo. Virtualmente todos los neuropéptidos
bioactivos son parte de un precursor molecular inactivo mas largo que, tras su sintesis en el reticulo
endoplasmatico, se transfiere al aparato de Golgi para su empaquetamiento, seguido de su
transporte y liberacion exocitica'*®. Tras el procesamiento proteolitico, el pre-pro-péptido, pre-pro-
Cortistatina, es liberado del péptido sefial dando asi lugar al pro-Cortistatina. Tras la accién de las
enzimas de procesamiento llamadas convertasas, se pierden también los aminoacidos dibasicos
(KR, RK, KK, RR) del extremo carboxilico liberandose finalmente el neuropéptido bioactivo

Cortistatina'>®

. Cortistatina, como producto maduro biolégicamente activo, puede secretarse como
Cortistatina-14 o Cortistatina-29 en raton, y Cortistatina-17 o Cortistatina-29 en humanos,
dependiendo de los sitios de escision sobre los que hayan actuado las convertasas (Fig. 31). Aunque
pueden darse otras variantes del procesamiento proteolitico generador de Cortistatina, ain se
desconocen sus capacidades funcionales, siendo por tanto de mayor relevancia actualmente los

productos maduros 14, 17 y 29.

Cortistatina 29

Somatostatina 14

Cortistatina 17 Cortistatina 14

Figura 31. Estructura secundaria de Somatostatina-14 y Cortistatina-14 (14 aa), -17 (17 aa) y -29 (29 aa).
Principales productos maduros de los neuropéptidos Somatostatina y Cortistatina y sus longitudes aminoacidicas (aa =
aminoacidos). Marcado el tetramero hidréfobo FWKT comun entre ambos neuropéptidos.

La expresion del ARN mensajero (ARNm) de pre-pro-Cortistatina se regula en respuesta al ciclo

circadiano, a las perturbaciones del suefio y al estrés 0192, Aunque la principal fuente de este
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neuropéptido se considera el cerebro, donde su expresion se ha observada principalmente en la
corteza y el hipocampo, Cortistatina también se encuentra ampliamente distribuido a través del
cuerpo, siendo, no obstante, expresado en menor proporcién en localizaciones periféricas!>* 143, Se
ha observado su expresion en otros 6rganos y tejidos como los testiculos, el corazon, el pancreas,
la prostata, la piel, los rifiones o los pulmones entre otros (NCBI). Ademas, tanto células del sistema
nervioso (interneuronas GABAérgicas, neuronas nociceptivas, microglia, astrocitos), como del
sistema endocrino (tiroides, paratiroides, colon, rifiones, glandula adrenal, pancreas) y del sistema
inmunitario (linfocitos, tanto B como T, células dendriticas, monocitos, macrofagos) son
consideradas fuente de Cortistatina permitiendo asi la ya mencionada comunicacion bidireccional

entre sistemas!¢3164

1.2.1.2 Funciones y receptores de Cortistatina.

Entre los residuos comunes que presentan los neuropéptidos Cortistatina y Somatostatina se incluye
un nucleo hidrofobo constituido por el tetrdimero FWKT (Phe7, Trp8, Lys9, Thr10) y dos residuos
de cisteina que hacen que ambos neuropéptidos tengan una estructura secundaria ciclica a través

del puente disulfuro generado entre ellas (Fig. 31).

Gracias a esta homologia estructural entre ambos neuropéptidos, Cortistatina es capaz de ejercer
sus multiples efectos biologicos a través de los receptores de Somatostatina (SSTR, del inglés
Somatostatin receptor), al ser capaz de unirse a los distintos subtipos de SSTR (SSTR1, SSTR2A,
SSTR2B, SSTR3, SSTR4 y SSTR5) con alta afinidad '>'%. Dentro de las funciones compartidas
con SST se encuentran la depresion de la actividad neuronal, la inhibicion de la hormona del
crecimiento o la secrecion de insulina en jovenes sanos, asi como en pacientes acromegalicos e

hiperprolactiménicos'*1¢7

. Diversas proteinas efectoras celulares como la adenilato ciclasa , la
fosfolipasa C, los canales de calcio y potasio, el intercambiador de iones sodio/hidrogeno (Na+/H+),
la proteina tirosina fosfatasa, la fosfolipasa 2, la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK)

0 p53 son moduladas por los distintos subtipos de SSTR'®8,

De hecho, se conoce que la unioén de Cortistatina a los SSTR (Fig. 32) desencadena cambios en la
sefalizacion intracelular como la disminucién de los niveles de adenosina monofosfato ciclica
(AMPc) por una menor actividad enziméatica de la adenilato ciclasa'®'®| la reduccion de calcio

intracelular o la disminucion de la actividad de la proteina quinasa C (PKC)!™,

Sin embargo, pronto se descubrio que Cortistatina también era capaz de ejercer una serie de
actividades bioldgicas distintas a las de Somatostatina como la reduccion de la actividad locomotora
o el aumento del suefio de onda lenta'**!5, 1o que llevd a postular la capacidad de Cortistatina para

unirse a otros receptores que no fueran los de Somatostatina.
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Cortistatina es capaz de unirse al receptor secretagogo de la hormona de crecimiento tipo la
(GHSR1a, del inglés Growth hormone secretagogue receptor type 1a) con una afinidad comparable

a la de su ligando endégeno Grelina!’!!1"2

. Su unidn a este receptor desencadena su activacion y da
lugar a un aumento de AMPc intracelular, lo que activa asi la enzima proteina quinasa A (PKA),

favoreciendo por tanto la sefalizacion intracelular a través de la via AMPc/PKA (Fig. 32).

Y, aunque aun no se han identificado receptores especificos para el neuropéptido Cortistatina, lo
que si se ha demostrado es la interaccion de Cortistatina con el receptor humano del gen X2
relacionado con Mas (MrgX2, del inglés Mas-related gene X2 receptor)'”. MrgX2 es un receptor
previamente huérfano perteneciente a una familia de secuencias codificantes relacionadas con el
oncogén Masl. Este receptor solo se ha descrito en humanos (toda la familia MrgX esta ausente en
roedores) y aunque fue identificado inicialmente en las pequefias neuronas sensoriales de los
ganglios de la raiz dorsal ahora se conoce su expresion en diversos tejidos (testiculo, intestino
delgado, médula espinal, pancreas, pulmén, corazon, timo o colén)!’#!73, El papel biologico de la
union de tanto Cortistatina-14 como Cortistatina-17 a MrgX2 no esta claro, mas alla de un mayor
transporte de calcio hacia el interior celular, no obstante, éste puede estar relacionado con la

modulacion de la nocicepcion, la percepcion del dolor!'”.

Al contrario que Cortistatina, Somatostatina no es capaz de unirse ni a GHSR1 ni a MrgX2, y el
motivo de ello parece ser la carencia de la prolina N-terminal extraciclica y de la amida de la lisina
C-terminal que si presenta Cortistatina y que parecen ser esenciales en la activacion de ambos tipos

de receptor (Fig. 31y 32).

& )
Cortistatina 29

Somatostatina 14

Cortistatina 17 Cortistatina 14

Receptor
especifico
CST

MrgX?2
(humanos)

J J v

4 Ca* 1 AMPc 4 AMPc
1 PKA 4 PKC/Ca*

SSTR 1-5

Figura 32. Receptores de Cortistatina.
CST = Cortistatina.
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La habilidad de Cortistatina para activar estos diferentes receptores y vias de transduccion, junto el
hecho de ser expresado por parte de células del sistema inmunitario, podria explicar su potente
capacidad antiinflamatoria e inmunomoduladora!®*!%, Y es que no s6lo Cortistatina es expresado
por tejidos linfoides como el timo, células inmunitarias o lineas celulares linfoides, sino también
parte de sus receptores son expresados por ellas (Tabla 2). Como ejemplo se puede destacar la
capacidad de los linfocitos T para expresar tanto Cortistatina como SSTR3, MrgX2 y GHSR; de
los linfocitos B para expresar Cortistatina, SSTR3y GHSR; o de los macrofagos y células

dendriticas para expresar SST2 ademas de Cortistatina'®s,

Mediante el uso de diversos estudios con modelos experimentales como los de choque séptico,
infl i0n intestinal, artriti toid iocarditis, at lerosi lerosis multiple!76-18!
inflamacion intestinal, artritis reumatoide, miocarditis, aterosclerosis o esclerosis multiple

(Tabla 2), se ha observado que Cortistatina es capaz de ejercer como factor inmunomodulador de
forma mas potente que Somatostatina y sus agonistas, consiguiendo asi proteger al organismo frente

a respuestas inflamatorias exacerbadas.

Fuentes Funciones Receptor Modelos
principales principales Tipo Expresion Terapia
SNC | Actividad locomotora SSTR SN,C Rifion l?ulmon
Rifiones 4 Suefio de onda lenta 1-5 Pa{lctjeas_ Est(,)mago Sepsis
Estomago J Hormona crecimiento Pituitaria  Higado RA
Higado Proliferacion celular IBD
Testicuclos v Linfocitos T Macréfagos EAE
Retina Monocitos Cél.Dendriticas Dolor
Corazon Astrocitos  Microglia Aterosclerosis
Piel \ Factores inflamatorios Miocarditis
Pulmon V Quimioquinas GHSR SNC_ Tej .Qastromtestmal autoinmune
N Produccién IL10/TGFBI Pituitaria  Pancreas Isquemia
Linfocitos T \ Proliferacion células T Corazén Pulmén Musuclo Meningoencefalitis
Macrdfagos ' Diferenciaciény Lo ] bacteriana
Monocitos respuestas Th1/Thl7 Linf octtos T Macrdf. agos
Cél. Dendriticas | 4 Células T r g Monocitos  Monocitos
Astrocitos

Tabla 2. Principales fuentes, funciones y tipos de receptores de CST y modelos experimentales de terapia.

SNC: Sistema nervioso central, RA: artritis reumatoide (del inglés rheumatoid arthritis), IBD: enfermedad intestinal
inflamatoria (del inglés Inflammatory bowel disease), EAE: encefalomielitis autoinmune experimental (del inglés
Experimental autoinmune encephalomyelitis). Flecha azul: promueve. Flecha gris: disminuye. Cursiva: relacionado con
el Sistema inmunitario.

Dentro de estos modelos es destacable la capacidad de Cortistatina para proteger frente al dafio
tisular como el generado en un modelo de artritis inducida por colageno durante el cual el
tratamiento con Cortistatina disminuyo6 la severidad del dafio mediando la infiltracion neutrofila en
el tejido sinovial, reduciendo los niveles de expresion proteica de factores inflamatorios como las
citoquinas TNFa e IFNy, las interleuquinas IL6, IL1p e IL12, y las quimioquinas RANTES y MIP2,
y aumentando ademas los niveles de la citoquina reguladora IL10'7. Estos efectos protectores
también fueron observados en un modelo de endotoxemia letal donde, con la administracion de
Cortistatina, se consigui6 una mayor expresion de IL10, citoquina anti-inflamatoria, junto con una

menor infiltracidén y expresion, tanto local como sistémica, de mediadores pro-inflamatorios como
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TNFa, IL6, IL1B e IL12, RANTES y NO producido por macrofagos. Durante este estudio se
observo también que Cortistatina era capaz de ejercer este efecto inhibitorio en la expresion de
componentes inflamatorios de forma mas potente que Somatostatina o el agonista de su receptor

Octre6tido!®.

Ademas de ser capaz de disminuir la expresion de factores pro-inflamatorios, citoquinas y
quimioquinas, Cortistatina también reduce las respuestas autorreactivas tipo Thl y Thl7
(desencadenadas por linfocitos T cooperadores 1y 17, del inglés [ymphocyte T helper) y promueve

la generacion de células T reguladoras (T reg) y respuestas de tipo Th2 177181,

1.2.2 Cortistatina y fibrosis.

Ademas de su ya descrito papel como potente factor anti-inflamatorio e inmunomodulador, existen
también evidencias que nos llevan a pensar en un posible papel anti-fibrotico directo de este

neuropéptido.

Como ya se ha sefalado previamente, Cortistatina presenta, no s6lo una expresion preferencial en
determinadas areas del sistema nervioso central, sino que también es expresado en otros tejidos
periféricos susceptibles a verse afectados por respuestas fibréticas, como los rifiones, el corazon,
los pulmones, la piel o el higado (Tabla 2). Asimismo, también es de gran relevancia el hecho de
haberse observado una menor expresion de Cortistatina en estos tejidos tras el desarrollo de un
dafo. De hecho, resultados preliminares analizando la expresion de Cortistatina en higados de
individuos sanos y de pacientes con distintas patologias asociadas a la fibrosis hepatica (virus de la
hepatitis B [HBV, del inglés Hepatitis B virus]'*?, virus de la hepatitis C [HCV, del inglés Hepatitis
C virus]', NAFLD'® y colestasis biliar y atresia biliar infantil'®%) utilizando la base de datos
‘National Cancer for Biotechnology Informatoin Gene Expression Omnibus database’ reveld una
disminucion significativa en la expresion de Cortistatina en los higados fibroticos e incluso
cirroticos de los pacientes con respecto a la expresion en personas sanas en todas las patologias

analizadas (Fig. 33).

HBV HCV NAFLD i Colestasis biliar
p=0.007 . p=0.01 p=0.02 ’

m e . o
i - 4-+§09-.5

Expresion de Cortistatina
(normalizada, log,)
i

3 T T 5 T T 3 T T 0.6 T T T
S0 S4 normal cirrosis medio advanzada normal atresia colestasis
(n=10) (n=10) (n=19) (n=41) S0-1 S34 (n=7) (n=64) (n=14)
(n=40) (n=32)

Figura 33. Expresion de Cortistatina en pacientes con enfermedades hepaticas asociadas a fibrosis.
HBV: virus de la hepatitis B, HCV: virus de la hepatitis C, NAFLD: enfermedad de higado graso no alcohdlico. S: grado
de dafio.
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Lo que coincide ademas con lo observado durante otros estudios en los que se detecté también la
menor expresion de otro factor anti-fibrotico, Grelina, en pacientes con esclerodermia'®®, y también
menores niveles séricos de Grelina en pacientes con fibrosis hepatica derivada de hepatitis
alcoholica y de hepatitis C cronica'®’. Estos datos junto con los resultados preliminares antes
presentados hacen patente la existencia de una regulacion de la expresion de ambos factores ante el

dafo tisular generado y durante la progresion de la fibrosis.

Se ha descrito también la expresion tanto de Cortistatina como de sus receptores, SSTR y GHSR,
en células efectoras de la respuesta fibrogénica como son los fibroblastos de piel, pulmoén y corazon
y las células estrelladas hepaticas' #8191, Expresion que también ha sido detectada en otras células
que, aunque no son de caracter fibrogénico directo, si se ha demostrado su intervencion en el
desarrollo de la fibrosis, como son las células endoteliales, las células del musculo liso, los pericitos
vasculares o las células mesangiales!” 18192, Por tanto, Cortistatina podria ejercer sus funciones
directas sobre estos tejidos y poblaciones celulares ademas de participar en el establecimiento de
una comunicacion bidireccional entre todos estos elementos. Es decir, que la administracion de
Cortistatina podria conseguir modular la participacion de diversas poblaciones celulares, con
implicacion tanto directa como indirecta en la respuesta fibrogénica, en el microambiente interno
del tejido dafiado. De hecho, la capacidad de Cortistatina para regular multitud de citoquinas y
quimioquinas inflamatorias permite modular la tormenta citoquinica que se genera tras un dafio en

el tejido y que tiene un importante papel en el desencadenamiento de la respuesta fibrogénica.

Asimismo, diferentes estudios han mostrado la capacidad de Cortistatina para evitar la aparicion de
fibrosis en los tejidos afectados durante el desarrollo de modelos experimentales como los de sepsis,
RA, EAE, aterosclerosis o miocarditis autoinmune!'*!'"?. La administracion de Cortistatina como
tratamiento para la endotoxemia letal llevd también una menor expresion de componentes
inflamatorios debido a la desactivacion de macrofagos tanto residentes como infiltrantes!’®. Esta
capacidad de Cortistatina para modular la activacion de los macrofagos fue también observada
durante el estudio del papel de este neuropéptido sobre el desarrollo de la enfermedad de la
aterosclerosis, donde se encontré6 que Cortistatina era capaz de inhibir la progresion de dicha
enfermedad y la formacidon de células espumosas promoviendo el eflujo de colesterol en los
macrofagos a través del aumento de la expresion de PPARYy (factor que también ha sido relacionado
con la disminucion de la respuesta fibrotica)'®’. Ademas, es interesante el hecho de que Cortistatina
también sea capaz de inhibir la activacion inducida por PDGF de células del musculo liso, al igual
que su proliferacion y migracion, a través de mecanismos que involucran los SSTR y GHSR, y la
inhibicion de la ruta de Akt, ERK y p38 MAPK'®?, ya que podria ejercer esos mismos efectos sobre

las células fibrogénicas.

La habilidad de Cortistatina para unirse tanto a los receptores SSTR como a GHSR es de gran

interés para este estudio. Esto es debido a que diversos estudios han identificado a Somatostatina,
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a Grelina y a otros agonistas de sus receptores (SOM230, Octredtido), como factores anti-
fibroticos'®71°1193 Por tanto, Cortistatina, al poder unirse a ambos tipos de receptores, podria hacer
converger de forma sinérgica una respuesta anti-fibrotica directa mucho mas potente que estos

factores por separado.

Teniendo todo lo anterior presente, cabe preguntarse si todas estas caracteristicas y propiedades de
Cortistatina podrian ser trasladadas al desarrollo de la fibrosis hepatica de forma que este
neuropéptido pueda estar ejerciendo un papel modulador de la respuesta fibrogénica en el higado,
de tal forma que su ausencia afecte negativamente al desarrollo de la enfermedad y su

administracion pueda considerarse una posible terapia para ésta.
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La fibrosis hepatica consiste en una respuesta anormal de reparacion tisular ante un dafio en el tejido
hepético que conlleva la excesiva generacion de matriz extracelular. Entre los numerosos elementos
que toman parte en las etapas que se van sucediendo durante su desarrollo se encuentran mediadores
inflamatorios (células del sistema inmunitario, citoquinas, quimioquinas) y células efectoras
fibrogénicas como las células estrelladas hepaticas activadas y diferenciadas a miofibroblastos. A
través de todos estos elementos, la respuesta fibrogénica tiene que ser finamente controlada en
extension y duracion, para que no pase de ser un proceso de reparacion fisioldgico a uno patologico
que pueda llevar al fallo organico o incluso a la muerte del propio individuo. Por ello, es necesaria
la busqueda de factores endogenos que jueguen un papel clave en la regulacion del desarrollo y la
progresion de la fibrosis hepatica y que puedan ser capaces de regular las distintas fases de la
respuesta fibrogénica, ya sea actuando en conjunto o de forma mas concreta sobre algunos de los
elementos implicados. Dentro del marco de la hipotesis de esta tesis doctoral, pensamos que el
neuropéptido Cortistatina podria ser uno de esos factores endogenos con capacidad reguladora en
procesos patoldgicos asociados a dafio tisular como es la fibrosis hepatica. Ademas de su capacidad
anti-inflamatoria y reguladora de la respuesta inmunitaria, Cortistatina podria ejercer efectos anti-
fibroticos directos. De esta forma, la deficiencia total o parcial de este neuropéptido implicaria una
mayor progresion y severidad de la fibrosis hepatica, mientras que su administraciéon como posible
terapia anti-fibrotica podria limitar el desarrollo de la misma e incluso promover la resolucion del

dafio ya establecido.

Para demostrar esta hipotesis, se han planteado los siguientes Objetivos Generales:

- Objetivo 1: Estudiar el papel enddgeno de Cortistatina en el desarrollo de la fibrosis
hepatica experimental.

- Objetivo 2: Estudiar el efecto directo de Cortistatina sobre las células efectoras de la
respuesta fibrogénica en el higado.

- Objetivo 3: Estudiar el efecto terapéutico de la administracion de Cortistatina en modelos

experimentales de fibrosis hepatica.

Para el abordaje de estos Objetivos se plantearon las siguientes estrategias experimentales:

Como parte del Objetivo 1, confirmamos los resultados preliminares descritos en la introduccion
en relacion a la expresion de Cortistatina en pacientes con patologias asociadas a la fibrosis
hepatica. Para ello, analizamos la expresion de este neuropéptido en higado de ratén y en las
principales poblaciones celulares del tejido hepatico implicadas en la respuesta fibrogénica, tanto
en condiciones sanas como de induccion de fibrosis hepatica. El papel endogeno de cortistatina se

abord¢ desarrollando dos modelos experimentales de fibrosis hepatica en ratones con distinta
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dotacion genética para este neuropéptido, incluyendo animales con dotacion normal (Cort+/+), con
deficiencia parcial (Cort+/-) y con deficiencia total (Cort-/-). Los modelos experimentales elegidos
fueron, por un lado un modelo de fibrosis hepatica colestatica inducido mediante ligacion del ducto
biliar comun, que se corresponde con un modelo preclinico de dafio hepatico similar al que
desarrollan pacientes con cirrosis primaria biliar o colangitis esclerosante, y por otro lado, un
modelo de fibrosis hepatica toxica inducida por CCls, que se asemeja a la fibrosis presente en
pacientes con hepatitis cronica viral, esteatohepatitis no alcohdlica y otras enfermedades asociadas
a hepatotoxicidad. Analizamos como la deficiencia en cortistatina afectaba a la tasa de
supervivencia, al dafio tisular asociado al desarrollo de fibrosis, la expresion de marcadores

fibroticos, la capacidad funcional hepética y la respuesta inflamatoria en los higados (Fig. 34).

Cort+/+ Cort+/- Cort-/-

SR B R

Modelo Fibrosis Modelo Fibrosis
Hepatica Toxica Hepatica Colestatica

Tasa de / p\ Marcadores
Supervivencia séricos de

dafio hepatico
Expresion de

Grado de marcadores
Daiio Tisular de Fibrosis

Figura 34. Estrategias principales para el abordaje del Objetivo 1.

Para llevar a cabo el Objetivo 2, aislamos en primer lugar HSCs de higados de ratones Cort+/+ 'y
Cort-/- y analizamos la respuesta fibrogénica y su capacidad de diferenciacién a miofibroblastos
activados in vitro, asi como su perfil genético por RNAseq de nueva generacion. Por otro lado,
examinamos el efecto de la administracion de cortistatina en cultivos de HSCs de ambos genotipos
para estudiar la accion directa de este neuropéptido en las principales células fibrogénicas del
higado. Ademas, investigamos la potencial actividad antifibrética de cortistatina en un escenario
mas cercano al de un paciente mediante el uso de lineas de HSCs humanas (LX2 y HHSteC) y de
fibroblastos primarios humanos, analizando su activacion y diferenciacion a miofibroblastos y
sobre su capacidad contraccion celular (Fig. 35). Por tltimo, la identificacién de los receptores
implicados en el potencial efecto antifibrotico de cortistatina se abordé con el uso de antagonistas

especificos de SSTR y GHSR1 en cultivos de HSCs.
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Figura 35. Estrategias principales para el abordaje del Objetivo 2.

El estudio del efecto terapéutico de cortistatina en el desarrollo y severidad de fibrosis hepatica
planteado en el Objetivo 3 se llevd a cabo en los modelos experimentales de fibrosis hepatica
colestatica y fibrosis hepatica toxica, inducidos en ratones Cort+/+, Cort+/-y Cort-/- y usando una
amplia ventana de intervencion con cortistatina que incluia un régimen de tratamiento protector
temprano y un régimen de tratamiento terapéutico tardio. Analizamos la tasa de supervivencia, el
dafio tisular asociado al desarrollo de la fibrosis, la expresion de marcadores fibroticos y la

capacidad funcional de los higados de los ratones tratados con vehiculo o con Cortistatina (Fig. 36).

Cort+/+ Cort+/- Cort-/-
CST
Modelo Fibrosis ¢ Modelo Fibrosis

Hepatica Toxica Hepatica Colestatica

Tasa de Mgrf:adores
Supervivencia s_erlcos ‘,j?
> . dafio hepatico
Expresion de
Grado de marcadores
Dafio Tisular de Fibrosis

Figura 36. Estrategias principales para el abordaje del Objetivo 3.
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3. MATERIALES Y METODOS







3.1 OBJETIVO 1. Estudiar el papel endégeno de Cortistatina en el desarrollo de la

fibrosis hepatica experimental.

Teniendo presente las distintas etiologias de las enfermedades hepaticas asociadas al desarrollo de
fibrosis, para este primer objetivo se trabajo con dos modelos experimentales de fibrosis hepatica,
uno contemplando un dafio hepatotoxico y otro un dafio de tipo colestatico. Ambos modelos fueron
inducidos en ratones C57BL/6J de la misma camada con distinta dotacion génica para Cortistatina
para de ese modo estudiar el efecto de la presencia/ausencia endogena de este neuropéptido en el

desarrollo de la fibrosis hepatica.

3.1.1 Animales de experimentacion.

Todos los procedimientos experimentales necesarios para la realizacion de esta tesis doctoral se
llevaron a cabo de acuerdo con las directrices éticas europeas (Directiva 2010/63/UE del
Parlamento Europeo) y fueron aprobados por el Comité de la Unidad de Cuidado Animal del

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas de Espafia (CSIC).

Durante el estudio de los efectos de la deficiencia endogena de Cortistatina en modelos
experimentales de fibrosis hepatica fueron empleados ratones C57BL/6J (3 meses de edad), tanto
hembras como machos, con dotacidon génica total para este neuropéptido (ratones Cort+/+) y dos
cepas de ratones C57BL/6J con dotacion génica para Cortistatina modificada: ratones con expresion
génica nula (Cort-/-) y ratones con expresion génica parcial (Cort+/-). La colonia Cort-/- fue
generada en colaboracion con el Dr. Luis de Lecea de la Universidad de Standford siguiendo
protocolos descritos previamente'*!. Mediante el cruce de ratones C57BL/6J Cort-/- hembra con
ratones macho C57BL/6J Cort+/+ se generaron las parejas reproductores de ratones Cort+/- que
con su cruce dieron lugar a la colonia de ratones de los 3 genotipos en colaboracion con la Unidad
de Experimentacion Animal del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez — Neyra. Todos los
animales se alojaron en un entorno de temperatura y humedad controladas en jaulas individuales
(10 ratones por jaula, con virutas de madera y material de anidacién) con un ciclo de luz/oscuridad

de 12 horas y agua corriente ad libitum.

3.1.2 Modelo experimental de fibrosis hepatica colestatica.

El modelo de fibrosis hepatica colestatica fue inducido mediante la ligacion del ducto biliar comiin

(BDL, del inglés Bile duct ligation).

Para la realizacion de este procedimiento los ratones Cort+/+, Cort+/-y Cort-/-fueron anestesiados
mediante administracion intraperitoneal de la solucion xilacina (10mg/kg)-ketamina (80 mg/kg).

Mediante una laparotomia de la linea media se abri6 la cavidad peritoneal y tras levantar el higado
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con un hisopo de algodén humedecido en PBS se movio el intestino para exponer el ducto biliar,
que fue separado muy cuidadosamente de la vena porta y la arteria hepatica. Con ayuda de unas
pinzas y seda del 6-0 se realizaron dos ligaciones alrededor del ducto biliar comun, primero una por
encima del duodeno y la segunda cerca del hilio del higado, con dos nudos quirtirgicos cada una
(Fig. 37). Una vez realizado este proceso se enjuago la cavidad peritoneal con una solucion de PBS,
se recolocaron los o6rganos abdominales en las posiciones normales y se cerraron con suturas las
capas abdominales tanto del peritoneo como de la piel. Tras un periodo de recuperacion se les

devolvio a sus respectivas cajas observando posibles complicaciones.

Cort+/+
Cort+/- N | | i
Cort-/- Recogida
dia 10 dia 17 dia 28 e myestras
Ligacion del * R
ducto biliar ®
Loébulos
hepaticos
*
Sangre

Figura 37. Modelo experimental de fibrosis hepatica colestatica inducida mediante ligacion del ducto biliar.

La correcta realizacion del modelo conllevo un gran aumento del volumen de la vesicula biliar al
verse afectado el flujo biliar y la adquisicion del caracteristico tono amarillo en el tejido epitelial

de los ratones con dafio hepatico (Fig. 38).

Figura 38. Signos macroscopicos de la evolucion del modelo de fibrosis hepatica colestatica.

A) Raton Cort+/+ sin fibrosis hepatica colestatica. B) Raton Cort-/- con fibrosis hepatica colestatica. Flechas azules:
Vesicula biliar. Flechas blancas: dafios macroscopicos en el tejido hepatico.

A lo largo del modelo, debido a los dafios asociados al desarrollo de la fibrosis hepatica generada,

se fueron produciendo bajas en el niimero de ratones y las fechas en cuestion fueron anotadas para

la realizacion de una curva de supervivencia.

Para estudiar el desarrollo de la fibrosis hepatica a lo largo del modelo se tomaron muestras a 10,

17 y 28 dias tras el comienzo del modelo. Los ratones Cort+/+, Cort+/-y Cort-/- fueron sacrificados
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mediante inhalacion de CO; en las fechas sefialadas y se recogieron muestras de sangre a dia 10

tras la induccion del modelo y de tejido hepatico (16bulos hepaticos) a los 10, 17 y 28 dias.

La sangre fue obtenida directamente del corazén utilizando para ello una jeringa de 23G y fue
procesada a continuacion para obtener el plasma de cada muestra segin se describird en el apartado
3.1.7. Los lébulos hepaticos fueron separados y almacenados seglin el analisis posterior que se fuese
a realizar: para el estudio histologico los 16bulos fueron fijados en formalina tamponada al 10% y
para el estudio de expresion génica en las muestras recogidas y guardadas en criotubos fueron

inmediatamente congeladas en nitrogeno liquido y almacenadas -80°C.

3.1.3 Modelo experimental de fibrosis hepatica toxica.

El modelo de fibrosis hepatica toxica fue inducido mediante administracion intraperitoneal de CCly

(Sigma, 289116).

Para la realizacion de este objetivo el agente toxico CCly fue disuelto en el vehiculo aceite de oliva
(Sigma Aldrich, O1514) inicialmente en una proporcion 1:3. Sin embargo, la administracion de
CCl4 a esta concentracion se tradujo en un 80% de mortalidad en ratones con deficiencia parcial y
total en Cortistatina, hecho que en si mismo confirmé nuestra hipotesis de partida acerca de una
mayor susceptibilidad ante la deficiencia en Cortistatina. Teniendo presente esta elevada
mortalidad, la administracion de CCly se realizé finalmente con una proporcion de 1:9, es decir,
con una dilucién 3 veces mayor. La administracion de CCls en los animales (Cort+/+, Cort+/-y
Cort-/-) fue llevada a cabo mediante inyecciones intraperitoneales (0.5uL/g de raton) 2 veces por

semana durante un total de 6 semanas (Fig. 39).

Durante el desarrollo de este modelo experimental se tom6 nota de las bajas que se fueron
produciendo para poder realizar el estudio de la mortalidad de las 3 cepas de raton sometidas al

dafio hepatotoxico.

£ Administracion | 6 semanas |

Cort+/+

intraperitoneal Cort+/- Ll bl bl i b bl Sangre
CCla(1:9) Cort-/-
o Vehiculo (,//'N R @
~ 0.5uL/g *d J J A
< ¥asesiemana peso raton dia15  dia28  dia42
s
Recogida Lobulos
de muestras hepaticos

Figura 39. Modelo experimental de fibrosis hepitica téxica inducida por CCl4.

Para estudiar el desarrollo de la fibrosis hepatica a lo largo del modelo, tras el sacrificio de los

ratones por CO,, se tomaron muestras de tejido hepatico a 15, 28 y 42 dias tras el comienzo del
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modelo y de sangre a dia 15 como queda reflejado en la Figura 39. Estas muestras fueron

procesadas tal como se describi6 previamente en el apartado 3.1.2.

3.1.4 Estudio histolégico.

Durante la realizacion de los modelos experimentales se obtuvieron I6bulos hepaticos que fueron
fijados en formalina tamponada al 10 % (Panreac AppliChem, 252931.1211) a temperatura
ambiente durante 48h (h) (con renovacion de la formalina a las 24h) y deshidratadas en etanol 70%.
Con la colaboracion del Dr. Francisco O’Valle, Universidad de Granada, se procedio a la inclusion
de las muestras en parafina para la generacion de moldes solidificados de este hidrocarburo. Para
ello los l16bulos hepaticos fueron divididos primero en dos longitudinalmente de manera que se
expusiera la mayor area posible de tejido y ambas partes de cada muestra se colocaron con la
orientacion adecuada (manteniendo esa mayor exposicion de area tisular) dentro de casetes.
Mediante un procesador automatico los casetes con las muestras de tejido fueron embebidos en una
serie de etanoles en orden creciente en concentracion para conseguir su deshidratacion total (etanol
70% -1h, etanol 96% - 2h, etanol absoluto - 3h) seguido de xileno durante 3h y parafina durante 4h.
Los bloques so6lidos de tejido embebido en parafina que se generaron fueron cortados con
microtomo (Leica RM2125 RTS) obteniéndose secciones secuenciales con un grosor de 4um que
fueron recogidas sobre portaobjetos y almacenadas hasta continuar con su procesamiento. Para
tener una vision mas representativa del tejido se realizaron varias rondas de cortes de los que se

recogieron secciones a distinta profundidad.

El estudio histologico de los dafios presentes en el tejido hepatico se realizé a continuaciéon mediante
técnicas de tincion Hematoxilina-Eosina (H/E) y Rojo Sirio, y de Inmunofluorescencia indirecta

(IFT) con marcaje de aSMA para la identificacion de miofibroblastos activados.

Durante el desarrollo del modelo de fibrosis hepatica toxica algunos ratones presentaron dafios en
los pulmones. Para analizar estos dafios se realiz6 el mismo procedimiento de fijacion y generacion
de bloques solidos de parafina que se ha descrito previamente y tras obtener los cortes histologicos

pertinentes se procedio con las tinciones H/E y Pentacromico de Russel Movat.
3.1.4.1 Tincion Hematoxilina Eosina.

Las secciones de 4um cortadas de las muestras de tejido hepatico embebido en parafina fueron
fijadas a los portaobjetos con un tratamiento térmico de 10 minutos (min) a 60°C. A continuacion,
las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas a través de la serie de soluciones recogida en la

Figura 40.
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Figura 40. Secuencia de soluciones para desparafinar y rehidratar cortes de tejido embebido en parafina.

Tras este procedimiento, se realizé la tincion H/E. Esta tincion permite observar el grado de
infiltracion celular del tejido al marcar en tono violeta-azulado el material genético por la
hematoxilina (debido a su afinidad por estructuras acidas) y en rosa-anaranjado el material
citoplasmatico por la eosina (debido a su afinidad por las estructuras basicas que se encuentran en
¢l). Para ello, los cortes fueron tefiidos con Hematoxilina de Mayer (Master Diagnostica, MAD-
108.1000) durante 8min, lavados con etanol 95% y agua destilada y finalmente tefiidos también con
Eosina alcohdlica (Master Diagnostica, MAD- 109.1000) durante 45 segundos (seg).
Posteriormente, los cortes fueron de nuevo lavados en agua destilada, deshidratados con etanol
70%, etanol 95%, etanol absoluto y xilol (secuencialmente) y montados con Entellan (Merk,

1.07961.0500).

La extension de la infiltracion celular y el dafio hepatico fue evaluada utilizando imégenes
adquiridas con el microscopio de campo claro (Zeiss Axio Scope A1)y los softwares Zen 2011 Ligh
Edition y FIJI (Image J). Los resultados cuantitativos fueron expresados como la media de los

valores obtenidos al evaluar 10 areas elegidas aleatoriamente en 4 secciones distintas por raton.
3.1.4.2 Tincion Rojo Sirio.

Tras el mismo proceso de fijacion por calor descrito en el apartado 3.1.4.1 se procedio a la
desparafinacion y rehidratacion de los cortes histologicos obtenidos de tejido hepatico. Para ello se
siguid la secuencia de soluciones de la Figura 40 hasta la solucion de etanol 70% en la que las
muestras fueron mantenidas durante un total de 48h. A continuacion, los cortes histologicos fueron
teflidos con una solucion de Rojo Sirio (Sigma Aldrich, 365548) al 0.1% disuelto en una solucion
acuosa saturada de acido picrico (Labortecnic, 251049.161) durante 35min. Pasado este tiempo los

cortes fueron nuevamente deshidratados y montados con Entellan.

La tincion Rojo Sirio permite estudiar el grado de dafio asociado a la generacion de ECM-colageno
durante el desarrollo de la fibrosis. Gracias a esta técnica los componentes colagenosos y no
colagenosos se vieron tefiidos de rojo y naranja respectivamente y la extension del dafo hepatico
pudo ser evaluada utilizando iméagenes obtenidas con microscopio de campo claro (Zeiss Axio
Scope Al)y el software Zen 2011 Ligh Edition. El porcentaje de area fibrotica determinado por el
marcaje en rojo del colageno generado fue calculado utilizando el software de analisis de imagen

FLJI (Image J) aplicando el método de umbralizacion (‘thresholding’) a las imagenes en el canal
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verde como se puede observar en la Figura 41. Los resultados cuantitativos fueron expresados

como la media de los valores obtenidos al evaluar 10 dreas elegidas aleatoriamente en 4 secciones

distintas por raton, evitando areas que contuviesen la cadpsula de Glisson.

Threshold

Canal verde

Figura 41. Analisis imagen % drea fibrosis mediante FIJI (Image J).

Otra medicion que se realizo para estudiar el dafo tisular asociado a la generacion de colageno fue

el andlisis del entramado fibrético generado que se asocid con distintos grados de fibrosis hepatica

segun la escala Ishak. Aunque algunos autores asignan grados de 0 a 6 ' 1% (siendo 0 un higado

sin fibrosis y 6 un higado completamente cirrético), en esta tesis se ha trabajado con una escala de

Ishak reducida. Esta escala reducida solo contempla grados del 0 al 4 (Fig. 42), excluyendo los

niveles 5 y 6 al hacer estos referencia a un grado de dafio tisular muy avanzado, asociado a cirrosis,

que no fue alcanzado durante el desarrollo de nuestros modelos experimentales. Sin embargo, hay

que tener presente que este tipo de observaciones, independientemente de la precision con que sean

definidas, contienen un elemento subjetivo relacionado con el observador y por tanto existe cierto

grado de variabilidad. Por ello, y para evitar un aumento de dicha variabilidad, todas las imagenes

fueron analizadas por el mismo observador.

espacios porta y centrales

APARIENCIA DESCRIPCION CATEGORICA GRADO
Sin fibrosis - Tejido normal
0
Expansion fibrosa de algunas zonas
portales +/- septos fibrosos cortos 1
Expansién fibrosa de la mayoria de las
zonas portales +/- septos fibrosos cortos 2
Expansion fibrosa de la mayoria de zonas
portales con uniones entre espacios
portales (P-P) ocasionales 3
% ¢ Expansion fibrosa de zonas portales con
marcadas uniones (P-P) al igual que entre 4

Figura 42. Escala Ishak reducida.
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Dependiendo del entramado de tejido conectivo — fibroso (tefiido de rojo mediante la tincién Rojo Sirio) se asignan grados
asociados al desarrollo de la fibrosis hepatica. Imagenes propias tomadas de muestras evaluadas durante esta tesis
doctoral.

3.1.4.3 Inmunofluorescencia indirecta para deteccion de aSMA.

Mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta evaluamos la expresion tisular de aSMA
como marcador de diferenciacion de las células efectoras de la respuesta fibrogénica en

miofibroblastos activados.

Los cortes histologicos de tejido hepatico fueron desparafinados y rehidratados para a continuacion
realizar el desenmascaramiento antigénico (proceso que permite revelar epitopos que se han
enmascarado tras la preservacion en formalina), durante el cual los portaobjetos con los cortes

adheridos fueron sumergidos durante 20min en una solucion de citrato sodico a pH 6.0 y 95°C.

Tras este procedimiento, se lavaron las muestras en una soluciéon PBS 1X — 0.025% Tritén X-100
(Sigma Aldrich, T8787), se realiz6 un circulo hidrofobo alrededor de los cortes en los portaobjetos
utilizando para ello un rotulador ‘Liquid Blocker’ (Sigma Aldrich, Z377821), de forma que el
volumen de administracién del resto de reactivos se pudo reducir a 50uL/corte que se veian
retenidos en el interior del circulo realizado. Las muestras fueron bloqueadas en una solucién PBS
1X — 1% BSA (Sigma Aldrich, A7030) y 10% Suero de Cabra (Sigma Aldrich, G9023), durante 2h
a temperatura ambiente (T* amb) para evitar interacciones cruzadas indeseadas y, a continuacion,
se incubaron durante la noche (O/N) a 4°C con el anticuerpo primario monoclonal anti — aSMA de
raton (Sigma Aldrich, A5228) a una concentracion 1:1000 en PBS 1X — 1% BSA. Pasado ese
tiempo, las muestras fueron incubadas durante 1h a T* amb con el anticuerpo secundario Alexa
Fluor 488 cabra anti — IgG (H+L) de raton (Life technologies, A11029) a una concentracion de
1:1000 en PBS1X — 1% BSA vy, finalmente, los nticleos de las muestras fueron marcados con DAPI
(Sigma Aldrich, 32670) a dilucion de 1:1000 durante Smin a T* amb antes de ser montados con

Mowiol.

La adquisicion de imagenes se realizo con el microscopio de fluorescencia Olympus IX81 con un
aumento de 20X y el software CellSens Imaging. Para el analisis de imagen el programa utilizado
fue el software FIJI (Image J). Los resultados cuantitativos fueron expresados como la media de

los valores obtenidos al evaluar 10 areas elegidas aleatoriamente en 2 secciones distintas por raton.
3.1.4.4 Tincion Pentacromico de Russell Movat.

Tras la finalizacion del modelo experimental de fibrosis hepatica inducida por CCl4 se recogieron

también muestras de tejido pulmonar y se procesaron de la misma forma que el tejido hepatico.

Los cortes realizados a estas muestras fueron desparafinados y rehidratados como se ha descrito
previamente (Fig. 40). A continuacion, fueron tefiidos durante 15-30min con la solucion Verhoeff

compuesta por 2% Yodo (Sigma Aldrich, 207772) y 4% Y odato Potasico (Sigma Aldrich, 438464)
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en agua destilada (dH20), y lavados en dH,O antes de diferenciarse en una solucién de Cloruro
Férrico al 2% (Sigma Aldrich, 157740), 20seg. Durante 1min, las muestras fueron tefiidas con una
solucion de Tiosulfato de Sodio al 5% (Sigma Aldrich, 72049), luego lavadas y tratadas durante
3min con 3% Acido Acético Glacial (Sigma Aldrich, 1.00063). Tras este tratamiento, se tifio con
una solucién de Azul de Alcian (Sigma Aldrich, A5268) al 1% y pH2.5 durante 15-30min, se lavaron
los cortes y se volvieron a tefiir durante 2min con una solucion de 90% Escarlata de Biedrich (BDH
GURR, 340094X) — 10% Fucsina Acida (Panreac, 251331-1605). Finalmente, tras varios lavados,
las muestras fueron tratadas durante 7min con 5% Acido fosfotungstico (Panreac, 121032.1608) y
lavadas con una solucién de Acido Acético al 1% antes de ser deshidratadas, lavadas en xileno y

montadas con Entellan (Sigma Aldrich, 107961).

Las imagenes de los cortes histologicos de tejido pulmonar tefiido fueron tomadas con el
microscopio de campo claro Zeiss Axio Scope Al y el software Zen 2011 Ligh Edition, y se realizo

un estudio cualitativo comparativo entre ellas.

3.1.5 Estudio del contenido de colageno.

Como medida del contenido de colageno generado durante la respuesta fibrogénica se cuantifico la
cantidad de hidroxiprolina presente en las muestras de tejido hepatico. La hidroxiprolina se presenta
casi exclusivamente como componente de colageno y, por tanto, su cuantificaciéon permite una
medida indirecta del colageno generado en el tejido durante el desarrollo de la fibrosis hepatica.
Esta cuantificacion se basa en la deteccion colorimétrica de un cromoforo liberado tras la hidrélisis
del tejido, oxidacion de los aminoécidos liberados y reaccion con el compuesto DMAB - Solucion

de Elrich (Fig. 43).

OH ot
Hidrolisis Oxidacion DMAB
20h, 95°C oy (Cloramina T) <_>\’ OH  (Solucion Eirich)
g ! J/ N K Cromoéforo
Y -/N 0, N 0 H O
¢ el 7~ N\, HCI(6N) H
Colageno (proteina) Hidroxiprolina Pirrol - 2 - carboxilato ikl
olageno (proteina 540-570nm

(aminoacidolibre)
Figura 43. Reacciones quimicas del proceso de deteccién de hidroxiprolina.
Las muestras de lobulos hepaticos recogidos fueron pesadas y aproximadamente 100mg de tejido
fueron hidrolizados en 1mL de 6N HCI durante 20h a 95°C. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas 15min a 13000g a T* amb y los sobrenadantes fueron recogidos cuidadosamente. A
continuacion, estos sobrenadantes fueron diluidos con H>O miliQ hasta una concentracion final de
HCI de 4N. Para establecer una posterior extrapolacion se prepard una recta estandar de calibrado:

50, 25,12.5,6.3, 3.2, 1.6, 0.8, 0 ug/mL de hidroxiprolina (Sigma Aldrich, PHR1939) en 4N HCI.
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En una placa de 96 pocillos se afadieron 35ul de las muestras diluidas junto con 125uLl de la
solucion de ensayo (1.27g Cloramina T (Sigma Aldrich, 402869), 20mL de 50% 1- Propanol (Sigma
Aldrich, 279544), 80mL de solucion Citrato Sédico a pH 6.5) a cada pocillo. De igual forma se
afladieron 35pL de los estdndares junto con 125uL de la solucion ensayo por pocillo. Tras agitar la
placa a 300rpm durante 25min en un agitador orbital, se afiadieron a cada pocillo 125uL de la
solucion de Elrich (1.95g DMAB (Sigma Aldrich, D2004) en 13mL de la solucién 1- Propanol:
Acido Perclorico 2:1 (Sigma Aldrich, 244252) y se realizé una incubacion a 60°C durante 1h en
oscuridad antes de medir las absorbancias a 550nm utilizando el lector de placas VersaMax

Microplate Reader y el software SoftMax Pro.

Las medidas de absorbancias obtenidas para cada muestra fueron interpoladas en la recta estandar
de calibrado y los valores de concentracion de hidroxiprolina fueron convertidos en concentracion
de colageno (ng/mg de tejido) teniendo presente el peso real de la muestra de tejido en cada caso 'y

que la hidroxiprolina supone un 13.5% del colageno total.

3.1.6 Estudio de expresion génica.

Para el estudio de la expresion génica se aislé el ARNm de las muestras de tejido hepatico y se
analizo la expresion de Cortistatina (Cort) y de marcadores de fibrosis como CTGF (Czgf), aSMA
(aSma), Colageno (Colla2) y TGFB1 (TgffI). Durante todo el procedimiento el material utilizado
fue libre de DNasas y RNasas.

3.1.6.1 Extraccion de ARN.

Para llevar a cabo la extraccion de ARNm de las muestras, a 100mg de tejido se les adicionaron
500ul de TriPure Isolation Reagent (Roche, 11667165001) para seguidamente disgregar las
muestras mecanicamente utilizando el homogeneizador 725 Ultra Turrax a 13500 rpm durante
30seg. A continuacion, una vez disgregadas, se afiadieron otros S00uL de TriPure Isolation Reagent
y se realizo una centrifugacion de 10min a 12000g y a 4°C. Se recogio el sobrenadante y se le
afiadieron 200uL de cloroformo (Sigma Aldrich, 40021) de forma que se mantuviera la relacion de
200uL/mL de TriPure Isolation Reagent. Tras mezclar vigorosamente por inversion se dejé incubar
la mezcla durante 10min a T* amb antes de realizar una nueva centrifugacion de 15min a 12000g y
a 4°C. La fase acuosa generada conteniendo el ARN fue recogida e tratada durante 10min a T* amb
con una solucion de cloroformo-alcohol isoamilico (Sigma Aldrich, W205702) 24:1 (v/v),
utilizando para ello el mismo volumen de esta solucion que el volumen recogido de fase acuosa, de
tal forma que se eliminen asi las posibles contaminaciones debidas a fenoles. Después, las muestras
se centrifugaron durante 15min a 12000 g y a 4°C, recogiéndose de nuevo la fase acuosa. Se
afiadieron 500uL de Isopropanol (Sigma Aldrich, 19516), manteniendo asi la proporcion 500puL/mL
de TriPure Isolation Reagent, y se dejo incubar O/N a -20°C para precipitar el ARN obtenido.
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Pasado ese tiempo, las muestras fueron centrifugadas durante 15min a 12000g y a 4°C. El
sobrenadante fue descartado mediante decantacion y el precipitado obtenido fue lavado 2 veces
utilizando de Etanol 75% (se afiadi6 1mL de Etanol 75% a cada muestra y se centrifugaron durante
Smin a 7600g y a 4°C). Se elimindé nuevamente el sobrenadante mediante decantacién y el
precipitado obtenido tras estos lavados se dejo secar hasta la eliminacion completa de trazas del
etanol utilizado. Una vez seco, el ARNm precipitado se resuspendio en H,O libre de nucleasas y se

calent6 durante 15min a 65°C.
3.1.6.2 Retrotranscripcion — Obtencion del ADNCc.

El ADN complementario (ADNCc) se obtuvo a partir de 1ug del ARNm obtenido previamente de
cada muestra utilizando para ello el kit Revertdid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific, #K1622) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para ello primero se cuantifico la calidad y la cantidad de ARNm obtenido utilizando el
espectrofotometro Nanodrop 1000. Una vez determinada la concentracion de ARNm, se trabajo
con lug de este al que se le anadiéo H,O libre de nucleasas hasta completar un volumen final de
8uL. A continuacion, se elimino el posible ADN genomico utilizando para ello 1pL de DNasa [
1U/uL (Sigma Aldrich, AMPD1)y 1uL de Reaction Buffer 10X (Sigma Aldrich, AMPDI), de forma
que se tuviera una concentracion final de 1U/reaccion para la DNasa [ y 1X para la solucion. La
mezcla se dejo incubar 15min a T* amb antes de afadir 1uL de Stop Solution S0mM (Sigma Aldrich,

AMPDI) con el que se incubaron durante Smin a 65°C.

Una vez eliminado el ADN gendmico se procedi6 a la retrotranscripcion del ARNm. Manteniendo
las muestras en hielo se afadieron 1puL de Revertdid RT (200U/uL), 1uL de RiboLock RNase
Inhibitor (200U/uL), 1uL de Random Hexamen Primer 100 uM, 2uL de dNTP mix 10mM y 4uL
de Reaction Buffer 5X, siendo todos reactivos del Reversedid Firs Strand cDNA Synthesis Kit. El
proceso de retrotranscripcion se realizd en un termociclador con el siguiente programa de
incubaciones: 5min-25°C, 60min-42°C, 5min-70°C. Las muestras finalmente fueron diluidas
utilizando 46.6uL. de H,O libre de nucleasas y la concentracion y calidad del ADNc¢ fue medida

utilizando el espectrofotdmetro Nanodrop.
3.1.6.3 PCR cuantitativa.

Se realizaron PCR cuantitativas (QPCR, quantitative Polymerase Chain Reaction) para el analisis
de la expresion génica de Cortistatina y de los marcadores de fibrosis CTGF, aSMA, colageno y
TGFB1, utilizando para ello el kit SensiFAST SYBR No-ROX Kit (Bioscence, Bio98050) y la
expresion de la proteina ribosomica acida 60S PO (RPLPO, del inglés Ribosomal protein lateral

stalk subunit P0) como referencia para establecer comparativas.
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Al ADNCc correspondiente a 30ng de ARNm se le afiadidé SensiFAST SYBR No-ROX Mix a 1X,
primers forward (Fw) y reverse (Rv) (Tabla 3) para cada gen a 125nM y H,O libre de nucleasas

hasta un volumen final de 20pL.

157 - GCCTTCTGACTTTCCTTGCC - 3' Rv: 57 - GAAAGCTCCCCGCTGATTGA - 3'

: 57 - GCGAAGCTGACCTGGAGGAA - 3' Rv: 57 - TTGGCGATTTTAGGTGTC - 3'

157 - CAGGGAGTAATGGTTGGAAT - 3’ Rv: 57 - TCTCAAACATAATCTGGGTCA - 3'

157 - TCTCCTGGAAATGTTGGCCCATCT - 3'| Rv: 5’ - AATCCGATGTTGCCAGCTTCACCT - 3'
157 - TGCGCTTGCAGAGATTAAAA - 3' Rv: 5° - AGCCCTGTATTCCGTCTCCT - 3'

157 - TGCACTCTCGCTTTCTGGAG - 3' Rv: 57 - CTGACTTGGTTGCTTTGGCG - 3'

Tabla 3. Secuencias nucleotidicas de los primers Fw y Rv.

Para la realizacion de la qPCR se utiliz6 el termociclador CFX 96 de BioRad con las siguientes
condiciones: 5min-94°C (activacion de la enzima polimerasa), 30 seg-94°C (desnaturalizacion), 30
seg-60°C (alineamiento de primers Fw y Rv con la hebra de ADN desnaturalizada), 3 seg-72°C
(extension de la secuencia nucleotidica por la enzima polimerasa). Para establecer la comparativa
entre las distintas muestras y poder determinar las diferencias de expresion, se analizé el ciclo
umbral (Ct, del inglés Cycle threshold value) en el que el termociclador detectaba la sefial del SYBR
green asociado a cada gen, teniendo como gen normalizador el Rp/p0, de tal forma que a mayores

Ct menor expresion génica.

3.1.7 Estudio de la funcién hepatica.

Para estudiar los cambios en la funcion hepatica asociados al dafio en el tejido de los ratones
Cortt/+, Cort+/-y Cort-/- sometidos a ambos modelos de fibrosis se analizaron los niveles de
bilirrubina en plasma, y se realizo el ensayo enzimatico de las actividades alanina-aminotransferasa

(ALT) y aspartato-aminotranferasa (AST).

Para realizar estos procesos se aislo el plasma de las muestras de sangre recogidas. Dichas muestras
se sometieron a una centrifugacion de 425 g durante 10min a temperatura ambiente con la que se
produjo la separacion en fases de los globulos rojos (fase inferior) y el suero (fase superior). Se
recogio el madximo volumen posible de suero de cada muestra cuidadosamente para no perturbar la

interfase ni arrastrar contenido indeseado.
3.1.7.1 Analisis de bilirrubina.

Los niveles de bilirrubina sérica fueron determinados utilizando el kit ‘Bilirrubin Assay Kit’ (Sigma
Aldrich, MAK126) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este kit se basa en el método
colorimétrico Jendrassik-Grof que permite medir el producto coloreado que se genera de la reaccion

de la bilirrubina con el acido sulfanilico diazotizado. La concentracion de la bilirrubina sérica se
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calculo6 con la siguiente formula matematica dependiendo de los valores de absorbancia a 530nm

que se midan:

(A530)muestra - (A530)blanco

[Bilirrubina] =

= X 5(mg/dL)
(A530)calibrador - (A530)agua

Siendo 5mg/dL equivalente a la concentracion de bilirrubina del calibrador y (As30) muestra €1 Valor

medido para la bilirrubina, total o la directa, en la muestra.

Para la realizacion de estas medidas fue necesario trabajar con las muestras de suero frescas y
preparar los reactivos de trabajo en el momento, manteniendo la proporcion que aparece recogida
en la Tabla 4. Para cada muestra se necesitaron preparar las siguientes mezclas de trabajo con los

reactivos aportados por el propio kit:

Reactivo A

Reactivo B

Reactivo C

Salino Agua

Bilirrubina total 50uL 20pL 130uL -
Blanco 50uL - - 130uL 20uL

Tabla 4. Volumenes de los reactivos de trabajo necesarios del Kit ‘Bilirrubin Assay Kit’.

Por lo tanto, en una misma placa de 96 pocillos para X muestras fueron ocupados 2xX pocillos (1
para la medicion de bilirrubina total y 1 para el blanco) junto con otros 2 pocillos (1 para el reactivo
calibrador y 1 para el agua). En el pocillo ‘calibrador’ se afiadieron 50puL del reactivo calibrador
junto 200uL de agua y en el pocillo ‘agua’ se afiadieron directamente 250uL de agua. En los pocillos
asociados a cada muestra se afiadieron 50puL. de muestra junto con 200puL de mezcla de reactivos de

trabajo atendiendo a lo que se fuera a medir (bilirrubina total o blanco).

Tras una incubacion de 10min a temperatura ambiente se procedié a la medicion de la absorbancia

a 530nm y los niveles de bilirrubina fueron calculados segun la formula antes expuesta.
3.1.7.2 Ensayo enzimdtico de la actividad ALT.

La actividad alanina-transferasa (ALT) fue determinada colorimétricamente mediante el uso del kit
‘Alanine Aminotransferase Activity Assay Kit’ (Sigma Aldrich, MAK052) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La cuantificacion de la actividad ALT se realizé mediante un ensayo
enzimatico que resulta en un producto colorimétrico que emite absorbancia a 570nm y que es
proporcional a la cantidad de piruvato generado en el proceso. El resultado de la actividad ALT de
cada muestra se determina atendiendo a la siguiente ecuacion teniendo presente que 1 unidad ALT

es definida como la cantidad de enzima que genera 1.0umol de piruvato por minuto a 37°C:

B X Factor de dilucion de la muestra
(Tfinal - Tinicial) xV

Actividad ALT =

Siendo B los nmoles de piruvato generados entre el tiempo final e inicial del ensayo, T final el
tiempo de la penultima media (minutos), T inicial el tiempo de inicio de ensayo y V el volumen de

muestra afiadiendo al pocillo (mililitros).

102



Para esta deteccion colorimétrica fueron necesarios por duplicado 1 control positivo (‘ALT positive
control’), una recta estdndar de 6 puntos (Tabla 5) y las muestras de suero a analizar. Para la
preparacion de la recta estandar se diluyo el reactivo stock ‘Piruvate Standard’ de 100nm/pL a
Inmol/pL final denominandose esta solucion diluida ‘Standard Solution’ y junto con el ‘ALT assay

Buffer’ se obtuvieron los siguientes puntos:

[Standard] (nmol) V ‘Standard V ‘ALT assay V final
solution’ (uL) Buffer’ (uL) (uL)
0 0 20 20
2 2 18 20
4 4 16 20
6 6 14 20
8 8 12 20
10 10 10 20

Tabla 5. Reactivos necesarios para la recta estindar del ensayo enzimatico ALT.

Tras una prueba inicial de cara a la determinacion del factor de dilucion adecuado para la medicion
de las muestras de forma que los valores de absorbancia se encontraran dentro de los establecidos
por la recta estandar, en una placa de 96 pocillos se afiadieron 20uL. de muestra de suero por pocillo.
En el pocillo del control positivo se anadieron Sul del reactivo ‘ALT positive control’ junto con
15uL del “ALT assay Buffer’. A cada uno de los pocillos anteriores (muestra y control positivo) se
afiadieron 100uL de la mezcla compuesta por ‘ALT assay Buffer’ (86uL), ‘Fluorescent peroxidase
substrate’ (2uL), ‘ALT enzyme mix’ (2uL) y ‘ALT substrate’ (10uL).

A continuacion, la placa fue agitada en oscuridad durante 3min e incubada a 37°C anotando el
tiempo al que comenzaba esta incubacion como T inicial. Cada Smin se fueron tomando medidas
de la absorbancia a 570nm hasta que la muestra con mayor actividad ALT tuviese un valor préximo
o mayor al valor del punto mas concentrado de la recta estandar. Con los valores de absorbancia
obtenidos y su interpolacion en la recta estandar se calcularon los valores B (nmoles de piruvato)
generados por cada muestra entre los tiempos final y inicial, siendo el valor del tiempo final

obtenido en la pentiltima medicion.
3.1.7.3 Ensayo enzimdtico de la actividad AST.

La actividad alanina-transferasa (AST) fue determinada colorimétricamente mediante el uso del kit
‘Aspartate Aminotransferase Activity Assay Kit’ (Sigma Aldrich, MAK055) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La cuantificacion de la actividad AST se realizdo mediante un ensayo
enzimatico que da lugar a un producto colorimétrico que emite absorbancia a 450nm y que es
proporcional a la actividad enzimatica de AST presente en la muestra. El resultado de la actividad
AST de cada muestra se determina atendiendo a la siguiente ecuacion teniendo presente que 1
unidad AST es definida como la cantidad de enzima que genera 1.0umol de glutamato por minuto

apH8.0 a 37°C:
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B X Factor de dilucion de la muestra

Actividad AST =
(Tfinal - Tinicial) xV

Siendo B los nmoles de glutamato generados entre el tiempo final e inicial del ensayo, T final el
tiempo de la pentltima media (minutos), T inicial el tiempo de inicio de ensayo y V el volumen de

muestra afiadiendo al pocillo (mililitros).

Para esta deteccion colorimétrica fueron necesarios por duplicado 1 control positivo (‘AST positive
control’), una recta estandar de 6 puntos (Tabla 6) y las muestras de suero a analizar. Para la
preparacion de la recta estandar se diluyo el reactivo stock ‘Glutamate Standard Solution’ de 0.1M
a 1mM final usando para ello el AST assay Buffer’ denominandose esta solucion diluida ‘Standard

Solution’.

Tras una prueba inicial de cara a la determinacion del factor de dilucion adecuado para la medicion
de las muestras de forma que los valores de absorbancia se encontraran dentro de los establecidos
por larecta estandar, en una placa de 96 pocillos se anadieron S0puL de muestra de suero por pocillo.
En el pocillo del control positivo se afiadieron SpuL del reactivo ‘AST positive control’ junto con
45uL del “‘AST assay Buffer’. A cada uno de los pocillos anteriores (muestra y control positivo) se
afiadieron 100pL de la mezcla master compuesta por los siguientes reactivos: ‘AST assay Buffer’

(80uL), ‘AST enzyme mix’ (2uL), ‘AST developer’ (8uL) y ‘AST substrate’ (10puL).

[Standard] (nmol) V ‘Standard V ‘AST assay
solution’ (uL) Buffer’ (uL)

0 0 50 50

2 2 48 50

4 4 46 50

6 6 44 50

8 8 42 50

10 10 40 50

Tabla 6. Reactivos necesarios para la recta estandar del ensayo enzimatico AST.

A continuacion, la placa fue agitada en oscuridad durante 3min e incubada a 37°C, anotando el
tiempo al que comenzaba esta incubacion como T inicial. Cada Smin se fueron tomando medidas
de la absorbancia a 450nm hasta que la muestra con mayor actividad AST tuviese un valor préximo
o mayor al valor del punto mas concentrado de la recta estandar. Con los valores de absorbancia
obtenidos e interpolandolos en la recta estandar se obtuvieron los valores B (nmoles de glutamato)
generados por cada muestra entre los tiempos final y inicial, siendo el valor del tiempo final

obtenido en la pentltima medicion.
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3.2 OBJETIVO 2. Estudiar el efecto directo de Cortistatina sobre las células efectoras de

la respuesta fibrogénica en el higado.

Para llevar a cabo este objetivo se aislaron HSCs primarias de ratones deficientes en Cortistatina y
de ratones con dotacion génica normal, de tal forma que se pudiera caracterizar el estado de esta
poblacion celular en presencia y ausencia de Cortistatina endégena. Una vez realizada dicha
caracterizacion, se estudid el efecto que pudiese ejercer Cortistatina sobre estas mismas células

primarias al ser administrado de forma exdgena como tratamiento anti-fibrotico.

Para poder trasladar el posible papel anti-fibrotico de este neuropéptido a un contexto humano, se
realizaron experimentos con las lineas celulares de HSCs humanas LX2 (Sigma Aldrich, SCC064)

y HHSteC (ScienCell, 5300) activadas con el estimulo pro-fibrogénico TGFp1.

La realizacion de una estancia de 3 meses en el Laboratory of Tissue Repair and Regeneration,
dirigido por el doctor Boris Hinz en la Universidad de Toronto, me permiti6 estudiar también el
efecto de Cortistatina sobre muestras primarias humanas: fibroblastos primarios pulmonares y
dérmicos aislados de humanos normales (NHFL/ NHDL, del inglés Normal human lung/ dermal
fibroblasts). Aunque estas poblaciones celulares no son HSCs, si son las principales células
efectoras de la respuesta fibrogénica en otros tejidos como los pulmones, la piel, de tal forma que
su comportamiento podria extrapolarse al de las HSCs en cuanto a su capacidad de activacion y

diferenciacion a miofibroblastos.

3.2.1 Aislamiento de HSCs primarias murinas.

Siguiendo los pasos principales del protocolo ‘Seven Steps to Stellate Cells’ 7 de Jove, el
aislamiento de HSCs se realizo para un conjunto de 6 ratones de los genotipos Cort+/+ y Cort-/-

por muestra.

La realizacion de este protocolo conllevo el uso de las soluciones SC1, SC2, GBSSA y GBSSB, y
de soluciones con las enzimas Pronasa E y Colagenasa P, que fueron preparadas, filtradas y
ajustadas a pH 7.3 — 7.4 el mismo dia de su utilizacién para mantener la correcta actividad

enzimatica (Tablas 7-9).

Secuencialmente, cada raton fue anestesiado mediante la inyeccion intraperitoneal de xilacina
(10mg/kg)-ketamina (80mg/kg) y colocado sobre una manta eléctrica para mantener la temperatura
optima de actuacion de las enzimas digestivas al infundir la solucion que las contiene. Tras abrir el
peritoneo y exponer la cavidad abdominal se inserté una aguja (30G) unida a una canula conectada
al equipo de infusion (bomba peristaltica, VWR PP1080) con el que se procedid a continuacion a
realizar una perfusion de las soluciones SCI1, Pronasa E y Colagenasa P para disgregar
enzimaticamente el higado desde el interior. Para el correcto funcionamiento de estas 3 soluciones,

éstas fueron mantenidas a 45°C en un bafio termostatizado durante todo el proceso de perfusion, de
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tal forma que al llegar al final de la canula insertado en el raton la temperatura se encontraba

alrededor de los 37°C.

Solucion SC1 (1L)
EGTA

190mg

CalbioChem — 324626

Sigma — 49139

AppliChem — A3724

Sigma — P3911

Sigma — 71643

Sigma — S9888

Sigma — 10049-21-5

VWR —27780.291

Glucosa 900mg
HEPES 2.38¢g
KCl 400mg
Na2HPO4 x 2H20 151mg
NaCl 8g
NaH2PO4x H.0O 78mg
NaHCOs3 350mg
Fenol Rojo 6mg

Sigma — 114529

H>O destilada
Soluciéon SC2 (1L)
CaCl2 x 2H20 560mg

Hasta Vina = 1L

EMSURE — 1.02382

HEPES 2.38¢

AppliChem — A3724

Sigma — P3911

Sigma — 71643

Sigma — S9888

Sigma — 10049-21-5

VWR —27780.291

KCl1 400mg
Na2HPO4 x 2H>0 151mg
NaCl 8g
NaH2PO4x H20 78mg
NaHCOs3 350mg
Fenol Rojo 6mg

Sigma — 114529

H>O destilada

Hasta Vfina = 1L

Tabla 7. Reactivos necesarios para la preparacion de las soluciones SC1 y 2.

Solucion GBSS-A (1L)

Sigma — P3911

EMSURE — 1.02382

Sigma — 49139

Sigma — P0662

Sigma — M2670

Sigma - 230391

Sigma — 71643

VWR —27780.291

Sigma — 114529

Sigma — P3911

EMSURE — 1.02382

Sigma — 49139

Sigma — P0662

Sigma — M2670

Sigma - 230391

Sigma — 71643

Sigma — S9888

VWR —27780.291

KCl1 370mg
CaClz x 2H20 225mg
Glucosa 991mg
KH2PO4 30mg
MgClz x 6H20 210mg
MgSO0a4 x TH20 70mg
Na;HPO4x 2H>0 75mg
NaHCOs3 227mg
Fenol Rojo 6mg
H20 destilada Hasta Viina = 1L
Solucion GBSS-B (1L)

KCl1 370mg
CaCl2 x 2H20 225mg
Glucosa 991mg
KH2PO4 30mg
MgClz x 6H20 210mg
MgS04 x 7TH20 70mg
Na;HPO4x 2H>0 75mg
NaCl 8¢g
NaHCOs3 227mg
Fenol Rojo 6mg

Sigma — 114529

H>0O destilada Hasta Vfina = 1L

Tabla 8. Reactivos necesarios para la preparacion de las soluciones GBSS-A y B.

Solucion Pronasa E
Pronasa E

100mg (4000 PU/mg min)

Sigma — P8811

Solucion SC2
Solucién Colagenasa P
Colagenasa P 85mg (1.78 U/mg)

200mL

Sigma - 11213865001

Solucion SC2 200mL
Solucién Pronasa E — Colagenasa P
Pronasa E

50 mg (4000 PU/mg min)

Sigma — P8811

Colagenasa P 85mg (1.78 U/mg)

Sigma - 11213865001

Solucion SC2 50mL

Tabla 9. Reactivos necesarios para la preparacién de las soluciones Pronasa E, Colagenasa P y Pronasa E-

Colagenasa P.
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Tras ajustar bien la aguja en la vena porta se realizdo un corte en la vena cava inferior e
inmediatamente a continuacion se inici6 el flujo (6.5mL/min) y se perfundi6 con la solucion SC1
que prepard el higado para el posterior tratamiento enzimatico. Se mantuvo la perfusion con esta
solucion hasta que, tras limpiar sistema circulatorio, dejo de salir sangre por la vena cava inferior y
solo salio la solucion limpia y los 16bulos hepaticos perdieron su caracteristico tono rojizo
(alrededor de 1-1.5min). A continuacion (Fig. 44), se perfundieron secuencialmente las soluciones
de Pronasa E y Colagenasa P durante 3min cada una. La digestion del tejido con estas soluciones
se tradujo visualmente en un aumento del tamafio de los 16bulos al hincharse por el efecto de la
Pronasa E y una gran pérdida de la arquitectura hepatica que dio lugar a unos l6bulos amorfos y

atonicos debido a la Colagenasa P.

Figura 44. Perfusion de soluciones para disgregacion enzimatica del higado.
Perfusion en la vena porta de las soluciones SC1 (B.1), Pronasa E (B.2) y Colagenasa P (B.3) y corte de la vena cava
inferior para su posterior salida. Figura adaptada de ref '3,

Una vez perfundidos, los higados fueron recogidos y mantenidos en 70mL de la solucion SC2 sobre
hielo hasta haber obtenido un total de 6 higados por cada muestra. A continuacion, en condiciones
de esterilidad, los higados recogidos se disgregaron mecanicamente con cuchilla para liberar las

células (Fig. 45A).

A la suspension de 70mL de solucion SC2 con todo el tejido disgregado se le anadieron 50mL de
la solucién Pronasa E-Colagenasa P y 1mL de DNasa I (4000U, Roche - 11284932001) para
continuar con la digestion en agitacion a 37°C durante 20min (Fig. 45B). Pasado este tiempo, la
suspension fue filtrada y repartida en 6 tubos Falcon-50 utilizando filtros con un tamafio de poro

de 70um llegando a un volumen final de 50mL en cada uno con solucion SC2 fria (Fig. 45C).
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Tras una centrifugacion de 10min a 600g y 4°C, se aspiraron 40mL de sobrenadante y se afiadieron
150pL de la solucion de DNasa I a cada tubo antes de resuspender las células. Se combiné la
suspension celular y se repartid en otros 4 tubos Falcon-50 (hasta un volumen final de 50mL con
solucion GBSSB fria). Tras otra centrifugacion de 10min a 600g y 4°C, se aspir6 todo el
sobrenadante y se afiadieron 150puL de la solucion de DNasa [ y 10mL de solucion GBSSB fria a

cada tubo.

%
A) A

&.%\\‘
C) ¥

O -

Figura 45. Disgregacion mecanica y enzimatica para liberacion de células.
Figura adaptada de ref %8,

Tras resuspender las células se juntaron las suspensiones en 2 tubos Falcon-50 a los que se les
afiadieron 16mL/falcon de GBSS-B y 14mlL/falcon del compuesto Nycodenz (ProteoGenix,
1002424) disuelto en la solucion GBSS-A a una concentracion final de Nycodenz 8% (w/v). Tras
mezclar cuidadosamente por inversion la suspension celular con la solucién de Nycodenz, el
volumen total fue transferido a 10 tubos Falcon-15 para poder realizar una separacion de los tipos
celulares mediante una centrifugacion isopicnica. A cada tubo se le afladieron cuidadosamente
1.5mL de solucion GBSS-B sobre la suspension celular y se centrifugaron durante 15min a 1500g
y 4°C, sin freno. Cuidadosamente se recogio la interfase formada con las HSCs (Fig. 46) de cada

uno de los tubos.

Solucién enriquecida S
de HSCs

e —
Células Kupffer =2

Hepatocitos Glébulos rojos

Figura 46. Fases generadas tras centrifugacion con Nycodenz.

Las fracciones recogidas con HSCs se combinaron en un solo tubo Falcon-50y se anadio solucion

GBSSB hasta alcanzar el volumen final de 50mL. Se realizé una centrifugacion de 10min a 600g y
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4°C para lavar las células y, tras aspirar el sobrenadante, estas fueron resuspendidas en medio
DMEM (Gibco, 11960044) suplementado con 10% FBS (Gibco, 26140079) inactivado por calor,
1% penicilina/ estreptomicina (p/s, Gibco, 15140122), 2mM L — glutamina (Gibco, 25030-024),
ImM piruvato sédico (Gibco, 11360-039) y 10mM HEPES (PanReac, A3724), y transferidas a
frascos de cultivo de 75cm? (Thermo Fisher, 159910), 10mL/frasco. Tras 2h de incubacion a 37°C,
5% COa, se realizo un lavado para eliminar detritos celulares y células muertas (las HSCs a este
tiempo se encontraban ya adheridas a la superficie de los frascos). Finalmente, las HSCs obtenidas

fueron incubadas en el medio antes descrito a 37°C durante 6 dias.

Para caracterizar las células aisladas de ratones Cort+/+ y Cort-/- y poder analizar el efecto de la
deficiencia endogena de Cortistatina, se estudid su transcriptoma mediante la técnica RNAseq, su
estado de activacion y diferenciacion mediante IFL, y la expresion génica de los principales
marcadores de fibrosis que se han estado analizando a lo largo de esta tesis (CTGF, colageno,

aSMA y TGFB1).

3.2.2 Estudio transcriptomico mediante RNAseq.

El estudio transcriptomico de las HSCs primarias se realizd en 4 muestras independientes, 2

obtenidas de ratones Cort+/+ y 2 obtenidas de ratones Cort-/-.

Pasados 6 dias tras su aislamiento, las células fueron levantadas de los frascos de cultivo utilizando
una soluciéon de Tripsina/EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) 1X y, tras lavarlas y
resuspenderlas en ImL de medio de cultivo, se cont6 el nimero de células obtenidas utilizando para
ello una cdmara de Neubauer. Tras lavar las células obtenidas con PBS 1X (Gibco, 11590476), se
extrajo el ARNm utilizando para ello el kit comercial E.Z.N.A. HP Total RNA Kit (Omega Bio-Tek,

R6812). Todo el material utilizado para los procedimientos llevados a cabo fue libre de nucleasas.
3.2.2.1 Extraccion de ARN de HSCs primarias.

Las células aisladas fueron centrifugadas durante 1min, a 13000g y 4°C y el sobrenadante se aspird
cuidadosamente de forma que el precipitado celular quedara completamente seco. Siguiendo las
instrucciones del fabricante del kit, y debido al bajo niimero de HSCs aisladas (<5.10° células/
muestra), se afiadieron 350uL del ‘GTC Lysis Buffer’ para lisarlas. El lisado se hizo pasar a través
de la columna homogeneizadora de ARNm hasta un tubo de coleccion mediante una centrifugacion
de Imin a 13000g y 4°C. El volumen recogido se lavo con etanol 70% en utilizando para ello una
columna de alta uniéon a ARNm. Tras centrifugar durante 1min a 10000g y 4°C, el volumen filtrado
se descartd y el ARNm unido a la columna se lavo con la solucion de lavado I (2 veces) y con la

solucion de lavado II. Finalmente, el ARNm se eluyo de la columna con H»O libre de nucleasas.
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3.2.2.2 Analisis transcriptomico mediante RNAseq.

Tras la extraccion del ARNm, se llevo a cabo el andlisis de la expresion génica de las HSCs
primarias Cort+/+ y Cort-/- mediante la técnica de secuenciacion de transcriptomas de proxima
generacion (RNAseq) con la colaboracion con el Servicio de Gendmica y la Unidad de

Bioinformatica del IPBLN — CSIC.

Las muestras fueron analizadas para determinar sus coeficientes ‘Numero de Integridad de ARN’
(RIN, del inglés RNA Integrity Number) mediante el uso del chip Bioanalyzer RNA 6000 Nano
utilizado por el Bioanalyzer 2100 (Agilent technologies Inc.CA, EEUU) y la concentracion de ARN
obtenido se midié mediante el fluorometro Qubit (Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU). A
continuacion, se prepararon las bibliotecas de ARNm utilizando para ello 1pug de ARNm y el kit de
preparacion de bibliotecas de ARNm en hebra TruSeq (//lumina, CA, EEUU) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La calidad y la distribucion del tamafio de las bibliotecas de ARNm
indexadas fueron validados mediante el ensayo de ADN de alta sensibilidad en el Bioanalyzer 2100
y la concentracion se midié también en el fluorometro Qubit. Las bibliotecas finales se combinaron
de forma equimolar y luego se diluyeron y desnaturalizaron de la forma recomendada por la guia
de preparacion de bibliotecas [/lumina NextSeq 500 de alto rendimiento. La secuenciacion del
extremo emparejado 75x2nt se realiz6 en un secuenciador NextSeq 500 (I/lumina, CA, EEUU) de
tal forma que se produjeran 17x2 millones de lecturas emparejadas por muestra de promedio. Se

siguieron las siguientes fases (Fig. 47)'%:
- Generacion de la libreria de ADN

A partir de una molécula de ADN se generaron de forma aleatoria fragmentos mas pequefios a los
que se les afiadieron oligonucle6tidos en sus extremos 5’ y 3° para servir asi como adaptadores de

las siguientes etapas.
- Generacion de clusters de ADN:

Se afiadieron los fragmentos de ADN unidos a los adaptadores a una celda de flujo, la cual
presentaba anclada a su superficie oligonucledtidos complementarios a esos adaptadores para asi
generar la hibridacion de los adaptadores con los oligonucleotidos anclados. Empleando la
secuencia del oligonucleotido fijado como primer la polimerasa se unid a la secuencia hibridada y
sintetizé la cadena complementaria del ADN. Posteriormente, se desnaturalizé la doble cadena
generada y liber6 la cadena original. La nueva cadena generada se hibrid6 con otro oligonucleotido
fijado a la celda por el adaptador de su extremo 3’ formando de tal forma un puente. De igual forma
que previamente, la polimerasa se unio a la secuencia hibridada usando el segundo oligonucleotido
fijado a la superficie como primer y sintetizd nuevamente la cadena complementaria, a través del

proceso conocido como ampliacion de puente. La doble cadena se desnaturalizé y se obtuvieron
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dos cadenas simples complementarias, forward y reverse, ancladas a la superficie. Asi, de forma

secuencial se generaron los clusters de cada fragmento de ADN.
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Figura 47. Esquema del proceso de secuenciacion del analizador de genoma de lllumina.

- Secuenciacion por sintesis

Durante esta fase, en cada ciclo la polimerasa unié un nucle6tido marcado con un fluoroforo
especifico por complementariedad de bases. Tras realizar un lavado para eliminar los nucle6tidos
no unidos, con un laser se excito el fluor6foro del nucleétido incorporado y con un sistema detector
se registro el rango de emision de dicho fluoroforo. Con otro lavado se eliminaron tanto el
fluor6foro como los terminadores reversibles para, a continuacion, afadir los nucledtidos y
continuar con la sintesis de la misma forma repitiendo los ciclos de forma secuencia. A la emision
recogida por el sistema detector se le asignd un nucleotido especifico para crear la secuencia

nucleotidica adecuada en cada caso.

Una vez realizada la secuenciacion de cada una de las muestras los datos fueron procesados a través

de un analisis bioinformatico.
3.2.2.3 Analisis bioinformatico.

Para el analisis bioinformatico del transcriptoma se utilizo el pipeline mARma-Seq*® para la

realizacion de los siguientes pasos:

- Evaluacion de la calidad y pre-procesamiento
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Inicialmente todos los archivos fastg se analizaron para medir diferentes errores de secuenciacion
y obtener todos los valores de calidad utilizando el software FastQC. Esta herramienta gener6 un

informe detallado de la calidad de las lecturas y resalto posibles errores de secuenciacion.
- Alineacion

Tras el paso de filtrado de calidad, los millones de lecturas obtenidas del secuenciador fueron
colocados en el genoma de referencia por homologia de nucledtidos. De tal forma que para cada
par de secuencias se obtuvo la ubicacion gendmica real del fragmento secuenciado. Para este
proceso se hizo uso del alineador HISAT2**!, utilizando como genoma referencia los genes

codificadores de proteinas de Mus musculus Genocode version M20 genome build: mmGRCm38.
- Cuantificacion de entidades

Mediante la cuantificacion de entidades se resumieron todas las lecturas co-localizadas en exones
que codifican para proteinas y se asociaron a genes. Asi, lo que se obtuvo fueron los valores de
expresion en bruto y no normalizados (también denominados recuentos) para cada gen dentro de
cada muestra. Estos valores, una vez procesados estadisticamente, se utilizaron para medir cambios

en la expresion.
- Analisis de expresion diferencial

Se tomaron los datos de recuento y se normalizaron para realizar un andlisis estadistico de forma
que se descubrieran cambios cuantitativos en los niveles de expresion entre las muestras. Para este
analisis se utilizo el paquete edgeR*™. Se eliminaron los genes de baja expresion y los restantes se
normalizaron mediante el método de la media recortada de valores M (TMM, del inglés Trimmed
mean of M-values). Ademas, se calcularon las lecturas por kilo base por millén de lecturas
mapeadas (RPKM, del inglés Reads per kilo base per million mapped reads), 1os conteos por millon
(CPM, del inglés Counts per million) y el logaritmo en base 2 de los conteos por millon (log-CPM)

202

para cada gen en cada muestra®’>. De esta forma, se pudo inferir la replicabilidad de las muestras

obtenidas.

El analisis de componentes principales (PCA, del inglés Principal component analysis) y la
agrupacion jerarquica de muestras normalizadas se utilizaron para obtener una descripcion general
de la similitud existente entre las muestras de secuenciacion de ARN?%, Tras ello, se procedi6 al
analisis de todas las muestras al no presentar ningun valor atipico claro. Los genes expresados
diferencialmente (DEG, del inglés Differentially expressed genes) se obtuvieron comparando las 2
réplicas Cort-/- frente a las 2 Cort+/+. Todos los genes que tenian un valor de tasa de
descubrimiento falso (FDR, del inglés False discovery rate) menor de 0.05 se marcaron como DEG,
y utilizando el log2FC se evalu¢ la importancia del cambio en la expresion de cada gen entre ambos

tipos de muestra.
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- Analisis de enriquecimiento

Con el objetivo de identificar los efectos diferenciales de la expresion génica mediante un estudio

204 Para ello, los

de enriquecimiento funcional se hizo uso del paquete clusterProfiler Bioconductor
DEG se compararon con todos los genes expresados en el ensayo de RNAseq, se obtuvieron los
términos de ontologia génica de la base de datos Bioconductor Mus musculus, y se asociaron a
identificadores de genes de tal forma que el analisis de enriquecimiento de genes se evalud en
términos de proceso bioldgico, funcion molecular y ontologia del complejo celular. El
enriquecimiento segin la Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas (KEGG, del inglés Kyoto

enciclopedia of genes and genomes) también se calculd a partir de los nombres de genes de raton

adquiridos previamente a partir de la notacion Gencode.
3.2.2.4 Validacion de genes mediante gPCR.

Para validar los resultados del RNAseq se seleccionaron 7 genes entre aquellos que obtuvieron un
elevado valor DEG y se procedio a su analisis de expresion mediante PCR mediante el protocolo
descrito previamente en los apartados 3.1.6.2 y 3.1.6.3. y los primers recogidos en la Tabla 10. Los
genes seleccionados fueron los que codificaban para la cadena ligera 1 de la miosina (Myll), la
subunidad y del receptor de acetilcolina (Chrng), la actina a del musculo liso cardiaco 1 (Actcl), la
trombospondina-4 (Thbs4), la proteina de granulos neutréfilos (Ngp), la proteina A9 de unién a

Calcio S100 (S100a9) y la estrégeno sulfotransferasa 1 (Sultiel).

Myll 157 - CGCAGCCTAGAACTCCATCA - 3' Rv: 5° - ACGCAGACCCTCAACGAAAT - 3'
Chrng 157 - GAAACTACGACCCCCACCTG - 3' Rv: 5° - GAGAGCCACCTCGAAGACAC - 3'
Actcl 157 - CGCCTACAGAACCCACCAAA - 3' Rv: 5 - GTCAGGATACCTCGCTTGCT - 3’
Thbs4 15" - GGTTACACGGGAAACGGGAT - 3' Rv: 5’ - CGTCACATCTGAAACCCGGA - 3'

Ngp 15" - AGTGTACTTCCACCCAGGAGA - 3' Rv: 5 - AATGTTCCTGATGTGAGGGGG - 3'
S$100a9 157 - CCTGACACCCTGAGCAAGAAG -3" | Rv: 5° - GCTGATTGTCCTGGTTTGTGTC - 3'
Sultlel 157 - AAACTCACCTGCCACCCAAG - 3' Rv: 5° - TTGGCGTTCCGGCAAAGATA - 3'

Tabla 10. Secuencias nucleotidicas de los primers para validacion del RNAseq.

Finalmente, comparamos los niveles de expresion obtenidos mediante QPCR y RNAseq.

3.2.3 Inmunofluorescencia indirecta de NPCs primarias murinas.

Tras 6 dias de incubacion después de su aislamiento, las células primarias aisladas de ratones
Cort+/+ o Cort-/- fueron levantadas utilizando una soluciéon de 0.5g/L Tripsina - 0.2g/L EDTA,
(Sigma Aldrich, T3924) y plaqueadas sobre cristales de 12mm de diametro alojados en pocillos de
una placa de 24 pocillos (Thermo Fisher, 167063) con una densidad de 10* cel/poc. A continuacion,
las células fueron incubadas a 37°C durante 1 o 4 dias (Fig. 48), y, pasado ese tiempo, fueron fijadas
al cristal utilizando 4% paraformaldehido con glucosa al 2% durante 15min a temperatura ambiente

(T* amb) y se procedi6 con la IFI.
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Figura 48. Diagrama experimental para la caracterizacion de HSCs primarias Cort+/+y Cort-/-.

Las células fijadas fueron lavadas con PBS 1X y tratadas con 30mM Glicina (Sigma Aldrich,
G8898) durante Smin. Seguidamente, se realizaron 3 lavados de Smin con PBS 1X de nuevo antes
de ser permeabilizadas con 0.1% Triton X-100 durante 15min a T* amb. Tras volver a realizar 3
lavados con PBS, las células fueron incubadas durante 1h con una solucioén de bloqueo (PBS 1X
con 5% FBS, 0.3% Triton X-100) a T* amb. Posteriormente, las células fueron incubadas durante
la noche (O/N) a 4°C con los anticuerpos primarios (Fig. 48 y Tabla 11) en la soluciéon PBS 1X
con 1% BSA y 0.3% Triton TX100 atendiendo a los siguientes marcadores: GFAP" (HSCs), aSMA*
(miofibroblastos), CD31* (LSECs) y CD68" (KCs). Se realizaron 3 lavados con PBS 1X y
seguidamente las células se incubaron durante 1h con los anticuerpos secundarios (Tabla 11), en
la misma solucion utilizada para la incubacion con los anticuerpos primarios, a T* amb y en
oscuridad. A continuacion, tras lavar las células 3 veces con PBS 1X, éstas fueron incubadas a T?
amb con DAPI en PBS 1X a la dilucion anotada en la Tabla 11. Después, las células fueron lavadas

nuevamente 3 veces y finalmente montadas sobre portaobjetos con Mowiol.

La adquisicion de imagenes se realizo con el microscopio de fluorescencia Olympus IX81 con una
magnificacion 400X y el software CellSens Imaging y para el analisis de imagen el programa
utilizado fue el software FIJI (Image J). Los resultados cuantitativos fueron expresados como la

media de los valores obtenidos al evaluar 8 areas elegidas aleatoriamente

Anticuerpo Dilucion Casa comercial
Anticuerpo de conejo anti — GFAP de raton 1:300 Dako - Z0334
Anticuerpo de raton anti — aSMA de raton 1:1000 Sigma Aldrich - A5228
Anticuerpo purificado de rata anti — CD31 de raton 1:200 BD Pharmigen - 550274
Anticuerpo de rata anti — CD68 de raton 1:500 ABD Serotec - MCA1957XZ
Alexa Fluor 488 Burro anti- IgG (H+L) de conejo 1:1000 Invitrogen A21206
Alexa Fluor 594 Cabra anti- IgG (H+L) de raton 1:1000 Invitrogen - A11032
Alexa Fluor 594 Cabra anti- IgG (H+L) de rata 1:1000 Sigma Aldrich - A11007
DAPI 1:1000 Sigma Aldrich - 32670

Tabla 11. Anticuerpos primarios y secundarios para IFIL.

3.2.3.1 Cuantificacion del estado de activacion de las HSCs.

En base a las imagenes obtenidas tras la IFI con marcaje GFAP, aSMA y DAPI, las células fueron
clasificadas por un observador de forma ciega en HSCs quiescentes (GFAP® aSMA") vy
miofibroblastos activados (GFAP" aSMA"), y dentro de esta segunda categoria se hizo
diferenciacion entre aSMA™ ¥y aSMA™**¥° dependiendo del patrén de expresion de fibras de estrés

aSMA* (Fig. 49).
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Figura 49. Clasificacion celular segiin deteccion aSMA por IFI.

3.2.4 Tratamiento de HSCs primarias con Cortistatina.

Durante los 6 dias de cultivo tras su aislamiento, las HSCs Cort+/+ y Cort-/- fueron tratadas con
Cortistatina-29 de rata (100nM, Bachem, H-6444.1000) cada 48h (Fig. 50). Pasado ese tiempo, se
obtuvo el ARNm mediante la utilizacion del kit £.Z.N.A. HP Total RNA como se describio en el
apartado 3.2.2.1 y se realiz6 el estudio de marcadores de fibrosis (CTGF, aSMA, colageno y
TGFB1) en las muestras de HSCs Cort+/+ y Cort-/- tratadas y no tratadas con Cortistatina
utilizando para ello los primers de la Tabla 3. Las muestras de HSCs Cort-/- tratadas y no tratadas
también se utilizaron para analizar el efecto del tratamiento con Cortistatina sobre la expresion de

aquellos genes que durante el RNAseq obtuvieron un mayor valor DEG (Tabla 10).

Cort +/+

Cort -/-

+- CST (100mM)

Aislamiento Administracion cada 2 dias

Figura 50. Diagrama experimental sobre el efecto de Cortistatina-29 sobre HSCs Cort+/+y Cort-/-.
CST: Cortistatina exégena.

Para comprobar a través de qué receptores concretos podria estar Cortistatina ejerciendo sus efectos
sobre las HSCs primarias, se administraron Cortistatina-29 (100nM) y los antagonistas de sus
receptores (Tabla 12), con la misma pauta de administracion descrita en el apartado anterior. Tras
6 dias de tratamiento, las células fueron levantas y plaqueadas sobre cristales (10° células/cristal).
A las 24h las células fueron fijadas al cristal y se continu6 con la IFI para el andlisis de los

marcadores GFAP, aSMA y DAPI (Fig. 51) en las mismas condiciones que en el apartado 3.2.3.

dlas
ﬁ Cort +/+

+/- CST
+/- Antagonistas de receptores
Administration cada 2 dias

Figura 51. Diagrama experimental para el estudio de receptores de Cortistatina en HSCs primarias de raton.

Receptor \ Concentracion Casa comercial
GHSR1 1000nM Sigma Aldrich, G4535
SST1-5 1000nM Abcam, ab141211

Antagonista
(D-Lys*) GHRP6
Ciclo Somatostatina

Tabla 12. Antagonistas de los receptores de Cortistatina.
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3.2.5 Tratamiento de lineas celulares de HSCs humanas con Cortistatina.

Los posibles efectos anti-fibrogénicos de Cortistatina sobre HSCs humanas fueron primero
evaluados en la linea celular LX2 (Merk Millipore, SCC064). E1 medio utilizado para el cultivo de
esta linea celular fue DMEM suplementado con 10% FBS y 1% p/s. Los experimentos se realizaron
atendiendo a las siguientes condiciones: control (sin estimulacion ni tratamiento), +Cortistatina-17
humana (100nM, Bachem, 1076399) tratamiento en ausencia de estimulo pro-fibrogénico),
+TGFBl (5Sng/mL, (Peprotech, 100-21) estimulo pro-fibrogénico), +TGFB1 +Cortistatina-17
(5ng/mL y 100nM respectivamente, tratamiento en presencia de estimulo pro-fibrogénico) (Fig.

52).

Estimulacién /Tratamiento

Readministracion
de CST cada 48h

70% b e
fluenci v ¥ ¥
& B Confluencia O Control +CST17
R B —_— (TR — 100 nM T 1
24h 7d
: S - ® e ® PCR IFI
Sincronizacién o S5 st wB
O/N
+ TGFB1 + TGFB1
Sng/mL Sng/mL
+CST17
100 nM

Figura 52. Diagrama experimental para el analisis del efecto anti-fibrogénico de Cortistatina-17 sobre LX2.
Figura creada con Biorender.

El efecto de esta estimulacion/tratamiento fue analizado mediante las siguientes técnicas:
3.2.5.1 Estudio de expresion génica de LX2.

Se realizé un subcultivo de LX2 en placa de 6 pocillos, 7x10* células/pocillo, hasta alcanzar una
confluencia del 70%. Llegado ese punto, las células fueron sincronizadas mediante incubaciéon O/N
con medio de cultivo DMEM sin suero, para posteriormente ser estimuladas con TGFB1 (5ng/mL)
y tratadas con Cortistatina-17 (100nM) manteniendo una condicioén control (sin estimulacion ni
tratamiento) y otra con estimulacidon, pero sin tratamiento (Fig. 52). Mediante esta técnica se
evaluaron los niveles de expresion de TGFfB1 en las 4 condiciones tras 24h desde el inicio de la
estimulacion. Para ello, se recogieron las células de cada pocillo en 1mL de TriPure Isolation
Reagent y se siguieron los pasos descritos en el apartado 3.1.6 utilizando los primers que se recogen
en la Tabla 13. De igual forma se analizaron los niveles de expresion génica del propio

neuropéptido Cortistatina, a nivel basal sin estimulacion y tras 24h de estimulacién con TGFB1.

00 5/ Fw: 5 - CTCCAGTCAGCCCACAAGAT - 3' Rv: 5’ - CAAGCGAGGAAAGTCAGGAG - 3'
B8 Fw: 5’ - TACCTGAACCCGTGTTGCTC - 3' Rv: 5’ - CCGGTAGTGAACCCGTTGAT - 3'
VBN Fw: S’ - CCTGTCTCTCCTCAGTGACATC -3' | Rv: 5° - GCTTGGAGCCCACATTGTCT - 3'

Tabla 13. Secuencia nucleotidica de los primers para los genes Cort, Tgffi1 y Rpip0.
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3.2.5.2 Inmunofluorescencia indirecta de LX2.

Para el estudio del efecto de Cortistatina sobre el estado de activacion de las LX2 mediante esta
técnica se realizo el subcultivo de estas células sobre cristales en placa de 24 pocillos, 5x10*
células/cristal. Una vez alcanzada una confluencia del 70%, las células fueron sincronizadas O/N
y, a continuacion, fueron estimuladas tal como se describio previamente (Fig. 48) e incubadas
durante 7 dias a 37°C. Durante este periodo se realizd una re-administracion de Cortistatina-17
100nM cada 48h. Pasados los 7 dias, las células fueron fijadas a los cristales siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 3.2.3 y la IFI para el analisis de la expresion de aSMA y DAPI se realizo
siguiendo los pasos también descritos en ese mismo apartado. Para establecer la comparativa entre
las 4 condiciones de estudio se adquirieron imagenes de 8 areas aleatorias por condicion con el
microscopio de fluorescencia Olympus IX81 con una magnificacion 400X y el software CellSens
Imaging. Con el software FIJI (Image J) se analizaron el area positiva para el marcaje aSMA y la
intensidad de fluorescencia de dicho marcaje y los resultados cuantitativos fueron expresados como

la media de los valores obtenidos.
3.2.5.3 Western Blot de LX2.

Para analizar los niveles de expresion proteica de aSMA se realizo el subcultivo de LX2 en frascos
de cultivo de 25cm? (ThermoFisher, 156367) en medio DMEM 10%FBS 1% p/s, 7x10*
células/pocillo. Pasadas 24h, las células fueron sincronizas O/N y estimuladas a continuaciéon
durante 7 dias atendiendo a las 4 condiciones experimentales previamente descritas (Fig. 52).
Pasados los 7 dias, las células fueron lavadas 2 veces con PBS 1X y lisadas sobre hielo con la
solucion RIPA (del inglés Radioimmunoprecipitation assay buffer) constituido por Tris HC1 50mM
pH 7.8, NaCl 150mM, ImM EDTA, 1% Triton X-100, 1% &cido desoxicolico de sodio, 0.1%
dodecilsulfato sodico (SDS), junto con inhibidores de proteasas Protease inhibitor cocktail (Sigma
Aldrich, P8340) a una dilucion de 1:500. Las muestras fueron incubadas en esta solucion durante
2h en agitacion (levantando las células del pocillo tras la primera hora utilizando un scrapper para
ello). A continuacion, las células en la solucion fueron recogidas y tras una centrifugacion de 15min

a20814gy 4°C, se aislo el sobrenadante generado.

Para la cuantificacion de las proteinas totales presentes en el sobrenadante recogido se utilizé el kit
DC Protein Assay (BioRad, 5000116). Siguiendo las instrucciones del fabricante, en una placa de
96 pocillos se afiadieron Sul. de muestra o de estandar (contemplando concentraciones desde 0.2
mg/mL a 1.5mg/mL de proteina para la recta estandar de calibrado) y 25ul de la mezcla de
reactivos Ay S (2uL de S por cada ImL de A) por pocillo. A continuacion, se anadieron 200uL del
reactivo B a cada pocillo y, tras 15min de incubacién a T* amb, se realiz6 una lectura de absorbancia
a 750nm utilizando para ello el lector VersaMax Microplate Reader y el programa SoftMax Pro

651. Tras la cuantificacion, a las muestras se les afiadid la solucion de carga constituido por
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Laemmly Sample Buffer 4X (BioRad, 1610747) y B-mercaptoetanol 1/10 (Sigma Aldrich, M6250)

a una concentracion final de 1X.

Para cada muestra, 20ng de proteina total fueron cargados en geles de poliacrilamida, con una
region concentradora al 6% y una separadora al 12%, cuya receta se describe en la Tabla 14. De
tal forma que el tamafio de poro generado en el interior del gel permitiera separar proteinas con un

rango de tamaiio de entre 10 y 70 kDa, como nuestra proteina de interés aSMA (42 kDa).

Region Region Receta Buffer 100X Casa Comercial
Concentradora | Separadora para cada region
6% 12%

H>0 milliQ | 1.8mL 2.7mL
Acrilamida/bisacrilamida 30% 0.7 mL 3.2 mL BioRad, 1610156

Buffer 100X 0.8 mL (25X) Tris-HC1 0.5M pH6.8 | Promega, H5121
(Region Concentradora) SDS 0.4% BioRad, 1610302

Buffer 100X 2 mL (25X) | Tris-HCL 1.5M pHS8.8
(Region Separadora) SDS 0.4%

TEMED 3.3 uL (0.1X) 8 uL (0.1X) BioRad, 1610801
Persulfato de amonio (APS) 10% \ 33 ul (1X) 80 uL (1X) BioRad, 1610700

Tabla 14. Composicion del gel poliacrilamida para Western Blot.

Los geles se dispusieron en una cubeta de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra Vertical
Electrophoresis Cell (BioRad) llena de solucion de electroforesis (5SnM Tris-HCI, 192mM glicina,
0.1% SDS) y se cargaron las muestras con la cantidad de proteina antes especificada. Ademas, se
cargaron 5 pL del marcador de peso molecular Precision Plus Protein Standards All Blue (BioRad,
1610373). Para la electroforesis se selecciond un voltaje de 60 voltios (V) durante los primeros

20min y de 140V hasta el fin del proceso (salida del frente de carga por el extremo del gel).

Posteriormente, las proteinas separadas en los geles de poliacrilamida fueron transferidas a
membranas Immobilon-FL Transfer Membranes (Merk Milipore, IPFL0O0010). Para ello, las
membranas fueron activadas en metanol (VWR, MFCD00004595) durante 1min y lavadas en Tris
buffered saline 1X (TBS 1X, obtenido de la dilucion de TBS 10X: Tris HCl 100mM, NaCl 1.5M,
pH 7.5) durante 2min. A continuacion, tanto los geles como las membranas fueron lavados en
solucién de transferencia (Tris HCl 25mM ph 8.3, glicina 192mM, metanol 20%) durante 10min.
La transferencia se realizd mediante el sistema semi-seco Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
durante 1h a 24V, colocando los siguientes componentes en su interior en el orden que se describe
a continuacion de polo positivo a polo negativo y evitando cualquier tipo de burbuja: papel de filtro
Extra Thick Blot Paper (BioRad, 1703966) humedecido en solucion de transferencia, membrana,
gel y papel de filtro humedecido. Una vez finalizada la transferencia, las membranas se lavaron en
H,O miliQ y se tifieron con Ponceau 1X (Sigma Aldrich, P3504) de tal forma que se pudiera
comprobar si la transferencia se habia realizado correctamente al poderse apreciar las bandas con
proteina en color rojo en la membrana. Antes de proceder con la deteccion de la proteina de interés,

las membranas fueron lavadas en H,O miliQ hasta la desaparicion del colorante.
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Para realizar la deteccion de las proteinas de interés, aSMA y CTGF, y de la proteina
normalizadora, aTubulina, mediante marcaje con anticuerpos, las membranas fueron primero
bloqueadas durante 1h a T* amb en TBS-T (TBS 1x, 0.1% Tween 20) con BSA al 5% para evitar
uniones inespecificas. Tras 3 lavados de 10min en TBS-T, las membranas fueron incubadas O/N a
4°C en agitacion con los anticuerpos primarios (Tabla 15) en TBS-T con 2% BSA. Después, las
membranas fueron incubadas durante 1h a T* amb en oscuridad con los anticuerpos secundarios
(Tabla 15) en TBS-T con 2% BSA y 0.02% SDS, y lavadas 3 veces con TBS-T y 1 vez con TBS

1X (lavados de 10min en oscuridad).

Anticuerpos Dilucién Casa Comercial
Anticuerpo de conejo anti — o SMA de humano 1/1000 Cell Signaling, #19245
Anticuerpo de conejo anti-CTGF de humano 1/1000 Abcam, Ab6992
Anticuerpo de raton anti — a Tubulina de humano 1/8000 Sigma Aldrich, T5168
Anticuerpo anti —conejo IRDye 800CW hecho en Cabra 1/20000 LICOR - 92632211
Anticuerpo anti — raton IRDye 680RD hecho en Cabra 1/20000 LICOR - 92668070

Tabla 15. Anticuerpos para deteccién proteica mediante Western Blot.

Se tomaron imagenes de las membranas marcadas utilizando para ello el sistema Odyssey CLx
(LICOR Biosciences) con el software Image Studio (LICOR Biosciences) y éstas fueron analizadas
y cuantificadas con el software FIJI (Image J) midiendo la intensidad de la sefial de las bandas

correspondientes a aSMA normalizando frente a la aTubulina para cada una de las condiciones.
3.2.5.4 Estudio de receptores de Cortistatina en LX2.

Para el estudio de los receptores a través de los que Cortistatina podria ejercer su efecto sobre las
HSCs humanas se realizé un subcultivo de LX2 sobre cristales siguiendo los pasos especificados
en el apartado anterior para el andlisis de la expresion de aSMA mediante IFI. Durante los 7 dias
del subcultivo las LX2 fueron estimuladas con TGFB1 (5ng/mL) y tratadas con Cortistatina-17
(100nM) en presencia o ausencia de los antagonistas recogidos en la Tabla 12 con la misma pauta
de administracion que el propio neuropéptido. La obtencion y andlisis de imagenes se realizo tal

como se describi6 en el aparatado 3.2.5.2.
3.2.5.5 Estudio de la capacidad de contraccion en HHSteC.

Para el estudio del efecto de Cortistatina sobre la capacidad de contraccion de las HSCs se utilizo
la linea celular HHSteC. Estas células se cultivaron en medio DMEM con 10% FBS y 1% p/s y se

llevaron a cabo 2 tipos de experimentos:
- Ensayo de generacion arrugas

Para este ensayo se generd un sustrato polimérico en placas de 35mm? (TPP, 93040) (Fig. 53)
mediante la mezcla de los reactivos Alpha-Gel K A 'y B (40-2407A, de composicion desconocida)
con una proporcion 2:1 para obtener una rigidez de 5 kPa. A esta mezcla se le afiadio el retardante

Alpha- Retard A (CHT Bezema) al 0.1%, de tal forma que la polimerizacion del sustrato no se
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produjera desde el comienzo. Se afiadieron 200 uL de la mezcla a cada placa de 35mm? que se
hicieron difundir mediante la fuerza centrifuga generada por un Spin Caster girando a 1500rpm,
1500rpm/s? durante 3.2seg. A continuacion, las placas fueron calentadas a 60° durante un minimo
de 4h para polimerizar el sustrato. Una vez polimerizado, el sustrato se expuso a un tratamiento con
plasma durante 25seg para aumentar su hidrofilia. Para favorecer la adherencia de las células al
sustrato, éste fue tratado a continuacion con 1% APTES ((3-aminopropil) trietoxylano, Sigma
Aldrich, A3648) durante 90min a 60°C, con 100 pg/mL. EDAC (Clorhidrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodimida, Sigma Aldrich, E7750) durante 15min a T* amb y

finalmente 2pg/cm? gelatina durante 2h minimo.

‘ 200pL Spin Caster
1500 rpm
1500rpm/s? R

o [ B + 0.1% Retardante ] | : @_ [H j
l s

A B V. ‘ N\ 3.2s y N\
> | = ) > y \‘ / Horno

‘ ‘ Difundir | — 60°C

{ 4h minimo

Para 2kPa de rigidez Placa 35mm >

A:B
2:1
2uglcm?
1% APTES 100pg/mL EDAC Gelatina
o Tratamiento 15mL e Horno 1 5mL
- RN conplasma AN 60°C s
" ‘ 25s ( “ 90mm ;’
—’ ‘
k / 4 N
Substrato Hidrofilico 15min
Completamente polimerizado T2 amb Tras 2h minimo

Aspirar y plaquear células

Figura 53. Diagrama de generacion y tratamiento de sustrato polimérico.

Figura creada con Biorender.

Se cultivaron 3.000 células en cada placa sobre el sustrato polimerizado y tratado (Fig. 53). Pasadas
3h se procedio a la estimulacion e incubacion de las células atendiendo a las siguientes 4
condiciones: control (células sin estimulacion), + Cortistatina-17 (100nM), + TGFp1 (2ng/mL) y +
TGFB1 (2ng/mL) + Cortistatina-17 (100nM). A las 3h tras la estimulacion se tomaron 10 imagenes
por condicidon con el microscopio de campo claro Primo Vert Zeiss con objetivo 40X. Una vez
tomadas las imagenes se volvieron a incubar las placas a 37°C hasta un total de 4 dias desde la
estimulacion (repitiendo la administracion de Cortistatina-17 a las 48h), momento en el que se

repitio la toma de imagenes.

120



, CST
3.000 cells : S Q
Control +CST 48h * 4 dias ~
3 3h ! &L
8 . ’: " (Medio) 100 nM > _,.!!
5 = » = Incubacién
| 5KkPa Tatat) (Tanyt 37°C, 5% CO2 &
l Medio Q \}
+TGFB1  + TGFB1 3h N
2ng/mL 2ng/mL
+CST
100 M \."'

Estimulacion

R
Tatys @

Readministracion

Figura 54. Diagrama experimental del ensayo de generacion de arrugas.

Figura creada con Biorender.

Las iméagenes obtenidas en ambos momentos se analizaron mediante el software FIJI (Image J)
aplicando el método de umbralizacion (‘thresholding’) y se cuantifico el area ocupada por las

arrugas generadas en el sustrato por la contraccion de las células (Fig. 55).

»

Figura 55. Analisis y cuantificacion de arrugas mediante thresholding.

- Ensayo de contraccion de geles de colageno:

Para la realizacion de este ensayo se generaron geles de colageno con HHSteC embebidas en su
interior (Fig. 56). Mientras las placas de 35mm? sobre las que se generaron los geles de colageno
se mantenian calientes a 37°C, se prepar6 una mezcla en frio de 100uL de Nutrogen Type I Bovine
Collagen Solution a 6 mg/mL (Advanced BioMatrix, 5010), 100pL de medio DMEM 1X, 11pL de
MEM 10X (Gibco, 15188319), 10uL NaOH 0.01N y 79uL de DMEM con 50.000 células.
Répidamente se dispusieron 190uL de la mezcla fria sobre cada una de las placas calientes de tal
forma que la diferencia de temperatura hiciera polimerizar el gel generado, y se incubaron a 37°C
durante 30min. Pasado el tiempo de incubacion se afiadieron 2.5mL de medio de cultivo atendiendo

a las mismas 4 condiciones descritas para el ensayo de arrugas.

Los geles se dejaron incubar durante 4 dias a 37°C y se tomo una imagen del gel adherido a la placa
considerandose ese momento como tiempo 0 (t0) con el microscopio Nikon SMZ800 y el software

uScope Proffessional Version 22.5. A continuacion, se desacopld el gel de la placa cuidadosamente
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con ayuda de una aguja de 23G y se tomaron imagenes pasados lmin y 15min (t1 y tI5

respectivamente).

190pL mezcla fria
100 pL colageno (6mg/mL)
100 pL medio (DMEM 1X)
11 pL MEM 10X

{ 10 pL NaOH (0.01N)
79 pL celulas en medio

» -
BT 2.5mL

90° - '. - Medio caliente Desacoplamiento ‘ A~

En el centro " +/- Estimulacion del gel L)
ol

/ - 0
. 4 dias
Polimerizacion
Placa 35mm? caliente 30min, 37°C 37°C Tomar imagenes de la contraccion del gel —» | acoplado t0 (min)

desacoplado t1, t15 (min)

Figura 56. Diagrama experimental del ensayo de contraccion de geles de colageno.

Figura creada con Biorender.

Las imagenes fueron analizadas con el software FIJI (Image J). Se cuantifico el area ocupada por
el gel en cada punto temporal dandole un valor de 100% al area cubierta a t0. La delimitacion del

area se realiz6 bordeando el perimetro del gel en cada imagen tal como se observa en la Figura 57.

Figura 57. Analisis y cuantificacion del area del gel de colageno.

3.2.6 Tratamiento de fibroblastos primarios humanos con Cortistatina.

Gracias a la estancia internacional se pudo realizar el estudio del posible efecto de Cortistatina sobre
fibroblastos humanos primarios, NHLF y NHDF, a través de experimentos de analisis de expresion

génica, [FI y ensayos de contraccion.

Para estudiar el nivel de expresion génica de Cortistatina en estas células, se realizaron cultivos de
10® NHLFs (Lonza, CC-2512) y NHDFs (Lonza, CC-2511) en medio DMEM con 10% FBS y 1%
P/S en placa de 10cm?®. Se analizé la expresion génica de Cort en ambos tipos de fibroblastos
primarios en condiciones normales (cultivadas en medio sin estimulacion) y tras ser activadas
durante 24h por estimulacion con TGFB1 (2ng/mL) como en el apartado 3.2.5.1. y la secuencia

nucleotidica de los primers de la Tabla 13.
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Para el andlisis de la expresion de aSMA mediante IFI, 5x10* NHLF fueron cultivados en placas
de 35mm? durante 24h. Pasado ese tiempo, los NHLF fueron estimulados atendiendo a las
siguientes 4 condiciones: control (medio sin estimulacion), +TGFB1 (2ng/mL), + Cortistatina -17
(100nM), +TGFpB1 + Cortistatina-17. Tras 4 dias, con re-administracion de Cortistatina-17 a las
48h, las células fueron lavadas 3 veces con PBS 1x y fijadas con PFA al 3% durante 20min a T*
amb. A continuacion, las células fueron lavadas de nuevo 3 veces con PBS 1X y permeabilizadas
con 0.2% Triton X-100 (BioShop, TRX777.500) en PBS 1X durante Smin a T* amb. Tras otros 3
lavados con PBS 1X se llevo a cabo el proceso de bloqueo durante 1h con PBS 1X + 0.3% BSA
(BioShop, ALB003.100) a T* amb antes de realizar la incubacion con los anticuerpos primarios
(Tabla 16), en solucion de PBS 1X + 0.3% BSA + 0.02% Triton X-100, O/N a 4°C. Tras lavar las
células 3 veces con PBS 1X + 0.02% Triton X-100, éstas se incubaron con los anticuerpos
secundarios (Tabla 16), en solucion PBS1X + 0.02% Triton X-100, durante 1h a T* amb en
oscuridad. Se realizaron 3 nuevos lavados con PBS 1X + 0.02% Tritéon X-100 y los NHLF fueron
incubados con DAPI en PBS 1X + 0.02% Triton X-100, durante 10min a T* amb en oscuridad,
antes de ser montados con el medio de montaje PVA (Southern Biotech Fluormount-G, 0100-01) y

cubreobjetos redondos de S0mm (VWR, 48393-081).

Anticuerpos Dilucion Casa Comercial
Anticuerpo de raton anti — o SMA de humano Sigma Aldrich - A5228
Anticuerpo de conejo anti — Colageno de humano OriGene, R1038

FITC Cabra anti — IgG2a de raton SouthernBiotech, 1080-02
Alexa Fluor 647 Cabra anti — IgG de conejo Invitrogen, A21246

Alexa Fluor 568 anti — Faloidina de humano Invitrogen, A12380

DAPI Sigma Aldrich - 32670

Tabla 16. Anticuerpos utilizados durante la IFI de NHLF.

La adquisicion de imagenes se realizo con el microscopio confocal SP8 Lightning (Leica) con una
magnificacion 400X y el analisis de la intensidad de la fluorescencia se llevo a cabo con el software
FIJI (Image J). Los resultados cuantitativos fueron expresados como la media de los valores

obtenidos al evaluar aleatoriamente 10 células/condicion.

Y finalmente, los ensayos de generacion de arrugas y de contraccion de geles de colageno se

realizaron en las mismas condiciones que en el apartado 3.2.5.5.
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3.3 OBJETIVO 3. Estudiar el efecto terapéutico de la administracion de Cortistatina en

modelos experimentales de fibrosis hepatica.

Para estudiar los efectos que podria ejercer el neuropéptido Cortistatina como tratamiento para la
fibrosis hepatica, se realizaron modelos experimentales de fibrosis hepatica toxica y de fibrosis
hepaética colestatica tanto en ratones Cort+/-y Cort-/- como Cort+/+. En estos ultimos se estudid

ademas el efecto del tratamiento con Cortistatina con diversas pautas de administracion.

Durante la realizacion de ambos modelos, las muestras recogidas se procesaron siguiendo los
protocolos descritos para la realizacion del Objetivo I de esta tesis. Las muestras de tejido hepatico
recogidas en los momentos que se reflejan en las Figuras 58 y 59 se analizaron histolégicamente
mediante las tinciones Rojo Sirio, H/E y la IFI con marcaje para aSMA. Asimismo, se cuantificd
el contenido de colageno en los higados mediante el analisis de hidroxiprolina, la expresion génica
de CTGF, colageno, aSMA y TGFp1 a través de PCRs cuantitativas y los niveles de bilirrubina y

de las aminotransferasas ALT y AST en sangre.

3.3.1 Modelo de fibrosis hepatica colestatica con administracion de Cortistatina.

El modelo de fibrosis hepatica colestatica fue generado en ratones Cort+/- y Cort+/+ mediante la

ligacion del ducto biliar tal como se describio para el Objetivo 1.

Mientras que en los ratones Cort+/- la administracion de 1nmol de Cortistatina-29 o PBS fue cada
2 dias por via intraperitoneal desde el inicio del modelo (Fig. 58A), en los ratones Cort+/+ la se
contemplaron 3 pautas de administracion distintas: desde dia 1, desde dia 5 y desde dia 14 tras el

comienzo del modelo (Fig. 58B).

A) " !
+ Recogida de muestras
i—?ort 5 dia 10 d:a 17 5
Ligacion del
ducto biliar 1‘ (I O S |
CST (1nmol) o PBS Sangre Loby(os
Administracién intraperitoneal cada 2 dias hepaticos
B)
Cort+/+
g{ dia 14 dia 28 —— Recogida de muestras

Ligacion del | | l f&

ductobiliar 1111111111111 1 desdedia1
1111111111 desdedias =
CST (1nmol) o PBS ; 5
Administracir:')’:(i)ntrgperitoneal T T LT i - h&ei)lz)étt’;ngs

cada 2 dias

Figura 58. Modelos experimentales de fibrosis hepatica colestatica con tratamiento con Cortistatina.
A) Pauta de administracion de Cortistatina y de recogida de muestras en ratones Cort+/-. B) Pauta de administracion de
Cortistatina y de recogida de muestras en ratones Cort+/+.
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3.3.2 Modelo de fibrosis hepatica toxica con administracion de Cortistatina.

Siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.1.3 se generd el modelo experimental de fibrosis
hepatica en ratones Cort+/- y Cort-/-. Para el estudio del tratamiento de en ratones Cort+/+ con
fibrosis hepatica toxica, el modelo se generd con una concentracion mayor de CCls en aceite de

oliva (1:3) que fue inyectado intraperitonealmente 2 veces por semana durante 6 semanas (Fig. 59).

Para el tratamiento de los ratones Cort+/- y Cort-/- se administré 1nmol de Cortistatina-29 o PBS
a los ratones via intraperitoneal desde el inicio del modelo (Fig. S9A). Mientras que para el
tratamiento de los ratones Cort+/+ se llevaron a cabo 2 pautas de administracion: la primera
comenz6 su administracion al dia 5 tras el inicio del modelo y la segunda dio comienzo el dia 14
(Fig. 59B). En todos los casos, el neuropéptido Cortistatina-29 se inyect6 intraperitonealmente cada

2 dias hasta fin del modelo.

A) 0.5uL/g
peso raton
Administracion 1 O G 1 0 |
intraperitoneal Cort+/-
CCla(1:9) Cort-/-
2 veces/semana / 1 A 6 D 6
(}' J
CST (1nmol) o PBS v

Administracién intraperitoneal cada 2 dias de muestras

B) 0.5pL/g | 6 semanas |

peso raton
Administracion

A RAR IR E

intraperitoneal
CCla (1:3) Cagbrs
2 veces/semana / T T I I T desdedias
& BE Tt el
CST (1nmol) o PBS J J  Recogida
Administracion intraperitoneal dia 28 dia 42 de muestras
cada 2 dias

Figura 59. Modelos experimentales de fibrosis hepatica téxica con tratamiento con Cortistatina.
A) Pauta de administracion de Cortistatina y de recogida de muestras en ratones Cort+/- y Cort-/-. B) Pauta de
administracion de Cortistatina y de recogida de muestras en ratones Cort+/+.

3.4 ESTADISTICA.

Todos los datos fueron expresados como la media +SEM (error estandar, del inglés Standard error
of the mean) y analizados utilizando el software GraphPad Prism v5.0 (La Joya, CA, USA) en
busqueda de diferencias estadisticas entre los grupos experimentales utilizando para ello el test
Student’s t-test y el test no paramétrico Mann-Whitney U-test. Para el analisis de las curvas de

supervivencia se utilizo el test Kaplan-Meier log-rank test.
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4.1 OBJETIVO 1. Estudiar el papel endégeno de Cortistatina en el desarrollo de la

fibrosis hepatica experimental.

La complejidad de la respuesta fibrogénica conlleva la intervencion de elementos enddgenos que
regulan su desarrollo, de tal forma que su ausencia puede conllevar un empeoramiento del dafio
generado por dicha respuesta. Teniendo esto presente y que Cortistatina podria ser uno de esos
elementos reguladores, durante este primer objetivo se llevo a cabo el estudio de los efectos que
pudiera desencadenar la ausencia de expresion enddgena de este neuropéptido en el desarrollo de

la fibrosis hepatica.

4.1.1 Analisis de la expresion de Cortistatina durante la respuesta fibrogénica.

Primero confirmamos la expresion de Cortistatina en el higado de raton (Fig. 60). A continuacion,
comprobamos que tanto las células hepaticas parenquimatosas (que incluyen principalmente
hepatocitos) como las no parenquimatosas, NPCs (que incluyen fibroblastos portales y HSCs
principalmente), expresaban el gen del neuropéptido, y que esta expresion era del orden de 10-50
veces menor que la mostrada por el cortex cerebral, usada como control positivo de referencia (Fig.
60). Asimismo, confirmamos la expresion de Cortistatina en las HSCs en la linea celular humana

LX2 (Fig. 60).
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Figura 60. El desarrollo de la respuesta fibrogénica reduce la expresion génica de Cortistatina.

Expresion de ARNm de Cortistatina analizada en tejido hepatico de ratones sin tratamiento previo (naive), ratones con
fibrosis toxica inducida por CCls y ratones sometidos a fibrosis colestatica inducida por BDL tras 15 dias desde el inicio
de los modelos, en células no parenquimatosas del higado de raton (NPCs), en hepatocitos de raton, en HSCs humanas
(LX2), en LX2 activadas con TGFB1 y en cerebro de raton. La expresion génica se determind mediante qPCR en tiempo
real y se normalizd frente a los niveles del gen interno Rplp0. Los datos son la media + SEM con puntos que representan
valores individuales de animales biologicamente independientes. *p<0,05.

De forma similar a lo observado en las muestras de pacientes con patologias hepaticas fibroticas

(Fig. 33), la induccion de la respuesta fibrogénica en los modelos de fibrosis hepatica por inyeccion
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de un agente téxico como CCly o por dafio colestatico (BDL) disminuyé de forma significativa la
expresion de Cortistatina en el tejido hepéatico (Fig. 60). Ademas, también observamos esta relacion
inversa entre la expresion de Cortistatina y la respuesta fibrogénica en las células LX2 activadas

con TGFB1 (Fig. 60).

4.1.2 Analisis del estado fisiologico de higados de ratones Cort+/+, Cort+/- 'y Cort-/-.

Para poder analizar correctamente los posibles efectos de la deficiencia endogena de Cortistatina
sobre el desarrollo de la fibrosis hepatica, primero evaluamos el estado fisiologico hepatico de los

ratones naive Cort+/+, Cortt+/- y Cort-/- en dos momentos diferentes de su vida (juventud y

envejecimiento).
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Figura 61. Efecto de la deficiencia endégena en Cortistatina sobre la fibrosis en ratones naive jovenes y envejecidos.
Anélisis de los 16bulos hepaticos recogidos de ratones Cort+/+, Cort+/-y Cort-/- de 3 y 18 meses. A) Analisis histologico
mediante tincion Rojo Sirio. Barra de escala: 100um. B) Cuantificacion del grado de fibrosis presente en los cortes
histologicos de los higados mediante la Escala Ishak. C) Cuantificacion del 4rea hepatica tefiida de rojo con la tincion
Rojo Sirio. D) Cuantificacion de la generacion de colageno en el higado mediante analisis de hidroxiprolina. Datos =
media + SEM con puntos representando valores individuales de ratones. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

No observamos ninguna evidencia de dafio de caracter fibrotico en los higados de ratones jovenes
(3 meses de edad) de los tres genotipos (Fig. 61 A-D). Sin embargo, los higados de ratones
envejecidos (18 meses de edad) deficientes en Cortistatina revelaron la presencia significativa de

signos de fibrosis en comparacidon con los higados de los ratones Cort+/+ de la misma edad,
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caracterizada por una incipiente desestructuracion del parénquima hepatico (Fig. 60A y B), un
mayor porcentaje de area fibrotica Rojo Sirio” (Fig. 60A y C), y un aumento en la concentracion
de colageno (Fig. 60D). En los ratones deficientes en Cortistatina detectamos la presencia de un
mayor numero de células efectoras de la respuesta fibrogénica diferenciadas en miofibroblastos,
caracterizados por la expresion de aSMA, alrededor de las zonas portales (Fig. 62A y B), que no
estaba presente ni en el tejido hepatico de los ratones jovenes de los tres genotipos ni en el de los

ratones Cort+/+ de 18 meses.
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Figura 62. Efecto de la deficiencia en Cortistatina sobre la presencia de miofibroblastos en higados naive jovenes
y envejecidos.

Analisis de los 16bulos hepaticos recogidos de ratones Cort+/+, Cort+/-y Cort-/- de 3 y 18 meses. A) Analisis histologico
mediante IFI con marcaje para aSMA (verde) y DAPI (azul). Barra de escala: 100um. B) Cuantificacion del area aSMA™
y de su intensidad de fluorescencia. Datos = media + SEM con puntos representando valores individuales de ratones.
#p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.

Puesto que el componente inflamatorio juega un papel importante en el desencadenamiento y
perpetuacion de la respuesta fibrogénica, estudiamos este aspecto también en las muestras de tejido
hepatico de los ratones naive de ambas edades. Mientras que en los ratones jovenes no observamos
elementos asociados a respuestas inflamatorias en ninguno de los tres genotipos (Fig. 63), en los
ratones envejecidos deficientes en Cortistatina si encontramos una ligera presencia del componente
inflamatorio en pequefios focos dispersos de mayor celularidad que, de forma llamativa, era mayor

en alrededor de un 40% de los ratones Cort+/- envejecidos (Fig. 63) en los que llegamos a encontrar
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acumulos inflamatorios asociados a estructuras vasculares, venas centrilobulillares y entre los
espacios sinusoidales (Fig. 63, flechas rojas y verdes). Curiosamente, en estos ratones con mayor
dafio tisular observamos también un engrosamiento irregular y acelular de los vasos hepaticos (Fig.
63, flechas naranjas) Ademas, esta mayor celularidad se correspondia con la expresion de los
marcadores inflamatorios TNFa (citoquina pro-inflamatoria) y F4/80 (marcador de KCs activadas)
(Fig. 64). Sin embargo, en ningun caso observamos el desarrollo de patologia, y las diferencias en
cuanto a la respuesta inflamatoria entre los ratones envejecidos Cort+/+, Cort+/- 'y Cort-/- no

fueron significativas (Fig. 63 y 64).
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Figura 63. Efecto de la deficiencia endégena en Cortistatina en el tejido hepatico de ratones naive jévenes y
envejecidos.

Analisis de los l6bulos hepaticos recogidos de ratones Cort+/+, Cort+/- 'y Cort-/- de 3 y 18 meses tefiidos con
Hematoxilina/ Eosina (H/E). Barra de escala: 100um Cuantificacion del area ocupada por focos de alta celularidad. Datos
=media + SEM con puntos representando valores individuales de ratones. Abajo: Detalles de la tinciéon H/E, ratones 18
meses. Barra de escala: 50um. Flechas rojas: focos alta celularidad. Flechas verdes: Infiltrado celular en espacios
sinusoidales. Flechas naranjas: engrosamiento de paredes arteriolares.
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Figura 64. Efecto de la deficiencia endégena en Cortistatina sobre la expresion de marcadores de inflamacion en
ratones naive jovenes y envejecidos.

Analisis de la expresion génica de marcadores de inflamacion TNFa y F4/80 en tejido hepatico de ratones Cort+/+,
Cort+/-y Cort-/- de 3 y 18 meses determinada por qPCR a tiempo real y comparada frente a los niveles del gen interno
Rplp0. Datos = media + SEM con puntos representando valores individuales de ratones. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

4.1.3 Estudio del efecto de Cortistatina durante la fibrosis hepatica colestatica.

Para estudiar el efecto enddégeno de Cortistatina en el desarrollo de la respuesta fibrogénica en
enfermedades como la cirrosis primaria biliar o la colangitis esclerosante, generamos el modelo de
fibrosis hepatica colestatica mediante BDL en ratones Cort+/+, Cort+/- y Cort-/-. Durante la
realizacion del modelo experimental de fibrosis colestatica encontramos que la deficiencia en
Cortistatina se correlacionaba con un aumento de la tasa de mortalidad. Mientras que el 100% de
los ratones Cort+/+ sobrevivian a lo largo del modelo, un 40% de los ratones deficientes en
Cortistatina no llegaban a fin de experimento (Fig. 65). Encontramos que esta elevada tasa de
mortalidad de los ratones Cort+/- y Cort-/- se correlacionaba con un dafio hepatico de caracter

fibrotico mucho mas temprano y exacerbado que el desarrollado por los ratones Cort+/+ (Fig. 66
A-C).

100
o 80
Q *
e
2 60 .
5
g 40 41 —@— Cort ++(n=15)
3 —&— Cort +- (n=11)
¥ 207 _a— cort - (n=13)

0 T T T T I T I

0 4 8 12 16 20 24 28
Dias tras BDL

Figura 65. Los ratones deficientes en Cortistatina presentan mayor tasa de mortalidad por fibrosis colestatica.
Durante el modelo de fibrosis colestatica inducida por BDL la supervivencia de los ratones Cort+/+, Cort+/-y Cort-/-
fue monitorizada hasta fin de experimento. *p<0.05 frente a raton Cort+/+.

Mientras que a nivel fisiologico el coldgeno se encontraba alrededor de los vasos hepéticos (Fig.
61) al igual que en los ratones sham de los tres genotipos (Fig. 66), la induccion de la respuesta
fibrogénica en ratones Cort+/+ gener6 el engrosamiento de dichos vasos junto con la aparicion de
nuevos pseudo-ductulillos alrededor de las venas y espacios porta para intentar asi reabastecer el
flujo de bilis restringido por la BDL (Fig. 66A). Los ratones Cort+/- y Cort-/- mostraron mayor
generacion de ECM y de pseudo-ductulillos comparado con los ratones Cort+/+ (Fig. 66A y B), lo
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que se correspondia con un elevado contenido en colageno detectado en el tejido hepatico de los
ratones deficientes en Cortistatina (Fig. 66C). Observamos que la deficiencia en Cortistatina
favorecio la activacion de las células efectoras de la respuesta fibrogénica de forma mas temprana
y potente que en los ratones Cort+/+ (Fig. 67B). Hecho que ademas se correlacionaba con la
expresion génica de los principales marcadores de fibrosis (Fig. 68). La deficiencia en Cortistatina
en los ratones con fibrosis hepatica generada por BDL favorecid a una mayor expresion de los genes
Ctgf, Colla2 y aSma con respecto a la detectada en los higados de los ratones Cort+/+ (Fig. 68).
Sin embargo, en relacion al nivel de expresion génica de Tgf/ encontramos marcadas diferencias
entre los ratones deficientes en Cortistatina con respecto a los Cort+/+ dependiendo de si la
deficiencia en Cortistatina era parcial o total. Mientras que los ratones Cort-/- mostraron una mayor
expresion de Tgfp1, los niveles de expresion de este factor fueron significativamente menores en

los ratones Cort+/- (Fig. 68).
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Figura 66. La deficiencia en Cortistatina exacerba la fibrosis hepatica colestatica.
La fibrosis hepatica colestatica fue inducida en los ratones Cort+/+, Cort+/- y Cort-/- mediante BDL y los ratones sham
de cada genotipo se tomaron como control. La extension de la fibrosis se analiz6 mediante la tincién Rojo Sirio. A)
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Imagenes representativas de tejido hepatico a 17 tras inicio del modelo de fibrosis hepatica colestatica. Barra de escala:
100um. B) Cuantificacion del area ocupada por tejido hepatico tefiido de rojo en la tincién Rojo Sirio a 10, 17 y 28 dias
tras BDL. (5-15 ratones/condicion) C) Cuantificacion del contenido de colageno mediante analisis de hidroxiprolina en
los higados recogidos a los tiempos indicados. Datos = media + SEM con puntos representando valores individuales de
ratones. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 frente a raton Cort+/+.
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Figura 67. Mayor presencia de miofibroblastos en el tejido hepatico de ratones deficientes en Cortistatina.

La fibrosis hepatica colestatica fue inducida en los ratones Cort+/+, Cort+/- y Cort-/- mediante BDL y los ratones sham
de cada genotipo se tomaron como control. A) Iméagenes representativas de la presencia positiva de miofibroblastos
activados en el tejido hepatico a 17 dias tras inicio del modelo de fibrosis hepatica colestatica mediante IFI con marcaje
verde para aSMA y azul para DAPI. Barra de escala: 100um. B) Cuantificacion del area ocupada por marcaje aSMA+

en los higados recogidos a los tiempos indicados. (5-7 ratones/condicion). Datos = media + SEM. ***p<0.001 frente a
raton Cort+/+.
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Figura 68. La deficiencia en Cortistatina aumentd la expresion génica de marcadores de fibrosis tras BDL.
Anilisis de la expresion de los genes Ctgf, Colla2 (matriz extracelular), aSma (miofibroblasto) y Tgff! (regulador
respuesta fibrogénica) en muestras de tejido hepatico obtenido de ratones Cort+/+, Cort+/-y Cort-/- a 10 dias tras BDL.
La expresion génica se determind mediante qPCR en tiempo real y se normaliz6 frente a los niveles del gen interno Rpip0.
Datos = media + SEM con puntos representando valores individuales de ratones. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.
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El estudio histopatologico reveld también mayor dafio hepatico asociado a la muerte hepatocitaria
segun la evaluacion de la presencia de grandes zonas necréticas parenquimatosas, colangitis e

inflamacion periportal (Fig. 69A y B).
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Figura 69. La deficiencia en Cortistatina incrementa la muerte hepatocitaria por BDL.

La fibrosis hepatica colestatica fue inducida en los ratones Cort+/+, Cort+/- y Cort-/- mediante BDL tomando a los
ratones sham de cada genotipo como control. A) Imagenes representativas de tejido hepatico a 17 dias tras inicio del
modelo de fibrosis hepatica colestatica. Barra de escala: 100pum. Flechas amarillas: balsas de necrosis. Barra de escala:
100um. B) Cuantificacion de la extension de las areas de necrosis en los cortes histologicos de tejido hepatico recogido
en los tiempos indicados y tefiido con H/E. (5-13 ratones/condicion). Datos = media + SEM. **p<0.01, ***p<0.001 frente
a raton Cort+/+.

El dafio tisular presente en los higados de los ratones deficientes en Cortistatina se tradujo en el
aumento de los niveles séricos de bilirrubina, ALT y AST en comparacion con los detectados en
los ratones Cort+/+ (Fig.70), lo que refleja una peor funcion hepatica ante la deficiencia en

Cortistatina.
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Figura 70. Mayores niveles séricos de bilirrubina, AST y ALT en los ratones deficientes en Cortistatina con fibrosis
colestatica.

Analisis de los niveles de bilirrubina directa, aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) en
muestras de plasma de ratones Cort+/+, Cort+/-'y Cort-/- a los 10 dias tras BDL. Datos = media + SEM con puntos
representando valores individuales de ratones. *p<0.05, ****p<0.0001.

4.1.4 Estudio del efecto de Cortistatina en el desarrollo de la fibrosis hepatica toxica.

Mediante la generacion del modelo de fibrosis hepatica toxica por administracion del compuesto
toxico CCls quisimos recrear un dafio similar al que se produciria en pacientes con enfermedades
como la hepatitis cronica viral, la esteatohepatitis no alcohdlica u otras con un componente asociado

a hepatotoxicidad.

Inicialmente llevamos a cabo la induccion del modelo de la administracion de CCly diluido en el
vehiculo con una proporcion 1:3, sin embargo, con estas condiciones obtuvimos una tasa de
mortalidad del 80% de los ratones deficientes en Cortistatina frente a un 100% de supervivencia de
los Cort+/+, por lo que decidimos reducir las concentracion del agente toxico y llevar a cabo su
administracion en una proporcion tres veces menor, 1:9. A pesar de ello, un 25% de los ratones
deficientes en Cortistatina fallecieron antes del fin del modelo, mientras que el todos los ratones

Cort+/+ sobrevivieron (Fig. 71).
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Figura 71. La deficiencia en Cortistatina predispone a una mayor tasa de mortalidad por fibrosis hepatica téxica.
Durante el modelo de fibrosis hepatica téxica inducida por CCla (1:9 en aceite de oliva) la supervivencia de los ratones
Cort+/+, Cort+/- y Cort-/- fue monitorizada hasta fin de experimento. *p<0.05 frente a ratén Cort+/+.

La necropsia realizada a los ratones con fibrosis hepatica toxica revel6 el desarrollo de grandes
dafios en el tejido hepatico de los ratones deficientes en Cortistatina, dafios que podian apreciarse

incluso macroscopicamente (Fig. 72). La deficiencia en Cortistatina favorecio el desarrollo de focos
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fibréticos de gran tamaiio (Fig. 72, flechas blancas) en los 16bulos hepaticos que ademas estaban
mas adheridos entre si y con el resto de tejidos circundantes al mismo tiempo que presentaban
mayoritariamente un aspecto mas graso con pérdida del tono rojizo claro caracteristico del tejido
hepatico sano. Este modelo no cursé con cambios aparentes en la vesicula biliar (Fig. 72, flechas
azules). Sin embargo, los dafios en los ratones Cort+/- y Cort-/~ no se limitaban sélo al tejido
hepatico, sino que también observamos que los pulmones estaban afectados (Fig. 72, flechas
naranjas).

Vehiculo WOl

Cort+/+ Cort+/+ Cort#/- Cort-/-

Figura 72. La deficiencia en Cortistatina genera dafios macroscopicos en ratones con fibrosis hepatica téxica.
Imagenes representativas de la necropsia realizada a ratones Cort+/+, Cort+/-y Cort-/- a los 42 dias tras el comienzo
del modelo. Flecha azul: vesicula biliar. Flecha naranja: dafio pulmonar. Flecha blanca: dafio hepatico.

B)

Figura 73. Gran dafio tisular en los pulmones de ratones deficientes en Cortistatina con fibrosis hepatica téxica.
Imagenes representativas del tejido pulmonar de ratones Cort+/+, Cort+/- y Cort-/- a los 42 dias tras el comienzo del
modelo de fibrosis hepatica toxica. A) Tincion H/E. B) Tincién Pentacrémico de Russel Movat. Barra de escala: 100pm.

El estudio histopatologico del tejido pulmonar reveld la ausencia de lesion en los ratones Cort+/+
(Fig. 73 A y B) mientras que en los pulmones de los ratones deficientes en Cortistatina mostraban

importante distorsion de la estructura pulmonar a causa del extenso edema que presentaban con la
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presencia de un elevado componente inflamatorio mixto (presencia de células polimorfonucleares,

linfocitos y macréfagos) y de zonas colapsadas con inicio de fibrosis de caracter celular.
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Figura 74. La deficiencia en Cortistatina exacerba la fibrosis hepatica téxica.

La fibrosis hepatica toxica fue inducida en los ratones Cort+/+, Cort+/- y Cort-/- mediante administracion de CCls (1:9
en aceite de oliva) y los ratones de cada genotipo a los que se les administro el vehiculo aceite de oliva se tomaron como
control. La extension de la fibrosis se analizo mediante la tincion Rojo Sirio. A) Imagenes representativas a dia 42 (abajo
imagenes con mayor detalle). Barra de escala: 100um. B) Detalles de la tincién Rojo Sirio de la cépsula de Glisson.
Imagenes representativas a dia 42. Barra de escala: 100pum. C) Evaluacion del grado de dafio por fibrosis segun la escala
Ishak. (5-15 ratones/condicion). D) Cuantificacion del area ocupada por tejido hepatico tefiido de rojo en la tincion Rojo
Sirio. (5-15 ratones/condicion) E) Cuantificacion de la generacion de coldgeno en el higado mediante analisis de
hidroxiprolina. Datos = media + SEM con puntos representando valores individuales de ratones. *p<0.05, **p<0.01,
**%%p<0.0001 frente a raton Cort+/+.
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En el tejido hepatico de los ratones deficientes en Cortistatina encontramos una progresion mas
temprana y exacerbada de la respuesta fibrogénica (Fig. 74A-D). La administracién de CCl4 generd
en los ratones Cort+/+ un leve engrosamiento de los vasos hepéaticos, con la expansion fibrosa de
algunas zonas portales y la aparicion de septos fibrosos cortos (Fig. 74A). La deficiencia en
Cortistatina hizo que los ratones a los que se les inyecté CCls desarrollaran un extenso entramado
fibrotico que provoco la desestructuracion del parénquima hepatico con la expansion fibrosa de la
mayoria de las zonas portales y con uniones entre espacios porta (Fig. 74A). Ademas, los ratones
deficientes en Cortistatina presentaban un claro engrosamiento de la capsula de Glisson (Fig. 74B),
que podria justificar las areas fibroticas que observamos macroscopicamente (Fig. 72, flechas
blancas). Los higados de los ratones Cort+/- y Cort-/- presentaron desde etapas tempranas un dafio
por fibrosis de casi el grado 3 en la escala Ishak con un area cubierta por tejido fibrético de
aproximadamente el doble que los Cort+/+ (Fig. 74 A-C), y que se correspondia con el gran
aumento del contenido en colageno (Fig. 74D). Curiosamente, los ratones Cort+/- a los que solo se
les administroé el vehiculo en el que se disolvia el agente toxico presentaban una pequea respuesta
fibrogénica derivada tan solo de la propia manipulacion durante la inyeccion del vehiculo (Fig. 74A
y C) que no se detectod en los otros genotipos. Durante el desarrollo del dafio hepatotoxico causado
por el CCl, observamos también que, debido a la deficiencia en Cortistatina, un mayor porcentaje
de células efectoras de la respuesta fibrogénica se encontraban diferenciadas a miofibroblastos
aSMA" de forma mas temprana que en ratones Cort+/+ (Fig. 75). La presencia de estas células
activadas se correspondia con el entramado fibrotico presente en el tejido hepatico (Fig. 74A) y la
expresion génica de los marcadores CTGF, colageno y TGFB1 (Fig. 76), que era mayor en los

ratones con deficiencia en Cortistatina en comparacion con los ratones Cort+/+.

Asimismo, encontramos una mayor celularidad alrededor de los espacios porta y en pequefios focos
dispersos por el tejido hepatico de ratones Cort+/~- y Cort-/- en comparacion con el de los ratones
Cort+/+ (Fig. 77). E dafio generado en los hepatocitos en este modelo experimental fue diferente
al observado tras la BDL (Fig. 69). La fibrosis hepatica toxica generé en los ratones deficientes en
Cortistatina la macrovacuolizacion de los hepatocitos (desarrollo de una unica vacuola de gran

tamario, flechas verdes) y la presencia de infiltrado crénico perivascular (Fig. 77).

Todos estos dafios causados al tejido hepatico debido al desarrollo de la respuesta fibrogénica, que
fue mas marcada ante la deficiencia en Cortistatina, se tradujeron en el aumento de los niveles

séricos de bilirrubina, ALT y AST en los ratones deficientes en este neuropéptido (Fig. 78).
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Figura 75. Efecto de la deficiencia en Cortistatina sobre la presencia de miofibroblastos aSMA™ en tejido hepatico
con fibrosis téxica.

La fibrosis hepatica toxica fue inducida en los ratones Cort+/+, Cort+/- y Cort-/- mediante administracion intraperitoneal
de CCla (1:9 en aceite de oliva) y los ratones de cada genotipo a los que se administr6 inicamente el vehiculo aceite de
oliva se tomaron como control. A) Imagenes representativas de la presencia positiva de miofibroblastos en el tejido
hepatico marcado en verde para aSMA y azul para DAPI mediante IFI. Imagenes representativas a 42 dias tras el
comienzo del modelo. Barra de escala: 100um. B) Cuantificacion del area ocupada por marcaje aSMA+ (5-15
ratones/condicioén). Datos = media + SEM. **p<0.01 ***p<0.001 frente a raton Cort+/+.
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Figura 76. La deficiencia en Cortistatina aumenté la expresién génica de marcadores de fibrosis en el modelo de
fibrosis hepatica téxica.

Analisis de la expresion de los genes Ctgf, Colla2 y Tgff1 en muestras de tejido hepatico obtenido de ratones Cort+/+,
Cort+/-y Cort-/- a distintos tiempos después del comienzo del modelo de fibrosis hepatica toxica inducida por CCls (1:9
en aceite de oliva). La expresion génica se determin6 mediante qPCR en tiempo real y se normaliz6 frente a los niveles

del gen interno Rplp0. Datos = media + SEM con puntos representando valores individuales de ratones. *p<0.05,
#kp<(.01, ***%p<0.0001.
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Anélisis del papel del neuropéptido Cortistatina en fibrosis hepatica Resultados

A) @_ﬁomﬁ lCom-/- ‘.,,Cort-/-

Vehiculo

CCl,

Figura 77. Tincion H/E de tejido hepatico con fibrosis toxica.

Imagenes representativas del tejido hepatico de ratones Cort+/+, Cort+/- y Cort-/- a dia 42 tras el comienzo del modelo
de fibrosis hepatica toxica inducida por CCl4 (1:9 en aceite de oliva). Flechas rojas: infiltrado celular. Flechas verdes:
macrovacuolizacion hepatocitaria.
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Figura 78. Los ratones deficientes en Cortistatina con fibrosis hepatica toxica presentan peor funcion hepatica.
Analisis de los niveles de bilirrubina directa, AST y ALT realizado en muestras de sangre de ratones Cort+/+, Cort+/-y
Cort-/- obtenidas a los 15 dias tras inducir el modelo de fibrosis hepatica toxica. Datos = media + SEM con puntos
representando valores individuales de ratones. *p<0.05.

4.1.5 Estudio del efecto endégeno de Cortistatina sobre la respuesta inflamatoria en

modelos de fibrosis hepatica.

Debido a que un paso critico en el inicio de la fibrosis hepatica es la fuerte respuesta inflamatoria
y a que Cortistatina posee efectos anti-inflamatorios, evaluamos la expresion de TNFa, una de las

principales citoquinas inflamatorias, y de F4/80, marcador de KC activadas.
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Figura 79. La deficiencia en Cortistatina genera mayor respuesta inflamatoria durante la fibrosis hepatica.

El analisis de la expresion de los genes Tnfo y F4/80 se realizo en muestras de tejido hepatico obtenidas tanto de ratones
naive Cort+/+, Cort+/-y Cort-/- como de ratones con fibrosis hepatica toxica inducida por CCls (1:9 en aceite de oliva)
y con fibrosis hepatica colestatica por BDL, a 5 y 14 dias tras la induccién de cada uno de los modelos experimentales.
La expresion génica de ambos tipos de marcadores inflamatorios fue determinada por gPCR en tiempo real y se normalizo
frente a los niveles del gen interno Rplp0. Datos = media + SEM con puntos representando valores individuales de ratones.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Como era de esperar, la induccion de fibrosis hepatica tanto colestatica como toxica dio como
resultado un aumento progresivo de la expresion de los genes Tnfa y F4/80 en el tejido hepatico de
los tres genotipos (Fig. 79). Sorprendentemente, encontramos que los ratones naive con deficiencia
de cortistatina mostraron niveles hepaticos mas bajos de ambos marcadores inflamatorios que los
ratones Cort+/+ (Fig. 79). Sin embargo, los higados de ratones Cort+/- y Cort-/- que fueron
sometidos a exposicion cronica a CCls mostraron picos mas tempranos y exacerbados de expresion
de TNFa y F4/80 que luego fueron mitigados (Fig. 79). Ademas, mientras que los niveles de
expresion génica de TNFo también aumentaron inicialmente en ratones deficientes en Cortistatina
con fibrosis hepatica inducida por BDL, el marcador de KC F4/80 siempre se mantuvo menos

expresado en estos animales en comparacion con el mostrado por ratones Cort+/+ (Fig. 79).

Tomados en conjunto, nuestros hallazgos durante la realizacion del Objetivo I de esta tesis doctoral
indican que el neuropéptido Cortistatina es un regulador clave de la fibrosis patologica inducida
por lesion hepatica cronica, actuando como un factor protector antifibrotico que podria limitar la

activacion/diferenciacion de los miofibroblastos.
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4.2 OBJETIVO 2. Estudiar el efecto directo de Cortistatina sobre las células efectoras de

la respuesta fibrogénica en el higado.
4.2.1 Estudio del efecto de Cortistatina sobre HSCs primarias de raton.

Numerosas evidencias demuestran que la fibrosis patoldgica es llevada a cabo por los
miofibroblastos activados, cuya principal fuente en el tejido hepatico son las HSCs*2. Para poder
estudiar el efecto directo de Cortistatina sobre las células efectoras de la respuesta fibrogénica en
el higado, aislamos NPCs primarias de ratones naive Cort+/+ y Cort-/-. Obtuvimos un cultivo
enriquecido en HSCs que con el contacto con el plastico se activaban perdiendo sus caracteristicas
gotas lipidicas y adquirian una morfologia mas ramificada (Fig. 80A). Para comprobar la pureza de
nuestro cultivo, analizamos la posible presencia de otras poblaciones celulares mediante
inmunofluorescencia y detectamos una participaciéon marginal de NPCs CD31* (LSECs) y CD68"
(KCs) (Fig. 80B).

A)

Dia 1 Dia 2

Dia 5

B) GFAP / CD31/ DAPI GFAP / CD68 / DAPI

Figura 80. Caracterizacion de las poblaciones celulares en los cultivos de NPCs primarias de raton.

A) Iméagenes de microscopia con contracte de fase de NPCs Cort+/+ durante los 5 primeros dias tras su asilamiento. Se
observa el fenotipo HSC, con gotas lipidicas de Vitamina A que se fueron perdiendo progresivamente al activarse las
HSCs por el contacto con el plastico de los frascos de cultivo. La mayoria de las NPCs mostraron este fenotipo HSC a lo
largo del cultivo. B) Imagenes representativas del analisis de NPCs Cort+/+ por IFI con marcaje verde para GFAP, rojo
para CD31 y azul para DAPI (izquierda) y con marcaje verde para GFAP, rojo para CD68 y azul para DAPI (derecha)
tras 7 dias de cultivo primario (sobre plastico) y 1 dia de cultivo secundario (sobre cristal).

Para comparar las HSCs presentes en los cultivos de NPCs aisladas de los ratones de ambos
genotipos, evaluamos su estado de diferenciacion a miofibroblastos aSMA™ siguiendo el esquema

de trabajo presentado en la Figura 48.
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Figura 81. Las NPCs Cort-- muestran un aumento de la diferenciacion a miofibroblastos y una respuesta
fibrogénica mas exacerbada.

Tras su aislamiento, las NPCs Cort+/+ y Cort-/- se mantuvieron durante 6 dias en un cultivo primario en frascos de
cultivo de plastico y 1 o 4 dias sobre cristal en un cultivo secundario. A) Imagenes representativas de HSCs por IFI con
marcaje verde para GFAP, rojo para aSMA y azul para DAPI tras 1 o 4 dias de cultivo secundario. B) Cuantificacion del
% de HSCs no activadas, miofibroblastos aSMA™ ¥¥° y miofibroblastos aSMA™ 4, (n= 18 para 1 dia de cultivo
secundario, n=5 para 4 dias de cultivo secundario). C) Expresion de marcadores fibrogénicos en NPCs primarias de raton
tras el cultivo primario. *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001 frente a NPCs Cort+/+.

Después de una semana en cultivo, la mayoria de las NPCs Cort+/+ (>80%) mostraron un fenotipo
de HSC quiescente/no activado (GFAP"/aSMA"), y tan solo el 10% de ellas correspondieron a
miofibroblastos activados que expresan aSMA fibras de estrés (Fig. 81A y B). Sin embargo, los
cultivos de NPCs deficientes en Cortistatina mostraron desde el inicio un significativo porcentaje
(>30%) de miofibroblastos aSMA* @ activados que progresaron rapidamente a mas del 70% del
total de células al final del cultivo, un porcentaje que fue mucho mas alto que el observado (<30%)
en los cultivos de NPCs Cort+/+ (Fig. 81A y B). Ademas, los cultivos de NPCs Cort-/- mostraron
un nimero de células 1.8 veces mayor que los cultivos de NPCs Cort+/+. El exacerbado fenotipo
fibrogénico/miofibroblastico observado en las NPCs Cort-/~ se correlaciond con una expresion

aumentada inicial de marcadores/mediadores profibroticos en comparacion con las NPCs Cort+/+.
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(Fig. 81C), lo que sugiere que las NPCs deficientes en cortistatina estaban mas comprometidas que

las NPCs Cort+/+ a diferenciarse en miofibroblastos activados.

Para estudiar més en detalle el perfil genético de las NPCs aisladas, analizamos su expresion
transcriptomica mediante la técnica RNAseq de nueva generacion. Comparando el perfil obtenido
observamos 2289 genes que estaban diferencialmente expresados de forma significativa (FDR con
valor p<0.05) en las NPCs de ratones Cort-/~, de entre los cuales 1284 estaban regulados al alza, de
forma positiva, y 1005 estaban regulados a la baja, de forma negativa, con respecto a las NPCs de

ratones Cort+/+ (Fig. 82A, Anexo 1).
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Figura 82. Perfil de expresion genética analizado mediante RNAseq y su validacion por qPCR.

Las NPCs fueron aisladas de ratones Cort+/+ y Cort-/- como se describe en el apartado 3.2.1 de esta tesis doctoral. Tras
un cultivo primario de 6 dias se realiz6 su analisis comparativo por RNAseq. A) Volcano plot con genes expresados
diferencialmente (DEGs) con un valor p de false discovery rate (FDR) < 0.05 entre NPCs Cort+/+ y Cort-/-. Descripcion
de todos los DEGs obtenidos en el Anexo 1 de esta tesis. B) Expresion génica de Myll, Actcl, Thbs4, Ngp, s10049,
Sultlel cuantificada por qPCR en tiempo real y normalizada frente a los niveles del gen interno Rplp0. C) Validacion de
los resultados mediante comparacion de los niveles de expresion medidos por RNAseq y por qPCR. Datos = media de 2
cultivos independientes de NPCs (6 ratones/cultivo).

De entre los genes expresados diferencialmente, seleccionamos 3 regulados al alza (Myll, Actcl,
Thbs4) y 3 regulados a la baja (Ngp, S100a9, Sultiel) para analizar su expresion también via gPCR

a tiempo real (Fig. 82B). De esta forma validamos los resultados del RNAseq al obtener un alto

grado de correlacion entre ambos tipos de analisis, con un coeficiente de Pearson de 0.98 (Fig.
820).
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Con los 640 genes con mayor cambio de expresion estadisticamente significativo (FDR<0.05 y
[log2FC[>1) realizamos un agrupamiento jerarquico no supervisado para poder clasificar los genes
segun su nivel de expresion y obtuvimos una separacion de las muestras (2 por genotipo) en 2
grupos principales con minima superposicion entre ellos como se puede apreciar en el dendrograma
(Fig. 83A). Curiosamente, observamos que dentro del top-25 de los DEGs regulados al alza 22
estaban especificamente relacionados con la diferenciacion, generacion, funciéon de células
musculares o eran marcadores de éstas (Fig. 83B, Anexo 2 - Tabla 1). De hecho, encontramos que
la expresion de 53 genes relacionados con musculo estaba aumentada al menos 4 veces en las

células deficientes en Cortistatina (Fig. 83C, Anexo 2 — Tabla 1).
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Figura 83. Analisis de la expresion de genes con mayor cambio de expresion estadisticamente significativo.

Las NPCs fueron aisladas de ratones Cort+/+ y Cort-/- como se describe en el apartado 3.2.1 de esta tesis doctoral. Tras
un cultivo primario de 6 dias se realizé su analisis comparativo por RNAseq. A) Dendrograma comparativo entre 2
muestras Cort+/+ y 2 Cort-/- tras agrupamiento jerarquico no supervisado del top 640 de los DEGs con log?2 fold change
>1 o <-1. Descripcion de todos los DEGs obtenidos en el Anexo 1 de esta tesis. B) Top 25 de los DEGs regulados al alza
en las NPCs Cort-/-. Barras rojas: genes relacionados con muisculo. Descripcion de los DEGs en la Tabla 1 del Anexo 2
de esta tesis. C) Genes relacionados con musculo en el top 110 de los DEGs regulados al alza en NPCs Cort-/-.
Descripcion de los DEGs en la Tabla 1 del Anexo 2 de esta tesis. Datos = media de 2 cultivos independientes de NPCs
(6 ratones/cultivo).

A través del analisis de ontologia genética (GO) descubrimos que los DEGs (mayormente regulados
al alza) estaban asociados principalmente con componentes relacionados con la funcion muscular,
la activacion/diferenciacion de miofibroblastos y la generacion de matriz extracelular (Fig. 84,

Anexo 2 — Tabla 2). Realizando un analisis mas detallado observamos también que un nimero
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significativo de DEGs regulados a la baja en las células Cort-/~ estaban relacionados con la

respuesta defensiva a infecciones virales y con la respuesta a IFN (Fig. 84B y Anexo 2 — Tabla 3).
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Figura 84. Analisis de ontologia genética de los DEGs en las NPCs Cort-/-.

A) Top 10 de los términos de ontologia genética (GO) asociados a componentes celulares en el estudio transcriptomico
por RNAseq de NPCs aisladas de ratones Cort-/-. El listado de DEGs regulados al alza o a la baja englobados en el GO
de componentes celulares se encuentra en la Tabla 2 del Anexo 2. B) Top 5 de los términos GO asociados a procesos
bioldgicos (izquierda) y a funciones moleculares (derecha) en el estudio transcriptomico por RNAseq de NPCs aisladas
de ratones Cort-/-. El listado de DEGs regulados al alza o a la baja englobados en el GO de procesos bioldgicos se
encuentra en la Tabla 3 del Anexo 2, y en el GO de funciones moleculares en la Tabla 4 del Anexo 2. Barras rojas:
regulados al alza en NPCs Cort-/-. Barras azules: regulados a la baja en NPCs Cort-/-. Datos = media de 2 cultivos
independientes de NPCs (6 ratones/cultivo).

El estudio transcriptomico de ambas poblaciones celulares reveld una mayor presencia de células
efectoras de la respuesta fibrogénica activadas en las NPCs aisladas de ratones Cort-/- (Fig. 85).
Observamos que las células deficientes en Cortistatina presentaba tanto una expresion regulada al
alza de marcadores de HSCs activadas (Cilp, Dpt, Acta2, Lox, Actal) como una expresion regulada
a la baja de marcadores de HSCs en estado quiescente (S700a8, s100a9, Hhip) (Fig. 85A) lo que
corroboraba la diferencia en el grado de activacion observado mediante el marcaje celular (Fig. 81)
entre las HSCs Cort-/- y las Cort+/+. Ademas, estas células no sélo presentaban un mayor estado
de activacion ante la deficiencia de expresion de Cortistatina, sino que ademas su capacidad para
ser eliminadas del microambiente celular una vez ejercida su funcion se encontraba afectada, como
indica la menor expresion de Xaf7 (factor pro-apoptotico) o la expresion al alza de los inhibidores

de senescencia Igfbp6, Igfb5, Igfbp2, Igf2 e Igfl, con respecto a la poblacion Cort+/+ (Fig. 85B).

A pesar de haber observado tan solo una presencia marginal de otras poblaciones celulares en
nuestros cultivos de NPCs, el analisis de RNAseq reveld una mayor expresion de genes asociados
a PFs y KCs. Es interesante el haber detectado una regulacion al alza de Mucl6, Fbin2, Thyl, Msin,

Eln, genes marcadores de PFs activados, ya que, al ser estas células también fuente de
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miofibroblastos en el tejido hepatico, podria representar un microambiente celular mas

comprometido con el desarrollo de la respuesta fibrogénica en los ratones deficientes en

Cortistatina.
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Figura 85. Analisis de la expresion de genes asociados a células efectoras fibrogénicas mediante RNAseq.

Andlisis transcriptomico de NPCs primarias de ratones Cort+/+ y Cort-/- tras un cultivo primario de 6 dias en contacto
con plastico. A) DEGs asociados a HSCs quiescentes (S100a8, S100 calcium binding protein A8 or calgranulin A;
S§100a9, S100 calcium binding protein A9 or calgranulin B; Hhip, hedgehog-interacting protein) arriba, HSCs activadas
(Actal, al-skletal muscle actin; Acta2, o2-smooth muscle actin; Dpt, dermatopontin, Lox, lysyl oxidase; Cilp, cartilage
intermediate layer protein) abajo. B) DEGs asociados a la ruta de senescencia de HSCs (Igf1/2, insulin growth factors
1/2; Igfbp2/5/6, IGF-binding proteins 2/5/6) y a apoptosis (Xiafl, XIAP-associated factor 1). C) DEGs asociados a PFs
activados (Eln, elastin, Msin, mesothelin; Thyl, thymus antigen 1; Fbin2, fibulin 2; Mucl 6, mucin-16). Para cada gen se
muestran los valores de fold change y FDR. Datos = media de 2 cultivos independientes de NPCs (6 ratones/cultivo).

De igual forma, el analisis del RN Aseq reveld la expresion regulada al alza de marcadores de KCs
(Cd51, Timd4, Clecdf, Cd163, Marco, F4/80, Cd68) en la poblacion Cort-/- (Fig. 86A, Anexo 1),
lo que podria indicar una mayor presencia de este tipo celular en el tejido hepatico de los ratones
deficientes en Cortistatina. Sin embargo, esto no parecia correlacionarse con una mayor
participacion de caracter pro-inflamatorio ya que no encontramos grandes diferencias en cuanto a
la expresion de los principales marcadores pro-inflamatorios, pero si una regulacion a la baja de

numerosas quimioquinas (Fig. 86B).

Por tanto, los resultados obtenidos indican que el efecto modulador del neuropéptido Cortistatina
endogeno sobre las principales poblaciones implicadas en el desarrollo de la respuesta fibrogénica,
y, teniendo esto en mente, nos preguntamos si la administracion exoégena de este neuropéptido a las
células aisladas de ratones Cort-/- podria conseguir la reversion del fenotipo tan activado que

presentaban.
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Figura 86. Analisis de DEGs relacionados con KCs, marcadores pro-inflamatorios y quimioquinas.

Andlisis transcriptomico de NPCs primarias de ratones Cort+/+ y Cort-/- tras cultivo primario en contacto con plastico
durante 6 dias. A) DEGs asociados a KCs (F4/80 or Adgrel, adhesion G protein-coupled receptor El; Timd4, T cell
immunoglobulin and mucin domain containing 4, Marco, macrophage receptor with collagenous structure; Clec4f, C-
type lectin domain family 4, member f). B) DEGs asociadas a mediadores pro-inflamatorios (7nf, tumor necrosis factor
a; 1l1a, interleukin-1a,; Nos2, nitric oxide synthase 2 o inducible nitric oxide; quimioquinas Ccl 'y Cxcl). Para cada gen
se muestran los valores de fold change y FDR. Datos = media de 2 cultivos independientes de NPCs (6 ratones/cultivo).
Encontramos que el tratamiento con Cortistatina exdgena durante el cultivo de las NPCs Cort-/-
ejercido un efecto directo sobre su capacidad de activacion y consiguidé reducir la presencia de
miofibroblastos aSMA™ @ que si se observaba en el cultivo que no habia sido tratado (Fig. 87A y
B). Ademas, esta menor activacion celular se veia reflejada en una menor expresion de los
principales DEGs asociados a musculo Myll, Actcl y Chrng que habiamos detectado regulados al
alza en las NPCs deficientes en Cortistatina (Fig. 87C) durante el estudio transcriptomico, y de

marcadores asociados a respuesta fibrogénica como CTGF, aSMA y colageno (Fig. 87D).

Interesantemente, el bloqueo de los receptores SSTR o GHSR1 no solo evité el efecto inhibidor del
tratamiento con Cortistatina, sino que también increment6 la expresiéon de aSMA™ en las NPCs por
encima de lo observado en las NPCs sin tratar (Fig. 88), lo que sugiere la capacidad del
neuropéptido Cortistatina endégeno para limitar la activacion de las NPCs y su diferenciacion a

miofibroblastos de forma tanto paracrina como autocrina.
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Figura 87. Cortistatina inhibe la activacion de las HSCs primarias de ratén in vitro.

Estudio del efecto del tratamiento con Cortistatina- 29 (CST-29) cada 2 dias sobre la capacidad de activacion y
diferenciacion de las HSCs Cort-/- en miofibroblastos aSMA* tras 6 dias de cultivo en contacto con plastico. A) Imagenes
representativas de IFI con marcaje verde para GFAP, rojo para aSMA y azul para DAPI de células tratadas (drcha.) y no
tratadas (izq.) con CST-29. B) Cuantificacion del % de HSCs no activadas, miofibroblastos aSMA™ b° y miofibroblastos
aSMA™" @ presentes en el cultivo de NPCs Cort-/- tratado y sin tratar con CST-29. C) Expresion génica de Myll, Actcl
y Chrng en cultivos tratados y no tratados con CST-29. D) Expresion génica de Ctgf, aSma 'y Colla2 en cultivos tratados
y no tratados con CST-29. La expresion génica en cada caso fue cuantificada por qPCR en tiempo real y normalizada
frente a los niveles del gen interno Rp/p0. Blanco: Cultivo sin tratamiento. Gris: Cultivo tratado con CST-29. Datos =
media + SEM con puntos representando valores individuales de cultivos independientes. *p<0.05, **p<0.01,
**%%p<0.0001.

A) aSMA / GFAP | DAPI B)
8
Ninguno CsT CST + GHRP6 CST + CicloSOM =
wO
= 6
‘<
=
3 4
o
©
B~
=
0 -

CST

Ninguno
CST+GHRP6
CST+cicloSOM

Figura 88. Los antagonistas de los receptores SSTR y GHSR1 bloquean el efecto de Cortistatina sobre las HSCs
primarias de raton.
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Analisis del efecto de la administracion de los antagonistas de los receptores SSTR (CicloSOM) y GHSR1 (GHRP6) cada
2 dias sobre las NPCs Cort+/+ tratadas con CST-29. A) Imagenes representativas de IFI con marcaje verde para GFAP,
rojo para aSMA y azul para DAPI tras 6 dias de cultivo primario (sobre plastico) y 1 dia de cultivo secundario (sobre
cristal). Barra de escala: 100pm. B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de aSMA atendiendo a cada
condicion.

4.2.2 Estudio del efecto terapéutico de Cortistatina sobre lineas celulares de HSCs

humanas.

Para comprobar si el efecto de Cortistatina observado sobre las HSCs primarias de ratdon podria
trasladarse a las HSCs humanas, decidimos estudiar la capacidad de activacion de la linea celular
LX2 en presencia de Cortistatina. Para ello, primero analizamos la diferenciaciéon de las LX2 a

miofibroblastos aSMA" y la expresion tanto proteica como génica de marcadores pro-fibrogénicos.
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Figura 89. Cortistatina inhibe la diferenciacion de las LX2 activadas con TGF1 a través de los receptores SSTR
y GHSR1.

Analisis del efecto de 1a administracion de los antagonistas de los receptores SSTR (CicloSOM) y GHSR1 (GHRP6) cada
2 dias sobre LX2 estimuladas con TGFB1 y tratadas con CST-17. A) Imagenes representativas de IFI con marcaje verde
para aSMA y azul para DAPI tras 7 dias. Control: medio sin TGFB1 ni CST-17. Barra de escala: 100um. B)
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de aSMA atendiendo a cada condicion. Datos = media + SEM con puntos
representando valores individuales de cultivos. ****p<(0.0001 frente a LX2 + TGF1, ##p<0.01 y ####p<0.0001 frente
a LX2 +TGFpB1 +CST.
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La estimulacion de las LX2 con TGFfB1 provoco su activacion y diferenciacion en miofibroblastos
aSMA" (Fig. 89A y B). Mientras que el tratamiento con Cortistatina consiguio evitar este proceso,
el uso de los antagonistas GHRP6 y CicloSOM bloqued los receptores de Cortistatina impidiendo
su union a éstos, lo que favorecio de nuevo la activacion y diferenciacion de las LX2 (Fig. 89A y
B). Esta menor activacion de las células tratadas con Cortistatina se vio reflejada también en una
menor expresion proteica tanto de aSMA como de CTGF (Fig. 90) y en la disminucion de la
expresion génica del propio TGFB1 (Fig. 90), rompiéndose asi el ciclo de retroalimentacion que

genera este factor al activar a las células efectoras de la respuesta fibrogénica.
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Figura 90. Cortistatina evita la expresion de factores pro-fibroticos en las LX2 estimuladas con TGFf1.

Estudio de la expresion proteica de los factores fibroticos CTGF (a 24h), aSMA (a 7 dias) cuantificada por Western Blot
y normalizada frente aTubulina expresada como tasa de incremento frente a Control (cultivo sin estimular), y de la
expresion génica de TGFB1 (a 24h) cuantificada mediante qPCR en tiempo real y normalizada frente a los niveles del
gen interno Rplp0 en cultivos de LX2 estimuladas con TGFB1 y tratadas o no con CST-17 cada 2 dias. Datos = media +
SEM con puntos representando valores individuales de cultivos. *p<0.05.

Asimismo, evaluamos el efecto del tratamiento con Cortistatina sobre una de las principales
caracteristicas de las células fibrogénicas activadas, su capacidad contractil. Observamos que
mientras la linea celular de HSCs humanas, HHSteC, estimulada con TGFB1 desarrollaba un
elevado poder de contraccion, el tratamiento con Cortistatina conseguia reducirlo (Fig. 91 y 92).
Estos efectos de TGFB1 y Cortistatina se produjeron tanto en células individuales (Fig. 91A y B)
como en la poblacion conjunta de HHSteC donde la interconexion entre las propias células

incrementa atin mas su capacidad de contraccion al producirse un efecto sumatorio de sus fuerzas

(Fig. 92A y B).
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Figura 91. Cortistatina reduce la capacidad contractil de cada HSC estimulada con TGFp1.

Estudio de la capacidad contractil de las HHSteCs estimuladas con TGFB1 durante 3h o 4 dias y tratadas con CST-17
cada 2 dias durante este periodo mediante el ensayo de generacion de arrugas. A) Imagenes representativas de las arrugas
generadas en el sustrato polimérico a los tiempos indicados. Barra de escala: 50um B) Cuantificacion del area cubierta
por las arrugas generadas tras 3h (izquierda) o 4 dias (derecha) de estimulacion con TGFf1. Control: células cultivadas
en medio sin estimular ni tratar. Datos: media + SEM. 3 cultivos independientes. **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 92. Cortistatin disminuye la capacidad contractil sumatoria de la poblacion HHSteCs.

Estudio de la capacidad contractil de las HHSteCs cultivadas en el interior de un gel de colageno, estimuladas con TGFB1
durante 4 dias y tratadas con CST-17 cada 2 dias durante este periodo. A) Imagenes representativas del estado de
contraccion de los geles de colageno seglin cada condicion. t0: Imagen de gel adherido a la placa. t1 y t15: Imagenes del
gel a 1 y 15min respectivamente tras separar el gel de la placa. B) Cuantificacion de la capacidad de contraccion relativa
al Control a 15min tras desacoplar el gel de la placa. Control: células cultivadas en medio sin estimular ni tratar.Datos:
media + SEM. 3 cultivos independientes. *p<0.05.
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4.2.3 Estudio del efecto terapéutico de Cortistatina sobre fibroblastos primarios

humanos.

La realizacion de la estancia internacional en el Laboratory of Tissue Repair and Regeneration
dirigido por el doctor Boris Hinz me brind6 la oportunidad de estudiar el efecto de Cortistatina
sobre fibroblastos primarios humanos de pulmén y de piel (NHLF y NHDF respectivamente).
Aunque estas células no son HSCs, ambas poblaciones son células efectoras de la respuesta
fibrogénica y comparten la capacidad de diferenciarse en miofibroblastos activados de tal forma

que los resultados obtenidos con ellas podrian ser trasladables.

Primero confirmamos la expresion génica de Cortistatina tanto en NHLF como en NHDF (Fig. 93).
De forma similar a lo observado tanto en las muestras de pacientes con patologias hepaticas
fibréticas (Fig. 33), como durante la induccion de la respuesta fibrogénica en los modelos de
fibrosis hepatica por inyeccion de un agente toxico como CCl4 o por dafio colestatico (BDL) o la
activacion de las LX2 (Fig. 60), observamos una tendencia hacia la menor expresion de Cortistatina

en los NHLF y en los NHDF activados (Fig. 93).

Al igual que con las HHSteCs, evaluamos el efecto del tratamiento con Cortistatina sobre la
capacidad contractil de los fibroblastos primarios humanos de piel y de pulmén. Observamos que
la administracién exdgena de este neuropéptido evitod el aumento de la contraccion celular en los
fibroblastos activados por TGFB1 tanto de forma individual (Fig. 94) como en conjunto (Fig. 95)
y que este efecto se correlacionaba con un menor estado de diferenciacion a miofibroblasto aSMA™

en comparacion con las células estimuladas pero no tratadas con Cortistatina (Fig. 96).

relativa a RPLPO (x10™ )
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Figura 93. El desarrollo de la respuesta fibrogénica reduce la expresién génica de Cortistatina en NHLF y NHDF.
Expresion génica de CORT en fibroblastos primarios aislados de pulmon y de piel de humanos normales (NHLF y NHDF
respectivamente) activados con TGFB1, cuantificada mediante gPCR en tiempo real y normalizada frente a los niveles
del gen interno RPLP0. Ninguno: cultivo sin estimulacion.
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Figura 94. Cortistatina reduce la capacidad contractil de los NHLF y NHDF.

Estudio de la capacidad contractil de las HHSteCs estimuladas con TGFB1 durante 3h o 4 dias y tratadas con CST-17
cada 2 dias durante este periodo mediante el ensayo de generacion de arrugas. Imagenes representativas de las arrugas
generadas por células NHLF (arriba) y NHDF (abajo) en el sustrato polimérico a los tiempos indicados. Barra de escala:
50um. Control: células cultivadas en medio sin estimular ni tratar.
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Figura 95. Efecto de Cortistatina sobre la capacidad contractil de los NHLF y NHDF estimulados con TGFp1
Estudio de la capacidad contréctil de los NHLF y los NHDF cultivados en el interior de un gel de colageno, estimulados
con TGFp1 durante 4 dias y tratados con CST-17 cada 2 dias durante este periodo. A) Imagenes representativas de geles
de colageno estimulados segun cada condicion. t0: Imagen de gel adherido a la placa. t1 y t15: Imagenes del gela 1 y
15min respectivamente tras separar el gel de la placa. B) Cuantificacion de la capacidad de contraccion relativa al Control
(gel de colageno no estimulado ni tratado) a los 15min tras desacoplar el gel de la placa. Control: células cultivadas en
medio sin estimular ni tratar. Datos: media + SEM. 3 cultivos independientes. *p<0.05.
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Figura 96. Efecto del tratamiento con Cortistatina sobre el estado de activacién de los NHLF.

Estudio del efecto del tratamiento con CST-17 cada 2 dias sobre la capacidad de activacion y diferenciacion en
miofibroblastos aSMA* de los NHLF estimulados con TGFB1 durante 4 dias. A) Imagenes representativas de NHLF
mediante IFI con marcaje rojo para aSMA, blanco para faloidina, verde para colageno y azul para DAPI tras 4 dias de
estimulacion. Barra de escala: 50um. B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de aSMA atendiendo a cada
condicion. Control: células cultivadas en medio sin estimular ni tratar. Datos: media + SEM. 3 cultivos independientes.
*p<0.05 frente a NHLF + TGFp1.

Por tanto, todos los resultados obtenidos a lo largo de este objetivo dejan patente el efecto directo
beneficioso del neuropéptido Cortistatina sobre la capacidad de activacion de las células efectoras
de la respuesta fibrogénica, tanto murinas como humanas, y que los receptores SSTR y GHSR1 se

encuentran implicados en su mecanismo de accion.

4.3 OBJETIVO 3. Estudiar el efecto terapéutico de la administracion de Cortistatina en

modelos experimentales de fibrosis hepatica.

Una vez determinado el efecto directo del tratamiento con Cortistatina sobre las células efectoras
de la respuesta fibrogénica, investigamos si éste se traducia en una regulacién beneficiosa del
desarrollo de la fibrosis hepatica. Para ello, indujimos nuevamente los modelos de fibrosis hepatica
colestatica por BDL y de fibrosis hepatica toxica por CClsy tratamos a los ratones con Cortistatina.
Durante este objetivo estudiamos no solo sus efectos sobre los ratones con deficiencia en
Cortistatina, sino que ademas contemplamos distintas pautas de tratamiento atendiendo a la

posibilidad de evitar el dafo e incluso revertirlo una vez establecido.

4.3.1 Tratamiento de la fibrosis hepatica colestatica con Cortistatina.

Primero estudiamos la capacidad de Cortistatina para evitar el fenotipo de dafo fibrético tan
exacerbado que observamos en los ratones con deficiencia en su expresion durante la realizacion

del Objetivo 1.

El analisis del estudio histopatologico reveld que el tratamiento con Cortistatina evito el avance de

la fibrosis en el modelo de colestatico protegiendo al higado del dafio tisular fibrético (Fig. 99A-
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C). De tal forma que los ratones Cort+/- tratados con Cortistatina presentaron una menor
generacion de ECM y de pseudo-ductulillos (Fig. 97A y B) y un menor contenido en colageno en
el tejido hepatico (Fig. 97C) en comparacion con los ratones no tratados. Igualmente, la
administracion de Cortistatina protegio también a los hepatocitos frente al desarrollo de la

exacerbada necrosis observada en los ratones no tratados (Fig. 98A-B).
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Figura 97. La administracion de Cortistatina impide la exacerbada fibrosis hepatica colestiatica observada en
ratones deficientes en Cortistatina.

La fibrosis hepatica colestatica fue inducida en los ratones Cort+/- mediante BDL y el tratamiento con CST-29 o PBS se
realizd mediante administracion intraperitoneal (i.p) 3 veces por semana desde el inicio el modelo. A) Imagenes
representativas de tejido hepatico tefiido de Rojo Sirio a dia 17 tras BDL. Barra de escala 100um. B) Cuantificacion del
area Rojo Sirio™ en el tejido hepatico recogido a los tiempos indicados. C) Cuantificacion de la generacion de colageno
mediante analisis de hidroxiprolina en el tejido hepatico recogido a dia 17 tras inicio del modelo. Datos = media + SEM
con puntos representando valores individuales de ratones. ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Figura 98. El tratamiento con Cortistatina evita el dafio hepatocitario generado por BDL.

Analisis de la extension de la necrosis derivada del desarrollo de fibrosis hepatica colestatica inducida por BDL en los
ratones Cort+/- tratados con CST-29 o PBS via i.p 3 veces por semana desde el inicio el modelo. A) Imagenes
representativas del tejido hepatico teilido con H/E a 17 dias tras BDL. Barra de escala: 100pum. B) Cuantificacion del area
ocupada por necrosis en el tejido hepatico recogido a dia 10 y 17 tras inicio del modelo. Datos = media + SEM con puntos
representando valores individuales de ratones. ***p<(.001, ****p<0.0001.

Analizamos la presencia de miofibroblastos en el tejido hepatico durante el desarrollo de la fibrosis
colestatica y detectamos una menor activacion de las células efectoras de la respuesta fibrogénica

en los ratones Cort+/- tratados con Cortistatina frente a los tratados con PBS (Fig. 99A y B). El
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tratamiento con Cortistatina consigui6é también reducir en estos ratones la expresion génica de

marcadores fibréticos (Fig. 99C).
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Figura 99. Efecto del tratamiento con Cortistatina sobre miofibroblastos aSMA™* y marcadores de fibrosis.
Analisis de la presencia de miofibroblastos activados mediante IF1 y de expresion génica de CTGF, colageno y aSMA
en tejido hepatico de ratones Cort+/- a dia 10 tras la induccion del modelo de fibrosis hepatica colestatica por BDL. El
tratamiento via i.p con CST-29 o PBS 3 veces por semana desde el inicio el modelo. A) Imagenes representativas de IFI
de tejido hepatico marcado con verde para aSMA y azul para DAPI. Barra de escala: 100pum. B) Cuantificacion del area
ocupada aSMA-+. C) Expresion génica de Ctgf, Colla2, aSma cuantificada por qPCR en tiempo real y relativa a la
expresion de Rplp0. Datos = media + SEM con puntos representando valores individuales de ratones. **p<0.01.

Ya que estos resultados indican que el tratamiento con Cortistatina conseguia evitar el dafio tisular
cuando se administraba desde el inicio del modelo, decidimos evaluar si un tratamiento mas tardio
conseguiria no sélo evitar el avance de la respuesta fibrogénica sino también revertir la fibrosis ya
establecida. Para ello, estudiamos distintas pautas de tratamiento durante el modelo de fibrosis
hepatica colestatica y encontramos que Cortistatina podia ejercer su efecto terapéutico tanto en un
régimen temprano, desde el dia 1 (inicio del modelo) o el dia 5 (cuando se producia el pico de
inflamacién), como en uno mas tardio, desde dia 14 (respuesta fibrogénica ya establecida) (Fig.
100 y 101). Mientras que la administracion del neuropéptido en los primeros dias del modelo
consiguid evitar tanto la generacion de los dafios de caracter fibrético (Fig. 100A-C) como la
infiltracion celular y el dafio hepatocitario (Fig. 100A y D), el tratamiento desde el dia 14 tras la
BDL consigui6 evitar la generacion de mas dafio en el tejido hepatico e incluso revertir el dafio
fibrotico ya establecido (Fig. 100A-D). Ambas pautas de tratamiento con Cortistatina, tanto
temprano (dia 5) como tardio (dia 14), disminuyeron la presencia de estas células activadas en el

tejido hepatico de los ratones con BDL (Fig. 101A y B).
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Figura 100. La administracion exégena de Cortistatina protege de la fibrosis hepatica colestatica.

Se indujo el desarrollo de fibrosis hepatica colestatica en ratones Cort+/+ mediante BDL y posteriormente los ratones
fueron tratados con PBS o CST-29 comenzando su administracion a dia 1, 5 o 14 tras la BDL atendiendo al estudio de
distintas pautas terapéuticas. A) Iméagenes representativas de la tincion Rojo Sirio (arriba), y de la tincién H/E (abajo).
Barra de escala: 100um. B) Cuantificacion del area ocupada Rojo Sirio*. C) Cuantificacion de la generacion de colageno
en higados recogidos mediante analisis de hidroxiprolina. D) Cuantificacion del area ocupada por necrosis. Datos = media
+ SEM con puntos representando valores individuales de ratones. Imagenes y datos relativos a tejido hepatico obtenido
a dia 28 tras inicio del modelo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<(0.0001.

aSMA
DAPI CST desde dia 5 CST desde dia 14
?7\
Cort +/+
B, Fekk
44 g ®
+
< 3 _.IL
7]
3
32 e
T °
R 14 2%& é
A ©

o

PBS CST CST
dia5 dia14

Figura 101. El tratamiento con Cortistatina disminuye la diferenciacion de las células efectoras fibrogénicas
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Analisis de la presencia de miofibroblastos activados mediante IFI y de expresion génica de CTGF, colageno y aSMA
en tejido hepatico de ratones Cort+/+, tratados con CST-29 desde los dias indicados o con PBS, a dia 28 tras la induccion
del modelo de fibrosis hepatica colestatica por BDL. A) Imagenes representativas de IFI de tejido hepatico con marcaje
verde para aSMA y azul para DAPI. Barra de escala: 100um. B) Cuantificacion del area ocupada por marcaje aSMA+.
Datos = media + SEM con puntos representando valores individuales de ratones. ***p<0.001.

Como vimos durante la realizacion del Objetivo 1, el desarrollo de la fibrosis durante este modelo
se correlaciond con un aumento de los niveles séricos de los marcadores de dafio hepatico AST y
ALT. De tal forma que al conseguir evitar e incluso revertir la fibrosis hepatica con el tratamiento
con Cortistatina, obsevamos que, mientras que los ratones a los que administramos PBS presentaron
elevados niveles de AST y ALT en plasma, la administracion tanto temprana como tardia de

Cortistatina lograba reducir dichos niveles hasta incluso mas de la mitad (Fig. 102).
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Figura 102. La administracion de Cortistatina reduce los niveles séricos de AST y ALT en ratones Cort+/+ con
fibrosis hepatica colestatica.

Analisis de los niveles de AST y ALT realizado en muestras de plasma de ratones Cort+/+, tratados con CST-29 desde
los dias indicados o con PBS, obtenidas en el dia 28 tras BDL. Datos = media + SEM con puntos representando valores
individuales de ratones. **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

4.3.2 Tratamiento de la fibrosis hepatica téxica con Cortistatina.
Atendiendo a la existencia de enfermedades asociadas a la fibrosis hepatica con distinta etiologia,
decidimos estudiar también el efecto del tratamiento con Cortistatina durante el desarrollo de la
fibrosis hepatica toxica. Primero evaluamos el efecto de la administracion de Cortistatina en ratones
con este tipo de fibrosis y con deficiencia en la expresion del propio neuropéptido. El analisis
histologico de estos ratones reveld la capacidad de Cortistatina para evitar la potente respuesta
fibrogénica en los ratones no tratados donde se aprecié un fuerte entramado fibrotico (Fig. 103A y
B) que se correlacionaba con un alto contenido en colageno (Fig. 103C). Esta menor generacion de
dafo en el tejido hepatico se vio asociada a su vez con la ausencia de miofibroblastos aSMA* en

los ratones Cort+/- tratados con Cortistatina (Fig. 104A y B).
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Figura 103. El tratamiento con Cortistatina protege frente al exacerbado daiio fibrético generado por CCls en
ratones Cort+/-

La fibrosis hepatica toxica fue inducida en ratones Cort+/- mediante inyecciones i.p del compuesto téxico CCls (1:9 en
aceite de oliva) y el tratamiento con PBS o CST-29 se realiz6 via i.p 3 veces por semana desde el inicio del modelo. A).
Imagenes representativas de la tincion Rojo Sirio de tejido hepatico recogido a dia 31 desde inicio del modelo. Barra de
escala 100um. B) Evaluacion del grado de dafo por fibrosis seglin la escala Ishak. C) Cuantificacion del area ocupada
por tejido hepatico Rojo Sirio™ a dia 31. Datos = media + SEM con puntos representando valores individuales de ratones.
***%p<0.0001.
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Figura 104. El tratamiento con Cortistatina disminuye la diferenciacién de las células efectoras fibrogénicas en
modelo de fibrosis hepatica téxica.

Analisis de la presencia de miofibroblastos activados mediante IFI en tejido hepatico de ratones Cort+/-, tratados con
PBS o con CST-29, obtenido a dia 31 tras la induccion del modelo de fibrosis hepatica toxica por CCls (1:9 en aceite de
oliva). A) Imagenes representativas de IFI de tejido hepatico con marcaje verde para aSMA y azul para DAPI. Barra de
escala: 100um. B) Cuantificacion del area ocupada por marcaje aSMA+. Datos = media + SEM con puntos representando
valores individuales de ratones. ****p<(.0001.

Para evaluar las posibles pautas del tratamiento con Cortistatina para este tipo fibrosis hepatica

decidimos analizar los efectos de su administracion en ratones Cort+/+ comenzando el tratamiento

desde dia 5 o desde dia 14 tras el inicio del modelo.

A pesar de haber inducido una fibrosis mas exacerbada en los ratones Cort+/+ (proporcion de CCly
en aceite de oliva 3 veces mayor a la utilizada para ratones deficientes en Cortistatina), observamos
que la administracion del neuropéptido conseguia evitar la desestructuracion de la arquitectura
interna del higado (Fig. 105A). Mientras que los ratones Cort+/+ tratados con PBS presentaron un

nivel de dafio por fibrosis de alrededor de 3 en la Escala Ishak, los ratones que recibieron el
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tratamiento con Cortistatina, tanto con el régimen temprano como con el tardio, desarrollaron un
menor nivel de dafo tisular (menos de 2 en la Escala Ishak) que se correspondia con la disminucion
del area ocupada por tejido fibrético (Fig. 105B y C). Asimismo, el estudio de la presencia de
miofibroblastos aSMA™ confirmé nuevamente la capacidad de Cortistatina para evitar la activacion
de dichas células e incluso desactivar aquellas presentes en el tejido hepatico tratado desde dia 14

(Fig. 105Dy E).
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Figura 105. El tratamiento con Cortistatina reduce la severidad de la fibrosis hepatotéxica inducida en ratones
Cort+/+.

Se generd una fibrosis hepatica toxica severa en los ratones Cort+/+ mediante inyecciones repetitivas de CCls con una
proporcion 1:3 en aceite de oliva y los ratones fueron tratados via i.p con PBS o CST-29 3 veces por semanas empezando
en el dia 5 (régimen temprano) o en el dia 14 (régimen tardio). A) Imagenes representativas de tejido hepatico recogido
a dia 42 tras inicio del modelo y tefiido con Rojo Sirio. Barra de escala 100um. B) Evaluacion del grado de dafio por
fibrosis segun la escala Ishak en higados recogidos a dia 42. C) Cuantificacion del area ocupada por tejido hepatico tincion
Rojo Sirio" recogido a dia 42. D) IFI de tejido hepatico con marcaje verde para aSMA y azul para DAPL. Imagenes
representativas a dia 28. Barra de escala: 100pm. B) Cuantificacion del area ocupada por marcaje aSMA+. Datos = media
+ SEM con puntos representando valores individuales de ratones. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.
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Teniendo presentes todos los resultados obtenidos durante el estudio del efecto terapéutico de
Cortistatina en los modelos experimentales de fibrosis hepatica, encontramos que el tratamiento
con Cortistatina es capaz de regular el desarrollo de la fibrosis, lo que abriria la posibilidad de

utilizar este neuropéptido en terapias para enfermedades hepaticas cronicas.
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5. DISCUSION







La lesiones hepaticas causadas por factores como el abuso de alcohol, las infecciones viricas, la
colestasis o procesos inflamatorios cronicos desencadenan como respuesta procesos fisioldgicos de
reparacion como el de la fibrosis®!. Sin embargo, la respuesta fibrogénica puede desregularse,
tornarse patoldgica y de esta forma generar mas dafios de los que se intentan reparar. Por tanto, es
importante que exista un balance entre la generacion y activacion de factores tanto fibrogénicos
como anti-fibroticos para que los procesos de cierre de heridas se resuelvan adecuadamente?®. A
pesar de tener un conocimiento considerable sobre la patogénesis del proceso fibrético, uno de los
principales cuellos de botella que afectan al diagnostico y seguimiento de la fibrosis hepatica es
que la prueba estandar se basa en la biopsia hepatica, procedimiento invasivo que conlleva ciertos
riesgos y un alto coste financiero. Ademas, a pesar de los numerosos estudios en el campo de la
fibrosis hepatica tampoco existen actualmente terapias que sean realmente eficaces para las
enfermedades hepaticas asociadas a fibrosis mas alla del trasplante de 6érgano y la retirada del agente
causante del dafio. Por ello, es necesaria la busqueda de factores endogenos que jueguen un papel
clave en el desarrollo y progresion de la fibrosis y que sean capaces de regular las distintas fases de
la respuesta fibrogénica, ya sea actuando en conjunto o de forma mas concreta sobre los elementos

implicados.

En esta tesis, a través de estudios tanto in vivo como in vitro, hemos conseguido demostrar que el
neuropéptido Cortistatina actia como uno de estos factores enddgenos con capacidad protectora
ante el desarrollo de la respuesta fibrogénica en el higado. Los resultados obtenidos muestran, por
un lado, que la deficiencia en la expresion de Cortistatina podria utilizarse como marcador de mala
prognosis de enfermedades asociadas a la fibrosis hepatica y, por otro, que este neuropéptido es un
candidato atractivo para el disefio de terapias anti-fibroticas para trastornos hepaticos cronicos de

diferentes etiologias.

5.1 Deficiencia en Cortistatina como marcador de mala prognosis.

Aunque los mecanismos causales de las enfermedades fibroticas son diversos, todas ellas
comparten alteraciones moleculares comunes que resultan en una acumulacion exagerada e
incontrolada de macromoléculas de ECM en los tejidos afectados y en el reemplazo del tejido
normal por tejido fibrético no funcional. En esta tesis hemos observado una gran susceptibilidad al
desarrollo de fibrosis en ratones deficientes en Cortistatina tanto en el modelo de fibrosis
hepatotoxica (asociado a un perfil de pacientes con hepatitis cronica viral o esteatohepatitis no
alcoholica entre otras) como en el modelo de dafio colestatico (similar al presente en pacientes con
cirrosis primaria biliar o colangitis esclerosante), lo que parece indicar la capacidad de Cortistatina
para ejercer como factor endogeno modulador del desarrollo general de la fibrosis hepatica
independientemente del agente causal. Y es que, a pesar de que el dafio hepatico generado progreso

de forma distinta dependiendo del modelo, como ocurriria también en pacientes con distintos tipos
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de fibrosis hepatica, la deficiencia en Cortistatina predispuso a los ratones en ambos casos al
desarrollo de signos clinicos de mayor gravedad y de forma més temprana que en condiciones
normales. Por un lado, con el modelo de BDL, a través de la acumulacion de acidos biliares en el
tejido hepético debida a la obstruccion del ducto biliar, se desencadend la proliferacion de células
epiteliales que llevo, en el caso de la deficiencia en Cortistatina, a la generacion de un alto ntimero
de nuevos pseudo-ductulillos, al desarrollo de inflamacion portal y a la exacerbada fibrosis
colestatica observada. Este tipo de dafio indujo ademas muerte hepatocitaria y ruptura de la
integridad del epitelio biliar. Por otro lado, con la administracion de CCls se produjo un fuerte dafio
hepatocitario debido a la formacion y liberacion de radicales libres hepatotoxicos en el interior del
higado que desencadenaron una potente repuesta inflamatoria y la generacion de un intrincado
entramado fibrotico entre la mayoria de los espacios porta y venas centrolobulillares en los ratones
Cort+/-y Cort-/-. A pesar de estas diferencias en el desarrollo de la fibrosis hepatica entre los dos
modelos, la deficiencia en Cortistatina se tradujo en ambos casos en un dafio tisular mas temprano,
con un gran aumento en la generacion de ECM y una mayor activacion y diferenciacion de las
células efectoras de la respuesta fibrogénica en miofibroblastos, lo que conllevd una mayor
expresion de marcadores de fibrosis por el tejido hepatico de estos ratones y un aumento de los
niveles séricos de bilirrubina, ALT y AST, principales marcadores de disfuncion hepatica (Fig.
106). De hecho, es importante sefialar que la deficiencia tan solo parcial en la expresion de este
neuropéptido conllevd una respuesta fibrogénica igual de descontrolada y tan tremendamente

dafiina como la desarrollada por los ratones Cort-/-.
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Figura 106. La deficiencia en Cortistatina predispone a mayor desarrollo del dafio hepatico por fibrosis.

Los ratones Cort+/-'y Cort-/- presentaron una fibrosis hepatica mucho mas avanzada que la de los ratones Cort+/+. La
deficiencia en Cortistatina en ambos modelos experimentales de fibrosis hepatica, toxica y colestatica, conllevo una gran
generacion de ECM debido a la mayor presencia de fibroblastos activados en el tejido. Los altos niveles séricos de
bilirrubina, ALT y AST confirmaban el elevado dafio hepatico presente en los ratones Cort+/- y Cort-/- que justificaba
la alta tasa de mortalidad obtenida en estos ratones en con ambos tipos de fibrosis hepatica.

Otro aspecto observado en los ratones Cort+/- y Cort-/- que nos parecio resefiable fue el dafio en

los pulmones de estos ratones durante el desarrollo del modelo de fibrosis hepatica toxica. Si bien
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es cierto que la afectacion del tejido pulmonar podia deberse a la exposicion a CCls que, a través
de los radicales libres generados, provocaria una importante tormenta citoquinica de caracter
destructivo, esta situacion sélo fue observada en los ratones deficientes en cortistatina. Este hecho,
junto con otro estudio realizado por nuestro laboratorio en relacion al papel protector de Cortistatina
durante la inflamacion y la fibrosis pulmonar?®, induce a pensar que quizas la deficiencia en

Cortistatina conlleva una mayor susceptibilidad a dafio pulmonar.

Por tanto, parece que Cortistatina estaria comportandose como un freno endogeno de la fibrosis
hepatica que de no estar haria que su progreso se viera agravado. Es decir, que seria esperable una
peor prognosis de la fibrosis hepatica en pacientes que presenten ademas una deficiencia total o
parcial en Cortistatina, que puede ser circunstancial y mas o menos transitoria o permanente. Por
ejemplo, se ha descrito la disminucion en la expresion de Cortistatina en situaciones que impliquen
la deprivacion de suefio o el estrés!®"1%2, Los ratones deficientes en Cortistatina presentan unos
niveles anormales de glucocorticoides como consecuencia de un eje hipotalamo-pituitaria-adrenal
alterado el cual estd generalmente activado en respuesta a estresantes fisicos y psicologicos!®?.
Ademas, se sabe que existen personas con deficiencia parcial permanente en Cortistatina, ya que
son heterocigotos para este neuropéptido, y que presentan patologias importantes. Estos individuos
padecen el sindrome de la monosomia 1p36 asociado a la deleccidon terminal subtelomérica mas

157 entre otros. Las

comun en humanos®”’, region en la que se encuentra el gen de Cortistatina
personas que padecen este sindrome desarrollan déficits funcionales y anormalidades congénitas
como el retraso en el crecimiento, hipotonia, defectos cardiacos congénitos o miocardiopatias
dilatadas entre otros*”’. Aunque hay numerosos genes mas en la region deleccionada en este
sindrome, se debe tener presente la importancia de la deficiencia en Cortistatina y como ésta podria

estar favoreciendo el avance de diversas patologias como ocurre en el caso de la fibrosis hepatica.

Durante esta tesis hemos evidenciado la relacion inversa existente entre el desarrollo de la fibrosis
hepatica y los niveles de expresion de Cortistatina. Resultados preliminares analizando bases de
datos ya mostraban cémo pacientes con distintas patologias asociadas a fibrosis hepética (HBV %2,
HCV'® NAFLD'"* colestasis biliar y atresia biliar infantil'®®) presentaban menores niveles de
expresion de este neuropéptido a medida que el grado de dafio y avance de la enfermedad eran
mayores. Comprobamos que esta misma relacion inversa se establecia en los higados de ratones
con fibrosis hepatica, tanto toxica como colestatica, y en las células efectoras de la respuesta
fibrogénica cuando éstas se encontraban en estado activado. Este hecho es muy importante ya que,
tal como hemos presentado, la deficiencia en Cortistatina, tanto parcial como total, predispone al
desarrollo de respuestas fibroticas exacerbadas en el tejido hepatico dafiado. Es decir, que si un
paciente presentase bajos niveles de expresion del neuropéptido Cortistatina sufriria una fibrosis
hepatica mas temprana y de caracter avanzado, la cual va a hacer que esos mismos niveles de

expresion disminuyan ain mas y se genere un circulo de retroalimentacion inversa que derive

169



probablemente en un desenlace fatal. Ademas, esta relacion inversa entre la expresion de
Cortistatina y el desarrollo de fibrosis parece no estar acotada al tejido hepatico, otro estudio

realizado por nuestro laboratorio ha demostrado también la misma relacion inversa en otros tejidos

1208 206

como la piel*™ y los pulmones*"°. Por lo que, a falta de comprobarlo en un mayor ntimero de tejidos,

podria extrapolarse estos resultados al desarrollo general de la respuesta fibrogénica.

A pesar de ser llamativo que durante desarrollo de la fibrosis hepatica se detectasen unos menores
niveles de expresion de Cortistatina a pesar de estarse produciendo por células tanto del tejido
hepatico como infiltrantes, esto podria estar ocurriendo debido a que la disminucion de la expresion
de este neuropéptido por parte de las HSCs sea mucho mayor que lo que pueda suponer el aumento
del nimero de células capaces de expresar Cortistatina en el tejido hepatico dafiado. Ademas, es
interesante que el Human Protein Atlas recoja unicamente a las células de Ito (HSCs) y a las KCs
como poblaciones celulares residentes en el tejido hepatico capaces de expresar Cortistatina en
humano®®*!°, lo que se podria correlacionar con la mayor expresion detectada en las LX2 con
respecto a las HSCs murinas, e invita a estudiar mas detenidamente el papel que Cortistatina pueda
estar jugando sobre las KCs, al existir una mayor presencia de estas células en los higados Cort-/-
como demuestra nuestro estudio transcriptomico.
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Figura 107. La deficiencia en Cortistatina implica un estado de pre-activaciéon celular durante el envejecimiento.
Mientras que no se encontraron diferencias entre el tejido hepatico de ratones Cort+/+ jovenes (3 meses) y envejecidos

(18 meses), en ratones Cort+/- 'y Cort-/- de 18 meses se detectd una ligera remodelacion tisular con presencia de
componente inflamatorio y de miofibroblastos activados.

El estudio comparativo entre los tres genotipos de raton naive mostrd que, durante el envejecimiento
fisiologico, la deficiencia enddgena en Cortistatina conllevaba un aumento del estado de activacion
de las células efectoras de respuesta fibrogénica junto con una mayor presencia de infiltrado
inflamatorio en el tejido hepatico (Fig. 107). Es interesante la incipiente remodelacion tisular que
se fue desarrollando a medida que los ratones deficientes en Cortistatina envejecian ya que reflejaria
una situacion basal de pre-activacion celular que se agravaria ante estimulos dafiinos, tal como

observamos al inducir ambos modelos experimentales. De tal forma que, si trasladamos estos
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resultados al ser humano, que durante su envejecimiento podria enfrentarse a multitud de
situaciones desencadenantes de un dafio hepatico, la deficiencia en Cortistatina podria implicar
mayores complicaciones al estar el tejido hepatico ya predispuesto a desarrollar una fuerte respuesta
fibrogénica. De hecho, podria incluso ser que durante el propio envejecimiento fisiologico los
niveles de Cortistatina disminuyeran y esto haga que los ratones de mayor edad con una deficiencia
parcial en su expresion presenten la respuesta fibrogénica detectada que, aunque de caracter leve,

marca una diferencia con respecto a los ratones con dotacion génica normal.

Aunque durante la induccion de los modelos experimentales se produce el reclutamiento e
infiltracion de componente inflamatorio, y éste es ligeramente mayor en los ratones con deficiencia
en Cortistatina, esta participacion no parece estar jugando un papel clave, sino que dicha deficiencia
parece estar mas involucrada en el desarrollo de la propia respuesta fibrogénica actuando
principalmente sobre las células efectoras de esa respuesta. De hecho, nuestro cultivo de NPCs
deficientes en Cortistatina revel6 una mayor presencia de HSCs activadas y PFs activados, y aunque
también se detectaron genes de KCs, el perfil que presentan parece estar mas relacionado con un
caracter inhibitorio (expresion de genes como Ppary o Cdl63). Este hecho seria interesante
estudiarlo mas en detalle ya que la participacion de tanto de las KCs como de los macrofagos puede
tener un papel dual dependiendo de la fase de la respuesta fibrogénica y de si presentan un perfil
tipo M1 o més tipo M2. De igual forma, también habria que evaluar mas detenidamente el hecho
de haber obtenido esta mayor participacion de KCs en las NPCs aisladas de ratones Cort-/-y, sin
embargo, haber obtenido una menor expresion de F4/80 en el tejido hepatico de los ratones naive
jovenes. Histologicamente se podria realizar un marcaje especifico para KCs y observar la mayor
o menor presencia de estas células o si su presencia se encuentra asociada a algin patrén de

localizacion concreto.

Nuestros datos indican que, a pesar de que las células hepaticas expresan niveles bajos de
Cortistatina, éstos podrian regular directamente la activacion y diferenciacion de las células
efectoras de la respuesta fibrogénica en miofibroblastos. Las NPCs aisladas de ratones deficientes
en Cortistatina mostraron una elevada contribucion de miofibroblastos activados, mucho mayor que
en la poblacion aislada de ratones Cort+/+. Estos miofibroblastos, ademas de presentar un elevado
namero de fibras estrés aSMA®*, expresaban marcadores fibrogénicos por encima de lo detectado
en las NPCs Cort+/+. El andlisis transcriptomico revel6 que las células deficientes en Cortistatina
tenian un perfil genético muy comprometido con la diferenciacion a miofibroblastos contractiles
productores de ECM. También encontramos en estas células una elevada expresion de genes
asociados al desarrollo y funciéon muscular, al citoesqueleto de actina y al desarrollo de fibras
celulares contractiles (incluyendo numerosos componentes del complejo miosina muscular) (Fig.

108).
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Es importante resaltar que al mismo tiempo que genes involucrados en la formacion/diferenciacion
muscular, como Myog?'!, Mymk*'? o MyodI*" estaban altamente regulados al alza en las células

214

deficientes en Cortistatina, otros genes que bloquean la miogénesis, como Mstn*'*, se encontraban

regulados a la baja de forma significativa. También detectamos en estas células la regulacion al alza

(casi 200 veces mayor) de los genes Chrnd*'>*'¢ y Chrng®'"?!8

, codificantes para la subunidades &
y v de los receptores colinérgicos/nicotinicos, que son expresados solamente por células
musculares, pero no una expresion diferencial de otras subunidades que si se expresan en otros tipos
celulares. De forma similar encontramos un incremento diferencial (40 veces mayor) en la
expresion de Car3?*?%°, gen codificante para la isoforma 3 de la anhidrasa carbonica especifica de
musculo, en las células deficientes en Cortistatina. Todos estos resultados indican que, ante la
deficiencia en Cortistatina, las NPCs desarrollan un fenotipo activado mas cercano al muscular, con
el que durante la respuesta fibrogénica se podrian desarrollar funciones contrictiles de forma mas
potente que si se expresara Cortistatina con normalidad. Esto es interesante ya que se ha descrito
que los miofibroblastos con gran capacidad contractil son abundantes en las fases avanzadas de las

enfermedades asociadas a fibrosis hepética, cuando se pierde la capacidad de reversion/resolucion

de la respuesta fibrogénica®.
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Figura 108. Principales diferencias fenotipicas y genotipicas entre las NPCs primarias Cort+/+y Cort-/-.

Las HSCs primarias aisladas de ratones Cort+/+ a pesar de activarse en contacto con el plastico durante su cultivo (A),
no llegaron a activarse y diferenciarse de forma tan exacerbada como las aisladas de ratones Cort-/-. El analisis
transcriptomico de ambos genotipos, y que queda recogido en el Anexo 1, revelo en las NPCs deficientes en Cortistatina
un perfil genético muy comprometido con la generacion de matriz extracelular, la interaccion tanto célula — célula como
célula-ECM a través de uniones adherentes o adhesiones focales, y con la expresion de gran cantidad de genes
involucrados en musculo a distintos niveles (sarcolema, miofiofibrillas, miofilamentos, sarcomero, troponina, actina,
tropomiosina, miosina...) que sugieren una gran capacidad contractil por parte de estas células.
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A todo lo anterior se suma la expresion regulada a la baja de genes asociados a la senescencia de
las HSCs, de tal forma que la deficiencia en Cortistatina predispondria a de tener unas células con
un alto grado de activacion y diferenciacion, probablemente irreversible, y una mayor capacidad
para mantenerse en ese estado y no ser eliminadas del microambiente hepatico. Es importante
resaltar el hecho de que la administraciéon del neuropéptido Cortistatina exogeno tanto en los
cultivos de HSCs humanas (LX2) como de NPCs Cort-/- evit6 el elevado grado de activacion y la
expresion tanto de marcadores fibrogénicos como de genes asociados a musculo, con lo que
demostramos asi la capacidad de Cortistatina para actuar directamente sobre las células
fibrogénicas. Esto invita a pensar en posibles terapias basadas en Cortistatina para el tratamiento
de la fibrosis hepatica teniendo como diana directa las células efectoras de la respuesta fibrogénica.
Ademas, hay que tener también en cuenta que Cortistatina podria estar también afectando a otras
células del tejido hepatico, como los propios hepatocitos, en los que Cortistatina podria estar
actuando como un factor de supervivencia, de tal forma que falta aumentaria su susceptibilidad a

morir, 0 a presentar mas dafios como observamos en los modelos experimentales.

Como ya se ha indicado previamente en esta tesis, a pesar de que las HSCs se consideran la fuente
principal de miofibroblastos activados en el tejido hepatico, numerosos estudios indican que otras
poblaciones celulares fibrogénicas podrian contribuir también a la generacion de miofibroblastos

dependiendo de la etiologia del dafio®*>*

. Mientras que en el dafio por hepatotoxicidad se atribuye
a las HSCs activadas, las PFs se encuentran mds implicadas en la fibrosis causada por dafio
colestatico®. Por lo que el tener una mayor expresion de genes relacionados con PFs activados y
de genes implicados en la ruta Wnt (ruta implicada en el desarrollo de la fibrosis colestatica y que
promueve ademas la proliferacion de colangiocitos®#*?!) sugiere la posibilidad de que la poblacion
de miofibroblastos aSMA" detectada en el tejido hepatico del ratones con fibrosis colestatica podria
haberse generado desde HSCs, PFs e incluso colangiocitos a través de la transicion epitelio-
mesénquima. Atendiendo a los resultados tan relevadores obtenidos con las células aisladas de
ratones naive, seria realmente interesante estudiar también el efecto de la deficiencia en Cortistatina
sobre NPCs aisladas tras la induccion de un dafio tanto hepatotdxico como colestatico, y obtener
ademas las células en diversos momentos del desarrollo de la respuesta fibrogénica para ver la
participacion de las distintas poblaciones en las diferentes etapas del desarrollo de la fibrosis.
Asimismo, al haberse obtenido un fenotipo tan marcado y distinto en las células con deficiencia
total en Cortistatina, habria que analizar el estado de las células aisladas de ratones con deficiencia
parcial, para comprobar si presentarian un perfil génico mas cercano al de las células Cort-/-, como
sugiere el fenotipo observado durante el desarrollo de los modelos experimentales, o seria mas de

caracter intermedio entre Cort-/-y Cort+/+.

Durante el analisis transcriptomico observamos también la regulacion al alza de Smpd3 (Neutral

sphingomyelin phosphodiesterase 3, también conocida como NSMase?2) y de los genes codificantes
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para las catepsinas J (también denominada C), E y H, mientras que la L se encontraba regulada a la
baja. Este hecho es llamativo ya que diversas publicaciones han resaltado la participacion de
ASMase (Acidic sphingomyelin), pero no de NSMase2, y de otras catepsinas, como la B y la D, en
la activacion de las HSCs y la fibrosis hepatica??22*224, Debido al papel que podrian estar jugando
estos factores en las NPCs deficientes en Cortistatina seria adecuado un estudio mas profundo sobre

el tema.

Asimismo, otro aspecto que suscita nuevas preguntas es la regulacion a la baja de numerosos genes
implicados en la ruta de sefalizacion del IFNy (/fit1, Ifit3, Igtp, Irgm2, Irfl,9 y 7, Statl o Stat2,
entre otros) en las células deficientes en Cortistatina. Esta menor expresion podria correlacionarse
con una mayor susceptibilidad a infecciones viricas, de tal manera que enfermedades como la
hepatitis virica podrian tener efectos mucho mas devastadores en el tejido hepatico debido a la
ausencia de expresion de este neuropéptido. Seria interesante estudiar el efecto de Cortistatina en
este otro tipo de modelo de dafio hepatico, ya que se nos plantea la posibilidad de que la deficiencia
en este neuropéptido conllevara una peor prognosis, no por una mayor respuesta fibrogénica, sino
también por una mayor propension a ser infectados por virus al no tener una repuesta antiviral
adecuada. De hecho, esto encajaria con los resultados obtenidos en el analisis comparativo entre
higados de individuos sanos y de pacientes con distintas patologias asociadas a la fibrosis hepatica
utilizando la base de datos ‘National Cancer for Biotechnology Informatoin Gene Expression
Omnibus database’ donde encontramos que pacientes con el virus de la hepatitis B'* y de la
hepatitis C'** presentaban niveles bajos de expresion de Cortistatina. De igual forma, durante este
analisis encontramos también la relacion inversa entre la expresion de Cortistatina y el desarrollo
de otras patologias como NAFLD'® y colestasis biliar y atresia biliar infantil'®* lo que refuerza los

resultados obtenidos con los modelos experimentales empleados durante esta tesis.

Todos nuestros resultados nos inducen a pensar que el neuropéptido Cortistatina podria ser
considerado un marcador de mala prognosis en pacientes con enfermedades asociadas a la fibrosis
hepatica. De tal forma que un estudio de su expresion en los pacientes podria ponerles en alerta
ante el empeoramiento de sus sintomas si es que el desarrollo de la fibrosis se viera acompanado
de la deficiencia en Cortistatina. De ahora en adelante seria adecuada la realizacion de un estudio
prospectivo de pacientes con este tipo de patologias para estudiar no sélo la expresion génica de
Cortistatina en muestras de biopsias hepaticas sino también la posible correlacion con cambios en

los niveles en sangre.

5.2 Cortistatina como terapia anti-fibrética para trastornos hepaticos.

Nuestro estudio, junto con otros, ha demostrado que tanto Cortistatina como sus receptores son
expresados en las células efectoras de la respuesta pro-fibrogénica, por lo que, este neuropéptido

podria actuar sobre ellas de manera autocrina/paracrina'®”!¥2%5, De hecho, a través del uso de
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antagonistas de los receptores de Somatostatina y de Ghrelina comprobamos la capacidad de
Cortistatina para ejercer su efecto anti-fibrogénico a través de ambos tipos de receptores tanto en
las HSCs primarias de ratén como en las LX2 activadas con TGFB1 (Fig. 109). Aunque también
hemos estudiado su propia produccion, TGFB1 no es de los factores que se han visto mas regulados
por Cortistatina, si su via de sefializacion como refleja la activacion de las HSCs. Durante esta tesis
no se ha podido realizar un estudio del mecanismo de accion de Cortistatina sobre las HSCs, pero
otro estudio realizado en nuestro laboratorio mostré que fibroblastos pulmonares deficientes en
Cortistatina también presentaban respuesta fibroticas exacerbadas y sobre-activacion de las vias
intracelulares canonicas (Smad2/3) y no candnicas (Akt, p38, MAPK, ERK1/2) activadas por
TGFp1, incluso en ausencia de estimulacion pro-fibrogénica®®. Por lo que, se podria pensar que
Cortistatina seria capaz de ejercer su efecto de la misma forma en las HSCs, y que su administracion

conllevaria una disminucién de la sobre-activacion de dichas rutas.

Independientemente del mecanismo implicado, el tratamiento con Cortistatina consiguié también
reducir la capacidad contractil de las células efectoras activadas con TGFB1, tanto de la linea celular
de HSCs humanas como de los fibroblastos humanos de piel y pulmon. Este hecho es relevante ya
que dicha capacidad contractil se encuentra estrechamente relacionada con el desarrollo de la
hipertension portal®®”. De tal forma que, si la administracion de Cortistatina reduce la capacidad
contractil de las HSCs y nuestros resultados muestran que el tratamiento con el neuropéptido ejerce
el efecto contrario al generado ante la deficiencia en su expresion, cabria pensar que las HSCs
deficientes en Cortistatina pudieran tener una mayor capacidad de contraccion, lo cual coincidiria
con los resultados obtenidos con el estudio transcriptomico. Asi, esta mayor capacidad contractil
de las HSCs deficientes en Cortistatina podrian correlacionarse con el dafio tisular tan exacerbado

observado durante el modelo de fibrosis colestatica.

Cortistatina Cortistatina

\ MBI SSTR1-5
ACTIVACION

s —

HSC Miofibroblasto

HSC
quiescente quiescente

Miofibroblasto

Figura 109. Cortistatina es capaz de ejercer su efecto anti-fibrogénico a través de SSTR1-5 y GHSR.

Los ensayos con los antagonistas de los receptores GHSR1a y SSTR1-5, GHRP6 y CicloSOM respectivamente,
demostraron la capacidad de Cortistatina para evitar la activacion las HSCs a través de su union a ambos tipos de
receptores. El bloqueo de los receptores impidio la inhibicién de la ruta de TGFB1 y, por tanto, dicha estimulacion
favorecio a la activacion de las HSCs y su diferenciacion a miofibroblastos aSMA™.
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Ademas, aunque queda clara la capacidad de Cortistatina para actuar sobre el desarrollo de la
fibrosis en conjunto, y que este efecto se produce a través de la desactivacion de las células efectoras
de la respuesta fibrogénica como sugieren nuestros resultados in vitro, no se puede descartar que
Cortistatina esté evitando la apoptosis del hepatocito, ya que esta poblacion celular no so6lo es capaz
de expresar el propio neuropéptido sino también su receptores y, por tanto, podria responder ante

su administracidon con mecanismos de proteccion.

Durante los ultimos afios, la investigacion se ha centrando en los mecanismos moleculares y
celulares involucrados en la fibrosis hepatica, y, aunque algunos estudios farmacologicos han dado
buenos resultados en modelos experimentales, éstos han fallado en la traslacion a muestras
humanas. Nuestros resultados revelan claramente la capacidad de Cortistatina para evitar la
activacion y diferenciacion de las células efectoras de la respuesta fibrogénica a miofibroblastos,
no solo en lineas celulares de HSCs, sino también en fibroblastos primarios humanos, que si bien
no son HSCs, plantean un escenario similar y abren la via de un posible tratamiento en humanos.
Ademas, con esta tesis hemos conseguido demostrar el efecto terapéutico de Cortistatina, no s6lo a
nivel celular, sino también en el desarrollo de la fibrosis hepatica con modelos experimentales tanto

de dafio cronico, como el de BDL, como de dafio agudo, como el de CCl4 (Fig. 110).

| Tratamiento en etapas tempranas | Cortistatina I Tratamiento en etapas avanzadas ]
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Figura 110. Administracion de Cortistatina para el tratamiento temprano o avanzado de la fibrosis hepatica.

El tratamiento con Cortistatina consiguié inhibir el avance de la fibrosis hepatica en los modelos de dafio tanto
hepatotoxico como colestatico cuando se administr6 tanto en etapas tempranas como avanzadas y se obtuvo un menor
grado de dafio tisular y la supervivencia de todos los ratones en ambos modelos. Ademas, Cortistatina logré revertir los
dafios tisulares generados por la fibrosis cuando se administr6é una vez ya establecida la respuesta fibrogénica, aunque
queda aun por conocer a través de qué mecanismo estaria favoreciendo la resolucion del proceso.

Actualmente, existen factores con potenciales efectos terapéuticos para la fibrosis hepatica ya en
fase de ensayos clinicos como Selonsertib!'?® o los agonistas del receptor Farnesoid X' entre otros.
Sin embargo, la mayoria de ellos se centran en el tratamiento de una u otra patologia hepatica
asociada a la fibrosis y actian sobre determinadas fases o factores concretos de la respuesta

fibrogénica, en etapas tempranas de su desarrollo principalmente. Ademas, algunos tratamientos
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presentan riesgos, como es el caso de Selonsertib, sobre el que se ha detectado un aumento de la
susceptibilidad al desarrollo de hepatocarcinoma en ratones deficientes en ASK1!%°, En cambio, el
uso de una terapia anti-fibrotica basada en la administracion de Cortistatina tiene otros numerosos
puntos a favor. Por un lado, Cortistatina es un factor endégeno del que no se ha descrito ni
observado ninglin tipo de toxicidad generada por su administracion, incluso con su re-
administracion a lo largo del tiempo. De hecho, el perfil de seguridad del tratamiento con
Cortistatina es favorable en humanos y ya ha demostrado su eficacia clinica en el tratamiento de la
enfermedad de Cushing?®, de la acromegalia??’. Por otro, ademas de la ya descrita actividad anti-
inflamatoria!®*!"® Cortistatina posee capacidad anti-fibrogénica como se ha demostrado, y puede
actuar no solo directamente sobre las células efectoras de la respuesta fibrogénica, sino también
sobre el microambiente que las rodea, de tal forma que se estarian tratando varias etapas del
desarrollo de la fibrosis y esto supondria una cualidad més con la que cuentan pocos de los fArmacos
que se estan evaluando actualmente. Ademas, estudios previos han descrito el efecto terapéutico
sobre las respuestas fibrogénicas de varios agonistas de los receptores que son reconocidos por
Cortistatina, los receptores SSTR y GHSR!87:189.191.225.228-230 " Bgtos datos sugieren que la union de
Cortistatina a ambas clases de receptor, podria permitir un efecto anti-fibrético sinérgico mas
potente que cada uno de ellos por separado. Es importante resaltar que con la administracion de
Cortistatina desde tiempos cortos conseguimos evitar el dafio tisular asociado al avance de la
fibrosis hepatica y con su administracion mas avanzada en el tiempo, una vez establecida la
respuesta fibrogénica, no s6lo conseguimos evitar el avance de la fibrosis sino también su reversion,
lo que abre una gran ventana terapéutica donde pacientes con distintos grados de fibrosis hepatica
podrian ser tratados efectivamente. Y, aunque habria que realizar mas estudios, el tratamiento con
Cortistatina plantea incluso la existencia de opciones para aquellos pacientes desahuciados, que no
tienen mas opcion que recibir un trasplante de higado, pero éste no llega a tiempo. Y es que la
administracion de este neuropéptido, al poder evitar el avance e incluso revertir el dafio fibrotico,

podria hacerles ganar ese tiempo tan necesario hasta recibir el trasplante.

En cualquier caso, como se ha demostrado en esta tesis, los resultados obtenidos con el tratamiento
con Cortistatina son realmente interesantes y prometedores en muchos aspectos, por lo que teniendo
presentes todos estos puntos favorables descritos, Cortistatina surge como un candidato atractivo
para el disefo de terapias anti-fibroticas para trastornos hepaticos cronicos de diferentes etiologias.
Los siguientes pasos necesarios para su uso en terapia serian el estudio de bioseguridad en sujetos
humanos, la evaluacion de los efectos anti-fibroticos en una poblacion pequena de humanos y,
finalmente, la evaluacidén de los efectos anti-fibréticos en una poblacion heterogénea de mayor

tamario.
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6. CONCLUSIONS

The hepatic expression of the neuropeptide Cortistatin inversely correlates with the development

of the fibrotic response in liver.

Endogenous Cortistatin deficiency predisposes to the development of incipient fibrogenic response

in liver tissue during physiological aging.

Partial or total deficiency in Cortistatin promotes early and exacerbated development of clinical
signs of tissue damage and increased mortality rate in animals subjected to experimental

hepatotoxic- and cholestatic-induced liver fibrosis.

Cortistatin-deficient fibrogenic effector cells of the liver present a high state of activation and
differentiation to myofibroblast, with a genetic profile compromised with the generation of
extracellular matrix, the formation of actin fibers, the focal cell adhesion, and the expression of

genes associated with muscle development and function.

Cortistatin treatment directly impairs the activation of hepatic fibrotic cells and their differentiation
to myofibroblasts. Blockade of SSTR and GHSR1 in HSCs abolishes the inhibitory effect of

Cortistatin in the fibrogenic response.
Early Cortistatin treatment prevents the development of the fibrogenic response in experimental

models of toxic and cholestatic liver fibrosis and its administration in advanced stages reverses the

fibrosis already established in both models.
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7. CONCLUSIONES

Existe una correlacion inversa entre la expresion hepdtica del neuropéptido Cortistatina y el

desarrollo de la respuesta fibrogénica en el higado.

La deficiencia enddgena en Cortistatina predispone al desarrollo de una incipiente respuesta

fibrogénica en el tejido hepatico durante el envejecimiento fisiologico.

La deficiencia parcial o total en Cortistatina promueve el desarrollo temprano y exacerbado de
signos clinicos de dafio tisular y una mayor tasa de mortalidad en animales sometidos a fibrosis

hepatica experimental hepatotoxica y colestatica.

Las células efectoras de la respuesta fibrogénica deficientes en Cortistatina en el higado presentan
un elevado estado de activacion y diferenciacion a miofibroblasto, con un perfil genético
comprometido con la generacion de matriz extracelular, la formacion de fibras de actina, la

adhesion focal celular, y la expresion de genes asociados al desarrollo y funcion muscular.

El tratamiento con Cortistatina altera directamente la activacion de las células fibroticas hepaticas
y su diferenciacion a miofibroblastos. El bloqueo de SSTR y GHSR1 en HSC suprime el efecto

inhibidor de Cortistatina en la respuesta fibrogénica.
El tratamiento sistémico con Cortistatina administrado de forma temprana evita el desarrollo de la

respuesta fibrogénica en modelos experimentales de fibrosis hepdatica toxica y colestatica y su

administracion en etapas avanzadas revierte la fibrosis ya establecida en ambos modelos.
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ANEXO 1.

Debido al enorme peso de las tablas, los datos se pueden consultar publicamente en Sequence Read
Archive (SRA): PRINA71406
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ANEXO 2.

Tabla A. Top 110 de DEGs relacionados con musculo regulados al alza en las NPCs Cort-/- frente a las Cort+/-.

DESCRIPCION Vf; ]l)ol:‘ FUNCION, EXPRESION, (
Myll myosin, light polypeptide 1 9.15 <1026 Componente del complejo miosina expresado en 1r
Chrng cholinergic receptor, nicotinic, gamma polypeptide 8.69 <102 Subunidad del recegtor I.11C0t1nlCO expresado espec
papel en la organogénesis neuromuscular
Myh8 ;neyr (;;lant,a / heavy - polypeptide 8, skeletal muscle, 8.66 <1018 Componente del complejo miosina en células del n
Chrnd cholinergic receptor, nicotinic, delta polypeptide 7.53 <108 Junto con gamma se expresa solamente en células ¢
Mylk4 myosin light chain kinase family, member 4 7.44 <108 Quinasa especifica de Ser/Thr que regula la cadena
Myh3 ZZ ijl}rzni!zeavy polypeptide 3, skeletal muscle, 7.27 <1082 Componente del complejo miosina en células del n
Myh7 myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle, beta 6.63 <10 Cadena pesada beta (o lenta) de la miosina cardiac:
. Esencial para la diferenciacion funcional del mt
-57
Myog myogenn 6.27 <10 reversion de la diferenciacion de las células muscu
X . . Miembro de la familia de proteinas de moléculas
Hjv hemojuvelin BMP co-receptor 6.08 0.002 esquelético, el corazon y el higado
. . . . Regulador positivo de miogénesis. Actia como ¢
Csrp3 cysteine and glycine-rich protein 3 5.99 0.002 factores como Myod] y Myog
potassium voltage gated channel, Shaw-related Canal de potasio controlado por voltaje que se «
Kened | subfamily, member 4 380 10005 . itabilidad de los miocitos
Movl0ll | Helicasa I de ARN del complejo RISC como Mov1( 5.58 0.033 Helicasa expresada en células del musculo liso
Car3 Anhidrasa carbonica 3 5.16 <108 Isoforma expresada especificamente en células mu
Actel Actina alfa de musculo cardiaco 1 5.00 <107¢ Componente del aparato contractil en células musc
. N Componente del complejo troponina que junto
18
s Troponina 3 4.73 <10 dependiente de calcio del musculo estriado
Mymk Miomarcador, factor de fusion de mioblastos 4.64 <101 M?dla la ﬁlnc10'n. de mioblastos. Involucrado en
: musculo esquelético
Lrml Repeticion neuronal 1 rica en leucina 4.59 <1077 Expresado en mioblastos somaticos tempranos
Myhl Cadena pesada de miosina 1 4.43 <10%¢ Componente del complejo miosina en células del n
5 . R Componente del complejo troponina que junto
3
ey Troponina 2 4.28 <10 dependiente de calcio del musculo estriado
Myodl Mov10 like RISC complex RNA helicase 1 4.27 <1020 Inicia el proceso miogénico. Esta involucrado en Ia
e Expresada en células del musculo liso, fibroblas
-3 )
g myocilin 4.22 <10 Involucrada en la formacién de fibras de estrés
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DESCRIPCION FUNCION, EXPRESION, (
Arpp21 cyclic AMP-regulated phosphoprotein, 21 4.22 <103 Participa en la diferenciacion miogénica. Activa el
. L . Media preferencialmente la inclusion de exones es
-6
L RNA binding motif protein 24 3.75 <10 importantes para la diferenciacién de células del m
i i Proporciona un vinculo estructural entre el citoesqu
Sgcg sarcoglycan, gamma 3,60 0,001 de células musculares
Cacnals gzll)c;::? channel, voltage-dependent, L type, alpha 1S 3,50 <10 Papel en la excitacion-contraccion del musculo esq
Tir transthyretin 338 0,003 Re.gula.dor de la diferenciacion dp mioblastos. Tg
(vitamina A) en el plasma al asociarse con la prote
Vell2 vestigial like family member 2 3,32 0,003 Cofactor de la expresion génica regulada por
esquelético
Actn2 actinin alpha 2 331 <1011 Isoforrleli de la actinina alfa especifica para el
esqueléticos y cardiacos
Ctsj cathepsin J 3.30 0.0009 Isc?forma de cat,epsma que se puede encontrar rel
musculo esquelético
Lmod3 leiomodin 3 (fetal) 3.30 0,004 Protelpa que actua como catalizador de la} .nucl
organizacion de filamentos delgados sarcoméricos
Hemoproteina globular monomérica expresada er
Mb myoglobin 3,29 0,0002 responsable del almacenamiento y transferencia d
mitocondrias
Trim72 | tripartite motif-containing 72 2,90 <107 Relacionado con contraccion del musculo liso y co
Cdhl5 cadherin 15 2,88 <10 Factor expresado particularmente en mioblastos y 1
Casq? calsequestrin 2 2.88 <101 Protema} ﬁ]gdora de ca!mo que loralmacena para la
sarcopldsmico en las células cardiacas y del muscu
Clcnka chloride channel, voltage-sensitive Ka 2,77 0,0002 Canal de cloruro expresado en miocitos de muscul
Mybph | myosin binding protein H 2,72 <1013 Componente estructural del misculo
Actal actin, alpha 1, skeletal muscle 2,70 <10 Actina alfa de musculo esquelético. Componente p
Ano5 anoctamin 5 2,65 0,0006 Proteina transmembrana abundante en células del r
hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated Isoforma presente en musculo cardiaco relacic
Hcnd Kyf 4p - g 2,62 <10 despolarizacion de la membrana durante el poter
cardiaco
Tnne2 troponin C2, fust 2,61 <108 Su,bunldad CZ del complejo proteico troponina
musculo estriado
Syndigl | synapse differentiation inducing 1 2,59 0,021 Proteina expresada en musculo cardiaco
. . . Proteina asociada a actina que puede desempefiar
_ 1
Synpo2l | synaptopodin 2-like 2,54 <10 basada en actina
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DESCRIPCION FUNCION, EXPRESION, (
. . R Factor que puede vincular el citoesqueleto de filame
8
Myom3 | myomesin family, member 3 2,52 <10 en el miseulo estriado
Ttn Gitin 243 <10 Proteina grande y abundante de musculo estriado
’ ensamblaje de la maquinaria contractil en las célul:
Xirpl xin actin-binding repeat containing 1 2,40 <10 Proteina que protege los filamentos de actina durar
. . g Proteina que media la nucleacién de filamentos
Lmod?2 leiomodin 2 (cardiac) 2,38 0,007 polimerizacién
Glucoproteina adhesiva que media las interaccione
Thbs4 thrombospondin 4 2,35 <1073 involucrada en procesos de proliferacion celular, m
miocardio
. . . ) Receptor purinérgico expresado en el misculo esqu
~ 4
P2ryl3 | purinergic receptor P2Y, G-protein coupled 13 2,34 <10 importante en su desarrollo y reparacion
. Glucoproteina de adhesion célula-célula dependier
e cadherin 19, type 2 2,27 0,0002 de cadherina extracelular expresada en fibras musc
Tbx15 T-box 15 2,19 <1073 Controla la determinacion del tipo de fibra del mus
En el desarrollo del musculo esquelético, varios
Kihi30 kelch-like 30 2,09 <10 procesos de proliferacion y/o diferenciacion que de
de los musculos maduros
Kcnb2 {: 32?22%}" m‘;fyit;frez gated - channel, - Shab-related 2,04 0,009 Entre sus diversas funciones se incluye la regulacic
Musk muscle, skeletal, receptor tyrosine kinase 1,98 <1010 Juega un papel central en la for,maci(')n M mar}tf:nim
’ entre la neurona motora y el musculo esquelético

LogoFC: Fold change de la expresion de DEGs entre NPCs Cort-/- y Cort+/+ expresada como valores Logz. Valor p de FDR: Valor p para la tas
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Tabla B. DEGs de NPCs Cort-/- frente a NPCs Cort+/+ anotados en GO para Componentes Celulares.

GOID

DESCRIPCION

Ratio de
Genes

p-

62023

Matriz extracelular
que contiene
colageno

104/1852

adjust

<10-23

Thbs4/Lox/Dpt/Igfbp6/Mgp/Eln/Adamts5/Fbin5/Ptprz1/ColSal/Tgfb2/Megf6/Cil,
In2/1gf2/Col4a5/Gpc3/Smocl/Lum/Col6a3/Tgfb3/Coll4al/Pcsk6/Cspg4/Npnt/Cc
9/Mfap5/Frem1/Timp3/Ccn3/Spock2/Myoc/Col4a6/1116/Timp2/Itga6/Col3al/Htr
mp9/Coll2al/Emilin2/Postn/Lamb2/Entpd1/Dagl/Tgfbi/Srpx2/Collal/Fmod/La
6/Pmp22/Plxdc2/Prelp/Lgalsl/Pcolce2/Itih2
Serping1/Agrn/Vegfa/Lgals9/Serpine2/Col24al/Pkm/Rarres2/Dcen/Bmp1/LoxI2/1
1/Sod3/Egfl7/Ctsl/Serpinel/Adamts4/Anxa6/Runx1

31012

Matriz extracelular

121/1852

<1 0-22

Thbs4/Lox/Dpt/Igfbp6/Mgp/Eln/Ccn5/Adamts5/Fbin5/Lrrnl/Ptprz1/Col8al/Ling
1/Lama2/Clec14a/Fbln2/Igf2/Wnt5a/Col4a5/Gpc3/Smocl/Lum/Col6a3/Tgfb3/Cc
d4/Ntn4/Lamc2/Wnt2/Anxal/Ltbp4/Megf9/Mfap5/Frem1/Timp3/Cd180/Ccn3/Sp
1/Htral/Fbnl/Smoc2/S100al0/Lamc3/Col5a3/Mmp9/Coll2al/Emilin2/Postn/La
od/Apoe/Lamcl/Vwf/S100a3/Itgb4/Coll6al/Ltbp1/Gpc6/Pmp22/Plxdc2/Tgfbr3/]
Mmp13/Alpl/Wntd/Serping1/Agrn/Vegfa/Lgals9/Serpine2/Col24al/Pkm/Rarres2
3/Tnc/Mmp10/Plscr1/Plod1/Sod3/Egfl7/Ctsl/Ccbel/Serpinel/Mmp3/Adamts4/Lr

09897

Lado externo de la
membrana
plasmatica

97/1852

<10-I3

Adgrel/Cd163/Thyl/Itgal/Gpihbp1/Cd36/Fcgr2b/Pletl/Musk/Siglece/Cd59a/Flo
/Ebi3/Wnt2/Vtcnl/Anxal/Slamf7/Amot/Itgad4/Rorc/Alcam/Itgal/Ackr3/Lrp2/Itgac
1/Stab2/Ngfi/Apoe/Cd55/Vwf/Ceacam1/Prn/ltghb6/Cd48/Folr1/Tgfbr3/Cd22/Ghr
Pdpn/I113ra2/H2-Q6/Tnfrsf9/H2T23/Ighm/H2Q7/H2Q4/Cxcll10/H2-

Ab1/H2K1/Chrnb2/H2Q10/B2m/H2T22/H2D1/Itga2/Abcg1/116/Ccr7/Serpine2/H
H2T24/Cd24a/Ccr5/Lepr/Cd28/Cd40/Btnlal/Ada/Ccr2/Ctsl/Gm8909/Vecaml/Ca

15629

Citoesqueleto de
actina

108/1852

<10-13

Myh3/Actcl/Myhl/Actal/Tnnt3/Myll/Hspb7/Ccn5/Myh8/Cobl/Ablim1/Mybph/Ac
Mylpf/Tnnc2/Ttn/Myom3/Flotl/Mylk/Anln/Tnnt2/Hck/Acta2/Pknox2/Sptal/Xirp 1
yb/Anxal/Myo5b/Myh7/Amot/Myl7/Myo 1f/Actn3/Tnncl/Ahnak/Synpo2/Aif1/Shrc
/Rorl/Limchl/Tpm2/Tnni2/Tmod2/Gas2l1/Myom2/Cap2/Rac2/Myo 1d/Lmod3/Pg
85/Myo5a/Cit/Mstir/Myoml/Fscnl/Zyx/Pawr/Asapl/Arhgap21/Gas213/Rflnb/Pl
Krt19/Ddx58/Gbp2/Slc2al/Crmp1/Pdxp/Smtnl2/Snca/Mpp4/Fmn2/Rnd1/Fblim1,
Sh2b2

05865

Filamento fino de
musculo estriado

20/1852

<10-I0

Actal/Tnnt3/Actn2/Tnnil/Lmodl/Tnnc2/Ttn/Myom3/Tnnt2/Mybpc3/Actn3/Tnncl
/Myom1/Neb

43292

Fibra contractil

62/1852

<101

Myh3/Actcl/Myhl/Actal/Tnnt3/Myll/Myodl/Jph2/Krt8/Actn2/Casq2/Synpo2l/M
m3/Tnnt2/Acta2/Mybpc3/Cacnals/Npnt/Vcl/Myh7/Myl7/Actn3/Nos1ap/Dmd/Tnn
nni2/Tmod2/Csrp3/Ryr1/Myom2/Cavin4/Cav3/Pde4dip/Sync/Lmod3/PgmS5/Dag |
kbpla/Slc8al

Krt19/Slc2al/Kenj8/Twf2/Psma6
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DESCRIPCION

RELOY(S

42383

Sarcolema

Genes

49/1852

Aqpl/Atp1a3/Cd36/Krt8/Trim72/Agrn/Flotl/Lama2/Bsg/Col6a3/Tgfb3/Cacnals,
ar2a/Sgcg/Popdc2/Fxyd1/Ryrl/ltga7/Scnlb/Nos3/Cav3/Sync/Pgm5/Dagl/Chrm:
cd/Adralb/Cavl/Slc8al

Krt19/Slc2al/Kenj8/Bsg/Vdr/Veaml/Car4/Kenj2/Anxa6

36379

Miofilamento

20/1852

<1040

Actal/Tnnt3/Actn2/Tnnil/Lmodl/Tnnc2/Ttn/Myom3/Tnnt2/Mybpc3/Actn3/Tnncl
/Myom1/Neb

30016

Miofibrilla

57/1852

<107

Actcl/Myhl1/Actal/Tnnt3/Myll/Myod1/Jph2/Krt8/Actn2/Casq2/Synpo2l/Tnnil/Li
cnals/Vel/Myh7/Myl7/Actn3/Nos1ap/Dmd/Tnnc1/Ahnak/Synpo2/Nexn/Ldb3/Myl
Cavin4/Cav3/Pde4dip/Sync/Lmod3/Pgm5/Dagl/Synpo/Lmod2/Myom1/KIhi41/N.
Krt19/Slc2al/Kenj8/Twf2/Psma6

44449

Parte de fibra
contractil

55/1852

<107

Actcl/Myhl1/Actal/Tnnt3/Jph2/Krt8/Actn2/Casq2/Synpo2l/Myhl1/Tnnil/Lmodl/
cnals/Npnt/Vcl/Myh7/Myl7/Actn3/Nos1ap/Dmd/Tnnc 1/Ahnak/Synpo2/Nexn/Ldb.
om2/Cavin4/Cav3/Sync/Lmod3/Pgm5/Dag1/Synpo/Lmod2/Myom1/Klhl41/Neb/A
Krt19/Slc2al/Psma6

ID GO (Identificador de ontologia genética) y descripcion de Iso terminos de las Componente Celulares ordenados por valores de ajuste p descer
NPCs Cort-/- (FDR<0.05) en cada término de GO relacionado con el niimero total de DEGs que se anotan en los Componentes Celulares de GO
término de GO. Rojo: genes regulados al alza en NPCs Cort-/-. Azul: genes regulados a la baja en NPCs Cort-/-.

Tabla C. DEGs de NPCs Cort-/- frente a NPCs Cort+/+ anotados en GO para Procesos Biologicos.

GOID

DESCRIPCION

Ratio de
Genes

p-

98542

Respuesta de
defensa ante otro
organismo

116/1833

adjust

<10-]7

Treml4/Adamts5/Cd36/Lyz2/Clec4n/Hck/Mpeg1/Syk/Arg2/CSarl/

Slellal/ll1b/Fpr2/Myolf/Clec4e/Fgl2/Htral/Acp5/Tlr8/Ncfl/Cxcll3/Ptprc/Stab
Irf7/Zbp 1/Isg15/Rip4/Gbp3/Ifit1/Ifit3/Oasl2/Rsad2/Ifit3b/Oas1a/Len2/Oasl/Irg
9/Hp/Mx2/H2T23/Oas2/Ifih1/Bst2/Ighm/Oas1g/Argl/Cxcll/Dhx58/Ddx58/Stat 1/
Gbp4/H2K 1/Trim34a/Gbp6/Adar/Kcenj8/Oas3/Ddx60/Plac8/Trex1/Gbp7/Irf1/Cx

fn8/Trim12a/Gbp9/Epha2/Ltf/Eif2ak2/Rarres2/Isg20/Gapdh/Igkc/Apobecl/Trim.

crl/Pglyrpl/1l4ra/Camp/Tlr3/Oas 1 c/Ifitm 1/1fit1b12/Serpine1/Vgf/H2M3/Gsdmd)/

03012

Procesos del
Sistema muscular

105/1833

<10-17

Myh3/Myog/Actc1/Myh1/Tnnt3/Myl1/Smpd3/Chrng/Myod1/Mymk/Ednrb/Myh8/i
/Lmod1/Igf1/Itga2/Trim63/Chrnd/Tnnc2/Ttn/Myom3/Trim72/Mylk/Dmpk/Tnnt2/.
al/Cen4/Cacnals/Npnt/Myh7/Actn3/Dmd/Tnncl/Aif1/Myoc/Gsn/Lmna/Tpm2/Tn

f1/Myom2/Scn1b/Nos3/Cav3/KIf15/Lmod3/Mrvil/Lmod2/Abat/Tbx20/Agt/Myom

gcd/Adoral/Adralb/Cavl/Anxa6/Rock2/Fkbpla/Gpd1l/Slc8al
Stcl/Atp1a3/Gdnf/Kcenj8/Ptgs2/Bdkrb2/Tnfrsf1b/Agrn/Arg2/Lck/Ptger3/Sorbs2/)
Ada/Drd1/Sphk1/Kcnj2/Mstn
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REGUNE

DESCRIPCION
Genes
Thbs4/Smpd3/Vegfd/Thy 1/Ednrb/Pgf/Cnr2/Wnt5a/Syk/C5arl/Csf3r/Cd300a/Aoc
pr2/itgal/Tnfsf18/Cen3/Aif1/1116/tga6/Mmp9/Jaml/C3arl/Rac2/Cxcll 3/Ptprj/Se
50900 Migagi(’)p 94/1833 <1017 ps8/Pawr/Hc/Slamf1/Gpr35/Madcaml1/Adoral/ltgam/Vavl

leucocitaria Cxcl2/Ccl22/Spp1/5100a9/S100a8/Cxcll/Cxcl3/Cxcl10/Ccl7/Itga2/Ch25h/Grem
egfa/Lgals9/Mif/ll1a/Rarres2/Itgad/ltgb3/Ecm1/Ptger3/Bdkrb1/Cd24a/Ppbp/Tnf

Slc37a4/Cxcll4/Veaml/Ager/Ripk3/Serpinel/Mdk/Cyp7b1/Vegfc/Mstn
Myh3/Actc1/Myh1/Tnnt3/Myl1/Smpd3/Chrng/Ednrb/Myh8/Chrnb2/Actn2/Casq2
Contraceion d/Tnnc2/Ttn/Myom3/Mylk/Dmpk/Tnnt2/Hcn4/Acta2/Mybpc3/Kene3/Npy1r/Cacn
06936 86/1833 <107 Tnni2/Tmod2/Atp1b1/Fxyd1/Csrp3/Ryrl/Ncfl/Myom2/Scnlb/Cav3/Lmod3/Mrvi.
muscular hrnal/Pawr/Akap6/Ank2/Sgcd/Adoral/Adralb/Cavi/Anxa6/Rock2/Fkbpla/Gpd.
Stcl/Atpla3/Gdnf/Kcnj8/Ptgs2/Bdkrb2/Agrn/Arg2/Lek/Ptger3/Map2k1/Edn1/Ma
35456 . Respueta a 33/1833 <1017 Gbp3/{ﬁl1/qu]/[ﬁt3/lgtp/1/‘gm2/lligp1/[ﬁfm3/BS12/[ﬁ2()4/Irgm 1/Tgtp2/1fi203/1fi2
interferon-beta 07/Mndal/Gbp6/1fi213/Trex1/Irf1/Aim2/1fi205/Plscr1/Ikbke/Ifi209/Ifitm1/Gm 121

ID GO (Identificador de ontologia genética) y descripcion de Iso terminos de las Procesos Biologicos ordenados por valores de ajuste p descen
NPCs Cort-/- (FDR<0.05) en cada término de GO relacionado con el numero total de DEGs que se anotan en los Procesos Biologicos de GO
término de GO. Rojo: genes regulados al alza en NPCs Cort-/-. Azul: genes regulados a la baja en NPCs Cort-/-.

Tabla D. DEGs de NPCs Cort-/- frente a NPCs Cort+/+ anotados en GO para Funciones Moleculares.

GOID

DESCRIPCION

Ratio de
Genes

p_

03779

Union a actina

101/1814

adjust

<10»12

Myh3/Myh1/Tnnt3/S100a4/Myh8/Cobl/Ablim1/Actn2/Synpo2l/Myh11/Tnnil/L
knox2/Sptal/Anxa8/Xirp 1/Myh10/Mybpc3/Clmn/Epb4113/TIn2/Vel/Map 1a/My
Synpo2/Aif1/Shroom3/Cnnl/Pstpip2/Nexn/Tns4/Diaph3/Ldb3/Gsn/Mtss2/Vash
Csrp3/Myom2/Nos3/Cap2/Tagln/Myo1d/Cobll1/Lmod3/Shtnl/Dagl/Synpo/Fm
Sa/Add3/Eps8l1/Myom1/Fhdcl/Eps8/Ceacaml/Sntal/Fscnl/Pawr/Gas213/Aka
18a/Tmem?201

Nos2/Trpc6/Ccr5/Scin/Tmsb10/Snca/Twf2/Hcls 1/Lrrk2/Enah/Anxa6

30545

Actividad reguladora
de receptor

98/1814

<]0»11

Thbs4/Vegfd/Ccen5/Pgf/Bmp2/Tefb2/1gf1/Efemp 1/Pnoc/Gdf6/Igf2/Wnt5a/Tgfb3
Tnfsf18/Ccen3/1116/Fbnl/Gpnmb/Sct/Ttr/Cxcll 3/Fgf12/Agt/Epo/Wfikkn2/Bmp6,
x1/Nrtn

Cxcl2/Ccl22/Spp 1/Stc1/1111/Csf3/Cxcll/Ly6e/Cxcl3/Csf2/Pri8a9/Lif/ Cxcll 0/C
2/Cxcl5/116/Ccl2/Agrn/Ccll 1/Vegfa/Pdgfa/Tnfsf9/Mif/ll1a/Penk/Bmp 1/Adm/Fg
Dkk2/Edn1/Clcf1/Npy/Semadc/Il1rn/Pglyrpl/Cdc42ep2/Cxcll4/Sema3e/Osm/]
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DESCRIPCION ‘

RELOY(S
Genes

Thbs4/Dpt/Igfbp6/Eln/Fbin5/ColSal/Efempl/Lama2/Fbln2/Col4a5/Lum/Col6c

adhesion celular

05201 estr‘jgfg‘fﬁ;ﬂ A1/1814 <1g8 | K¥/Col4a/Col3al/Fbnl/Tnc/Col5a3/Coll 2al/Emilin2/Posin/Lamb2/Tgfbi/Srp
u z
p/Pcolce?2
extracelular Agrn/Col24al/Ecm1/Col7al
Thbs4/CcnS/Adamts5/Lpl/Cemip/Vit/Pcsk6/Ccend/Cedc80/Cfh/Lamc2/Fbln7/Rs
Unibn a ~ bnl/Gpnmb/Smoc2/Col5a3/Cxcll3/Fgf12/Postn/Ptprc/Selp/Prnp/Stab2/Pglyrp
03539 glucosaminoglicanos >2/1814 <10 /Itgam
Cxcll10/Ccl7/Ccl2/Agrn/Vegfa/Serpine2/Ltf/Dcen/Hk1/Lyvel/Liph/Ager/Mdk/An
Thbs4/Thy1/Itgal/Cen5/Fbin5/Ptprz1/1gf1/Cpe/Cdhl3/Cdhl15/1gf2/Ptpn6/Syk/C
50839 Uni6n a moléculas de 53/1814 <107 Timp2/Itga6/Col3al/Fbnl/Gpnmb/Itgh8/Nrxn2/Jaml/Nectin2/Itga7/Nos3/Ptpr;

11/Cadm 1/Vwi/ltgb6/Itghb4/Coll6al/Akap5/1tgh5/Ptprf/Cldn7
Isg15/Spp1/Nos2/Ptprt/ltga4/ltgh3/Cd177/Vcaml/Madcam1

ID GO y descripcion de Iso terminos de las Funciones Moleculares ordenados por valores de ajuste p descendentes. Relacion de genes: numero
término de GO relacionado con el niimero total de DEGs que se anotan en las Funciones Moleculares de GO (1814 genes). Ajuste p: Significancia
al alza en NPCs Cort-/-. Azul: genes regulados a la baja en NPCs Cort-/-.
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