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1 RESUMEN

El higado es un organo vital para la destoxificacion de sustancias perjudiciales
presentes en el organismo. Las agresiones producidas a este dérgano por agentes
guimicos, viricos o quirurgicos, desencadenan un proceso fisiopatolégico complejo que
incluye desde una simple esteatosis hepatica, pasando por una fibrosis hepatica, cirrosis

y finalmente pudiendo desarrollar finalmente, en algunos casos, hepatocarcinoma.

En la actualidad, millones de personas sufren dafio hepatico inducido por
alcohol, productos quimicos e infecciones. Asi, enfermedades hepaticas agudas y
cronicas siguen siendo uno de los problemas graves de salud a nivel mundial. Las
enfermedades inflamatorias crénicas del higado son factores de riesgo que predisponen
al desarrollo de hepatocarcinoma, ya que cualquier agente que dafie de forma crénica
y progresiva a los hepatocitos e induzca mitosis, hace al ADN celular mds susceptible a
alteraciones genéticas. Entre ellas, se pueden citar la esteatohepatitis, la cirrosis
alcohdlica o la cirrosis inducida por el virus de la hepatitis B o C. Mientras que la
esteatosis puede considerarse un proceso benigno, las demas patologias tienen el
potencial de causar inflamacidn hepatica crénica y desarrollo de fibrosis, lo que acabaria
provocado la insuficiencia del 6rgano. La fibrosis hepatica se considera una respuesta a
agresiones externas que tiene como objetivo limitar el dafio como medida protectora y
reversible del tejido hepatico. La destruccion de la arquitectura hepatica normal se debe
a la aparicion de cicatrices fibrosas y a la pérdida de hepatocitos, lo que provoca que el
higado pierda alguna de sus funciones fisiolégicas y se pueda producir finalmente

insuficiencia hepatica.

En los ultimos anos se ha podido comprobar que este estado patolégico de
acumulacién de proteinas de la matriz extracelular, conocido como fibrosis hepatica, es
un proceso reversible cuando se elimina el estimulo dafiino y se aplica un tratamiento
terapéutico adecuado. La inflamacidn, el estrés del reticulo endoplasmatico y otras vias
de sefializacidn relacionadas, como la autofagia, la apoptosis, la via de los esfingolipidos
o incluso los ritmos circadianos, se encuentran entre los mecanismos clave en la

regulacidon de estas alteraciones.
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Es importante tener en cuenta que, en la mayoria de los casos, las terapias
existentes para el tratamiento de enfermedades que cursan con fibrosis hepatica son
ineficaces. Debido a la gravedad que muchas de estas enfermedades crdnicas alcanzan,
el trasplante de higado se considera como Unica terapia eficaz para muchos pacientes
cuando estdn en etapas avanzadas de la enfermedad y presentan una funcién hepatica

descompensada.

Mejorar el conocimiento de los mecanismos implicados en la fibrogénesis
hepatica es crucial para identificar las posibles dianas terapéuticas, asi como para
establecer terapias alternativas y eficaces que mejoren los tratamientos convencionales

aumentando la esperanza de vida de los pacientes.

Por todo ello, y basandonos en los numerosos estudios que han indicado que la
melatonina tiene un papel hepatoprotector tanto en modelos animales de dafio
hepatico como en modelos celulares, el principal objetivo de esta tesis fue determinar
el efecto de la melatonina en un modelo murino de fibrosis hepatica inducida por
tetracloruro de carbono (CCla). Por ello, se analizaron las principales vias de sefializacién
implicadas en su desarrollo y, ademas, se evalud su efecto en las células estrelladas
hepaticas humanas de la linea LX2 con el objetivo de demostrar si los resultados

obtenidos podrian ser extrapolables a humanos.

La administracion de CClsindujo dafio hepatico, asi como el desarrollo de fibrosis
hepatica, demostrado a través del aumento de los marcadores séricos de dafo, junto
con una expresion aumentada de los principales marcadores de fibrosis. De igual modo,
la administracion del téxico provocd un aumento del proceso autofagico y el estrés del
reticulo endoplasmatico, asi como una desregulacion de la via de los esfingolipidos y los
ritmos circadianos, mecanismos moleculares implicados en la progresién de la

fibrogénesis.

El tratamiento con melatonina, hormona con probada accidon antioxidante, logré
regular los efectos provocados por el CCls, lo que contribuyé a reducir los marcadores

de dafioy fibrosis, a través de la modulacion de las vias moleculares implicadas. Ademas,
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se demostro el efecto protector del indol en las células estrelladas hepaticas humanas

de la linea LX2, células clave en la progresion de la fibrosis.

En resumen, con este estudio se ha pretendido profundizar en el conocimiento
de los mecanismos implicados en la fibrogénesis hepatica para que, junto con otros
estudios similares, se pueda contribuir a la busqueda de nuevas posibilidades
terapéuticas y con ello mejorar la esperanza de vida de los pacientes con enfermedades

cronicas hepaticas.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Fibrosis

La fibrosis es un estadio patoldgico caracteristico de muchas enfermedades
cronicas de varios drganos tales como el pulman, rifidn, corazén e higado (Hams et al.,
2015). Entre las posibles causas de esta alteracién cabe citar la exposicién prolongada a
cualquier factor que dafie las células, induzca mitosis y haga que el ADN sea mas sensible
a alteraciones genéticas (Friedman y Bansal, 2006). La fibrogénesis posee una naturaleza
dinamica, incluso en etapas avanzadas, cuya etiologia determina los mecanismos y el
patron que presenta (Rosenbloom et al., 2013). Este mecanismo patogénico se
considera una respuesta a agresiones intensas y crénicas que desencadenan procesos
de cicatrizacion de heridas y remodelacion de la estructura de los érganos, con el
objetivo de restringir la lesion tisular causada por dichas lesiones repetidas (Friedman,
2008b; Zois et al., 2008; Jung y Yim, 2017). El proceso fibrogénico generalmente aparece
en el area mas afectada y requiere de un estimulo persistente (Gressner et al., 2007;
Friedman, 2008b). El desarrollo de la fibrosis puede desencadenar un estado avanzado
que se caracteriza por la presencia de numerosos septos fibréticos, y nddulos
parenquimatosos de regeneracion (Mccuskey, 2008; Zois et al., 2008; Aghemo vy
Colombo, 2009). Aunque la fibrosis se consideraba convencionalmente un proceso
irreversible (Popper et al, 1952), hoy en dia la evidencia clinica y experimental sugiere
lo contrario (Ebrahimi et al., 2018). Actualmente se considera un proceso bidireccional
dinamico, en el que se produce la recuperacién y remodelacion del tejido cicatrizante,
principalmente en las etapas iniciales (Ebrahimi et al., 2018). Sin embargo, en etapas
avanzadas de la fibrosis, donde se produce la insuficiencia del 6rgano, ya no se considera
un proceso reversible (Ebrahimi et al., 2016; Rowe, 2017). Hay muchos factores que
contribuyen al desarrollo de la fibrosis, como son la inflamacién, el estrés del reticulo
endoplasmatico (RE) y otras vias relacionadas como la autofagia o la apoptosis, entre
otras. Las principales vias involucradas en la progresion o regresion de la fibrosis son
comunes en varios érganos (Friedman y Bansal, 2006; Aghemo y Colombo, 2009).

Numerosos factores determinan el desarrollo de este proceso, y en él estan involucradas
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tanto las células parenquimatosas como las no parenquimatosas (Trautwein et al.,
2015). Ademas, otros tipos celulares, como las células inmunes, juegan un papel clave
en la respuesta multicelular causada por el dafio. La muerte celular o apoptosis, induce
la activacion de las vias inflamatorias y pro-fibrégenicas en células no parenquimatosas
y células inmunes infiltrantes, que provocan la progresién de la fibrosis, dificultando la
reversion del estado patolégico (Pinzani y Macias-Barragan, 2010). Por el contrario,
existen otras poblaciones celulares cuyas propiedades fibrogénicas juegan un papel
importante en la regresidon de la fibrosis. La desregulacion del proceso, con una
expresion elevada de proteinas de la matriz extracelular (MEC), puede provocar una
fibrosis avanzada que altera la arquitectura normal de los drganos afectados, lo que
finalmente conduce a su disfuncién irreversible (Wynn, 2008; Rosenbloom et al., 2010;

Hams et al., 2015).

2.2 Fibrosis hepatica

La fibrosis hepdatica es una de las lesiones mds caracteristicas de la hepatopatia
cronica y presenta una alta morbilidad y mortalidad. Las enfermedades crénicas del
higado representan una de las preocupaciones mas importantes de la salud publica a
nivel mundial, puesto que afectan a mdas de 800 millones de personas, y la tasa de
mortalidad es de aproximadamente dos millones de pacientes al afio (Marcellin y Kutala,
2018). Esta patologia se considera una respuesta a agresiones crénicas de intensidad
suficiente para conducir a un proceso de cicatrizacidon y remodelado de la estructura del
higado, que tiene el propdsito de limitar el dafio tisular producido por estas lesiones
hepdticas cronicas, independientemente de la etiologia (Friedman y Bansal, 2006;
Friedman, 2008b; Jung y Yim, 2017). Este proceso de cicatrizacion puede producir
alteracion de la arquitectura hepdtica con la consecuente aparicion de cirrosis, la cual se
caracteriza por bandas de fibrosis mas gruesas, ndédulos parenquimatosos de
regeneracién y distorsidon vascular (Zois et al., 2008; Aghemo y Colombo, 2009; Huang
et al., 2017). De acuerdo con los informes de salud a nivel mundial, la cirrosis causa en

torno a un millén de muertes al afio (Rowe, 2017). Se considera la cuarta causa principal
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de muerte en los Ultimos cinco afios, después de otras enfermedades créonicas como las
enfermedades coronarias, los accidentes cerebrovasculares o las enfermedades
obstructivas del pulmén (Rowe, 2017). Actualmente, el principal tratamiento para la
cirrosis es el trasplante de higado, realizdndose mds de 5.000 intervenciones al afio en
Europa (Parola y Pinzani, 2018). Ademas, la cirrosis también es un riesgo importante
para el desarrollo de hepatocarcinoma (HCC), que se considera la tercera causa de
muerte relacionada con el cancer en el mundo (McGlynn et al., 2015). La composicion
de la cicatriz fibrosa hepatica generada por el dafio, es similar, independientemente de
la causa de la lesién, bien sea de origen viral [virus de la hepatitis B (VHB) o C (VHC)],
causada por la exposicién a drogas o alcohol, o derivada de enfermedades autoinmunes
o metabdlicas (Aghemo y Colombo, 2009; Duval et al., 2015; Bernuth et al., 2016). La
fibrosis generalmente aparece en las zonas de mayor lesién y usualmente requiere que
el estimulo dafiino persista durante un amplio periodo de tiempo de meses o afios

(Friedman, 2008b; Ebrahimi et al., 2018) (Figura 1).

Una caracteristica comun de la fibrosis hepatica es la presencia de grandes
cantidades de fibroblastos y miofibroblastos activados, que aumentan la expresion de
proteinas de colageno, a-actina de musculo liso (a-SMA) y liberan citoquinas y
mediadores celulares que, junto con las células inflamatorias, crean un ambiente
profibrogénico que afecta negativamente a la regeneracion del parénquima hepatico
(Krenkel y Tacke, 2017). Ademas, los miofibroblastos reducen la expresion de genes que
codifican enzimas degradantes de la MEC, lo que contribuye a la deposicion de MEC,
actuando como mediadores centrales de la fibrosis (Greenhalgh et al., 2015; Karin et al.,
2016). Existen otros mediadores que desencadenan el proceso de fibrosis, como son las
cascadas de sefalizacién de patrones moleculares asociados a dafios (DAMP), que
adquieren una gran importancia en la inflamacién (Zigmond et al., 2014; Huebener et
al., 2015), asi como otras citoquinas y quimiocinas proinflamatorias y profibréticas,
como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B) (Hams et al., 2015). También estan involucradas otras
citoquinas incluyendo interleucinas (IL) y nuevas vias de sefializacion como Wnhnt,

Hedgehog y Notch que juegan un papel clave en el desarrollo de enfermedades

7
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hepaticas (Rosenbloom et al., 2013). El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
y las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) son otros de los mediadores destacables
en el proceso de reparacion del tejido hepdtico, a través de la modulacién de la

angiogénesis (Zhao et al., 2017).

Enfermedades
autoinmunes
&
Infecciones
virales

¥ Alcohol

3 y y
Colestasis 'F ne

Enfermedades

08 Fibrosis temprana Fibrosis avanzada
metabdlicas I

Esidinse
®© 09 0o 04 o \\/"\~J
% *° . “

Drogas

Dafio hepatico Macréfago HSCs Miofibroblasto

Figura 1. Esquema representativo del desarrollo de la fibrosis hepatica. Los agentes externos
tales como el alcohol, las drogas o las enfermedades virales entre otras, desencadenan un dafio
persistente en el tejido hepatico que induce la activacién de las células estrelladas hepaticas
(HSCs) tranformandose en miofibroblastos. Estas células, al ser claves en la progresiéon de la
fibrosis, inducen la sintesis de proteinas de la MEC, lo que contribuye a la progresion de la
patologia dificultando su reversion.

La revisién de muestras histoldgicas de pacientes con enfermedades hepaticas
cronicas tratadas exitosamente con sus respectivas terapias, al igual que los modelos
animales de fibrosis, ponen de manifiesto que esta patologia es un proceso dindmico
bidireccional, en el cual puede producirse recuperacién y remodelacion del tejido
cicatricial, fundamentalmente en las etapas iniciales (Figura 1) (Friedman, 2008b; Huang
et al., 2017; Jung y Yim, 2017). Sin embargo, todavia se desconoce el punto a partir del
cual la cirrosis no regresa o es irreversible (Friedman y Bansal, 2006; Aghemo y Colombo,

2009; Rowe, 2017).

Histolégicamente, el higado estd integrado por células parenquimatosas

(hepatocitos) y células no parenquimatosas (Aghemoy Colombo, 2009). Los hepatocitos
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representan mas del 80% del volumen hepatico y las células no parenquimatosas el 6,5%
del total del higado. El 40% de estas ultimas se localizan en la zona de los sinusoides
hepaticos en los cuales existen tres tipos principales de células: las células endoteliales,
las células de Kupffer (CK) y las células estrelladas hepaticas (HSCs) (Aghemoy Colombo,

2009).

Las HSCs son células perisinusoidales ubicadas en el espacio subendotelial del
espacio de Disse, que en su estado quiescente tienen como funcidn principal servir como
depdsito de retinoides como la vitamina A y sus metabolitos (Marcos et al., 2003;
Friedman, 2008b; Holt et al., 2008). Sin embargo, cuando estas células estan sometidas
a estimulos agresivos, se transforman en otras totalmente distintas, morfolégicamente
similares a los miofibroblastos pero con multiples funciones adicionales, como la
produccion de proteinas de la MEC (Friedman, 2008b; Karin et al., 2016; Huang et al.,
2017) y de citoquinas proinflamatorias (Holt et al., 2008) mediante un mecanismo que
se conoce como activacioén. Estos miofibroblastos se caracterizan por su proliferacién, la
actividad contractil y la capacidad de desarrollar fibrogénesis. Las HSCs inicialmente
conocidas como lipocitos, aracnocitos, células almacenadoras de lipidos o células de Ito,
fueron identificadas en los afios 90 como una importante fuente de colageno dentro del
higado vy, a partir de ese conocimiento, la fibrosis hepatica comenzé a recibir mayor
atencion (Friedman, 2008a, b). En los ultimos afios se ha considerado que esta activacion
de las HSCs es el eje central en la progresion de la fibrogénesis hepatica (Huang et al.,
2017). Ademds de su capacidad para producir fibrosis, estas células también se
comportan como células presentadoras de antigenos y células progenitoras capaces de
diferenciarse en células endoteliales y en hepatocitos, lo cual destaca su gran
funcionalidad y su importante papel en la regeneracién del higado (Gressner et al.,
2007). Ahora bien, no solo contribuyen a la fibrogénesis hepatica estas células, sino que
se ha comprobado que existen otras fuentes celulares de miofibroblastos que favorecen
este proceso, entre las cuales, las mas estudiadas son las células progenitoras de la
médula o6sea, los fibroblastos portales y las células mesenquimales de transicidn
provenientes de hepatocitos y colangiocitos (Gressner et al., 2007; Friedman, 2008b).

La transdiferenciacion de las HSCs provoca la sintesis de la a-SMA, y de las células
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miofibrobldasticas positivas que sintetizan exceso de componentes de la MEC (Novo et
al., 2014; Karin et al., 2016). Ante los diversos agentes lesivos del higado, se inicia una
cascada inflamatoria por diversas vias de sefializacion que confluiran en la activacion de
las HSCs. Estos mecanismos de activacion son complejos y diversos, como también lo
son las acciones de los diferentes tipos celulares que influyen sobre las HSCs (Rippe y
Brenner, 2004; Friedman, 2008a; Karin et al., 2016; Reiter et al., 2016; Huang et al.,
2017).

La activacion de las HSCs puede ser el resultado de la interaccion de los
diferentes tipos celulares hepaticos: los macréfagos activados (CK), los hepatocitos
dafiados o lesionados, las plaquetas y las células endoteliales, con la consiguiente
produccién y liberacion de diferentes citoquinas y especies reactivas del oxigeno (EROs)
(Rippe y Brenner, 2004; Friedman, 2008a; Sato et al., 2016a). Se ha propuesto que la
activacién es un mecanismo de cascada que involucra, en diferentes fases, células pre-

inflamatorias, inflamatorias y post-inflamatorias (Gressner et al., 2007; Lu et al., 2015).

Las CK tienen como actividad fundamental eliminar y destoxificar agentes
exégenos y enddgenos, particularmente endotoxinas bacterianas provenientes del
intestino, como el lipopolisacdrido bacteriano (LPS), potente inductor de la inflamacion
(Holt et al., 2008; Sato et al., 2016a). La respuesta de las CK a un estimulo lesivo, provoca
la activacién de las HSCs induciendo la actividad mitdtica de las mismas y provocando
importantes efectos adicionales tales como la transformacion fenotipica de las HSCs a
miofibroblastos, lo que induce un incremento en la sintesis de proteinas de elastina y de
colageno. Ademas, producen la estimulacidon de su proliferacion y el aumento de la
respuesta al PDGF (Rippe y Brenner, 2004; Borkham-Kamphorts et al., 2007; Kikuchi et
al., 2017).

Las HSCs activadas participan en la activacion de otras HSCs, por mecanismos de
tipo autocrino y paracrino, a través de citoquinas y factores de crecimiento, los cuales
van a generar la expresion diferencial de las proteinas de la MEC, siendo los mas
destacados el TGF-B y la isoforma a (TGF-a), que son proteinas altamente fibrogénicas

(Gressner et al., 2007; Ebrahimi et al., 2016; Kikuchi et al., 2017).
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La exposicidn continuada a un agente dafino provoca la liberacion de agentes
citotdxicos y sustancias con actividad mitogénica similar al PDGF por parte de los
hepatocitos y también puede favorecer la induccién de la sintesis de coldgeno tipo | (Col
I) (Gressner et al., 2007; Garg et al., 2017). La destruccion parcial de los hepatocitos y la
apoptosis de los mismos, también son mecanismos que participan en la activacion de
las HSCs (Rippe y Brenner, 2004), debido al contacto permanente que existe entre ellos,
tanto directamente a través de sus respectivas membranas celulares, como por

mediadores solubles.

De igual manera, las plaquetas presentes en las areas de inflamacion y de
necrosis son una importante fuente de citoquinas proinflamatorias y profibrogénicas
que promueven el crecimiento, transformacion y sintesis de las proteinas de la MEC

(Borkham-Kamphorts et al., 2007).

Las células progenitoras de la médula ésea también tienen la capacidad de
diferenciarse en hepatocitos, colangiocitos, células endoteliales sinusoidales o CK, al
igual que a HSCs o miofibroblastos en un microambiente adecuado (Gressner et al.,
2007; Garg et al., 2017; Kikuchi et al., 2017). Hay evidencias que sugieren que no solo
estas células poseen la propiedad de diferenciarse a células especializadas, sino que
existe una subpoblacion de monocitos capaz de diferenciarse a hepatocitos o a
fibrocitos bajo estimulos de interleuquinas especificas o de factores estimulantes de
colonias de macrofagos (M-CSF) (Gressner et al., 2007; Holt et al., 2008; Dudakov et al.,

2015; Lu et al., 2015).

Fases de la fibrogénesis

La fibrogénesis es un complejo proceso patolégico que se puede dividir en 3
fases: iniciacién, perpetuacion y resolucion (Gressner et al., 2007; Friedman, 2008b;

Ebrahimi et al., 2016).

La iniciacién, se refiere a los cambios primarios fenotipicos de las HSCs, los cuales

brindan una mayor capacidad de respuesta a los factores de crecimiento y finalmente a
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un incremento de la sintesis de moléculas de la MEC. Los cambios iniciales son de tipo
paracrino, provenientes de los diferentes tipos celulares ya mencionados: hepatocitos,
CK, leucocitos, células endoteliales sinusoidales y citoquinas (Friedman, 2008b; Holt et

al., 2008; Kikuchi et al., 2017).

La perpetuacion, por su parte, involucra al menos siete tipos de cambios en el
comportamiento celular que comprenden: proliferacién, quimiotaxis, pérdida de los
retinoides, liberacién de citoquinas, contractilidad, fibrogénesis propiamente dicha y

degradacion de la MEC.

El resultado del efecto del incremento en la secrecidn de factores de crecimiento
y citoquinas con poder mitogénico, se define como proliferacion. El PDGF es uno de los
agentes mitogénicos mas potentes caracterizado para las HSCs (Borkham-Kamphorts et
al., 2007; Schoemaker et al., 2008; Kikuchi et al., 2017). La induccién de los receptores
tiene lugar de manera muy temprana en la activacion. Otros factores con actividad
mitogénica sobre las HSCs son el VEGF, la trombina y sus receptores, entre otros

(Friedman, 2008b).

En la quimiotaxis se produce la migracion de las HSCs a los sitios de lesién
hepatocelular. Esto se debe a la actividad de varias sustancias quimioatrayentes, tales

como el PDGF (Karin et al., 2016).

La activacion de las HSCs, se acompafia de la pérdida de los acumulos de
retinoides perinucleares (Gressner et al., 2007; Friedman, 2008b; Reiter et al., 2016).
Como se indicd con anterioridad, estas células son el depdsito del 80% del total de la
vitamina A corporal, en forma de ésteres de retinol y especialmente como retinol libre
en gotas lipidicas, y han sido reconocidas como células de depdsito de grasa. El cambio
morfoldgico que provoca la pérdida de los retinoides es una condicidn necesaria para la
modificacion del citoesqueleto de las HSCs activadas y los cambios que se van a producir
posteriormente (Karin et al., 2016; Huang et al., 2017). Aun no son claros los
mecanismos intracelulares que inducen el proceso, y ademas los efectos de los
retinoides sobre las HSCs y la fibrogénesis son en ocasiones contradictorios (Rippe y

Brenner, 2004; Mezaki et al., 2009).
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La fibrogénesis, como fase del proceso, hace referencia a la etapa en la que las
HSCs generan fibrosis, no solo por el incremento en el nimero de células activadas, sino
también por la produccién de proteinas de la MEC (Garg et al., 2017). El Col | es el
principal tipo de proteina fibrilar constituyente de la matriz en el higado fibrético, y su
expresion esta regulada por mecanismos transcripcionales y postranscripcionales. El
estimulo mas potente para aumentar la produccién de Col | es el TGF-B, derivado de
fuentes paracrinas y autocrinas, que sigue siendo considerada como la citoquina
fibrogénica clasica. Otra via mediante la cual el TGF-B estimula la sintesis de colageno es
a través de un peroéxido de hidrégeno y un mecanismo dependiente de la proteina de
unién al elemento de respuesta activado por AMPc B (CREBB) (Gressner et al., 2007
Friedman, 20084, b). La fibrosis se caracteriza por varias fases que conducen finalmente
al incremento de la MEC, donde se incluyen diferentes proteinas como la elastina y
colageno de tipo fibrilar (I, Ill, V), no fibrilar (IV y VI), gliconjugados como los
proteoglicanos sulfatados y las glicoproteinas estructurales, y los glicosaminoglicanos
como el hialuronato. La distribucidn inicial de estos depdsitos de matriz ocurre en el
area subendotelial del espacio de Disse, lo cual constituye casi una membrana basal que
genera una barrera adicional en la difusién entre los hepatocitos y los sinusoides
(Ebrahimi et al., 2016). El aumento del depdsito de MEC produce la oclusién vy
desaparicion de las fenestras de las células endoteliales, fendmeno que se ha conocido
como capilarizacién de los sinusoides (Gressner et al., 2007; Friedman, 2008a,b). El
proceso de cambios estructurales de la matriz, su depdsito y la formacidn final de septos
fibrosos, es un proceso activo, que se desarrolla en un largo periodo de tiempo y que
esta notablemente influenciado por la actividad de las HSCs, fibroblastos periportales y
peribiliares, multiples factores de crecimiento y angiogénicos (Mufoz-Luque et al.,

2008; Soon y Feel, 2008; Zois et al., 2008).

La contractibilidad de las HSCs es un factor muy importante en los aumentos de
la resistencia portal, tanto en fases tempranas como tardias de la fibrosis hepatica,
siendo presumiblemente reversible antes del engrosamiento de los septos (Rockey,
2003; Lee et al., 2007; Huang et al., 2017). En estadios tempranos de la fibrosis, las HSCs

activadas rapidamente muestran un fenotipo parecido a las células musculares lisas,
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caracterizado por un incremento de filamentos contractiles que incluyen a-SMA y
miosina, lo cual genera fuerzas dependientes o independientes de calcio (Friedman,
20083, b). La adquisicion de este fenotipo contractil de las HSCs es mediada, en parte,
por receptores que interactdan con la MEC y que conducen sefiales dependientes de
calcio. La endotelina-1 es el principal agonista que controla la contractilidad en las HSCs,
aunque también estan involucrados otros mediadores como la angiotensina I, la
vasopresina, los eicosanoides, la trombina y los agonistas a adrenérgicos, entre otros
(Soon y Feel, 2008). Las HSCs se han reconocido como pericitos hepaticos especificos
gue contribuyen al desarrollo, regeneracién y respuesta al dafio. Cuando se produce una
extirpacion parcial del higado, ellas migran junto con las células endoteliales para
establecer conexiones vasculares y, junto a los hepatocitos, nuevas ramas de sinusoides
(Lee et al., 2007). En la fibrosis avanzada, la cirrosis, las bandas de colageno producidas
contienen un gran nimero de HSCs activadas que contribuyen al engrosamiento de los
septos (Jung y Yim, 2017). Estas células, progresivamente, impiden el flujo sanguineo
portal por constriccién individual de los sinusoides y por contraccion del higado cirrético.
Al mismo tiempo, se incrementa la densidad de las HSCs y el recubrimiento de la luz (Lee

etal., 2007; Zhou et al., 2014; Jung y Yim, 2017).

Como se indicé con anterioridad, las HSCs son moduladoras centrales de la
inflamacion hepatica y de la inmunidad, y no son precisamente sujetos pasivos de una
enorme lista de citoquinas inflamatorias, puesto que tienen un papel regulador de la
respuesta inflamatoria frente al dafo y el posterior desarrollo de la fibrosis (Jaeschke,

2006; Friedman, 2008a; Huang et al., 2017).

Si bien la fibrosis refleja el equilibrio entre la produccion y degradacién de la
matriz, esta ultima constituye un evento clave en la progresion de la fibrogénesis
(Ebrahimi et al., 2018). La disrupcién en la sintesis de proteinas de la MEC en la fase
temprana de la enfermedad hepatica y su reemplazo por matriz cicatricial o la disrupcion
de la matriz normal hepatica por invasién tumoral, podria ser lo que desencadenase la
patologia. En los ultimos afios, se ha incrementado el conocimiento de la remodelacién
de la matriz debido a que la reabsorcion del exceso de MEC, en pacientes con

enfermedad hepdatica cronica, constituye una oportunidad de revertir la disfuncién
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hepatica y la hipertension portal (Iredale, 2007; Jung y Yim, 2017). Uno de los factores
determinantes en la remodelacién de la matriz es una familia de MMPs, conocida como
matrixinas. Estas son enzimas dependientes de calcio que degradan colageno y

substratos no colagenosos.

Las HSCs son la principal fuente de sintesis de algunos tipos de MMPs, como son
las gelatinasas y estromelisinas. El principal determinante de la progresion de la fibrosis
es el fallo en la degradacion de la MEC. Esto provoca un acumulo excesivo de Col | que,
en condiciones normales, seria degradado a través de la familia de MMPs-1 que son
sintetizadas de manera deficiente por las HSCs. La regulacion de la actividad de las
MMPs de la matriz puede ocurrir a varios niveles, pero su inactivacién ocurre siempre a
través de la unién con los inhibidores tisulares de MMPs (TIMPs) (Karin et al., 2016;

Ebrahimi et al., 2018).

La ultima de las fases de la fibrogénesis es la resolucidn, que ha centrado la

atencién de muchos investigadores debido a su potencial terapéutico.

En los ultimos afos se ha generado un gran interés por la posibilidad de obtener
regresion de esta patologia, teniendo en cuenta los resultados logrados con el

tratamiento de la enfermedad producida por el VHC (Miyaki et al., 2016).

En la mayoria de los estudios, se denomina "regresiéon" de la fibrosis hepatica a
la reduccion del numero y tamafio de los tabiques fibréticos en la microestructura
hepatica, mientras que se conoce como "reversion" a la resolucién mas profunda de la
patologia llegando en algunos casos a la normalidad (Ebrahimi et al., 2018). La
posibilidad de detener o lograr que desaparezca la fibrosis hepatica, constituye un
importante foco de investigacidn de las ultimas décadas puesto que, hasta entonces, se
pensaba que era un proceso irreversible considerado como wuna alteracién
unidireccional sin posibilidad de revertir a un estado de normalidad (Perez-Tamayo,
1979; Friedman y Bansal, 2006). Existen dos enfoques principales en la reversion clinica
de la fibrosis hepatica: eliminar el dafio subyacente y frenar el desarrollo del proceso

fibrotico.
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Actualmente, los mecanismos moleculares en los que se emplea Aacido
ribonucleico de interferencia (ARNi), junto con la terapia celular y la terapia génica, se
encuentran entre las estrategias mas valiosas para revertir la fibrosis hepatica (Ebrahimi
et al., 2018). Se pueden destacar el desarrollo de estudios epigenéticos centrados en la
metilacion del 4cido desoxirribonucleico (ADN), que han logrado frenar Ila
transdiferenciacién de las HSCs inhibiendo, de este modo, la progresién de la patologia
(Page et al., 2016). Ademas, las modificaciones epigenéticas se estdn comenzando a
utilizar como dianas terapéuticas en el desarrollo de moléculas para tratar la fibrosis
hepatica, y también como marcadores no invasivos para evaluar el estadio de la
enfermedad (Ebrahimi et al., 2018). De igual modo, se estan abriendo nuevas areas de
investigacién basadas en el uso de microARNs que regulan los mediadores inflamatorios
en el desarrollo de la enfermedad y, por lo tanto, influyen de manera directa en su
desarrollo (van der Ree et al., 2016). Por ultimo, la terapia celular se ha convertido en
uno de los tratamientos clave que pretende sustituir el trasplante hepatico en el
tratamiento de la fibrosis, gracias a su capacidad para mejorar funcional y
estructuralmente el tejido dafiado (Matsumoto et al., 2016; Mohamadnejad et al.,
2016). El desarrollo e investigacion en los posibles tratamientos eficaces de las
enfermedades hepaticas cronicas se realiza a través del disefio y experimentacidon con
diferentes modelos animales, de los que se hablara a continuacion, gracias a los cuales
se establecen vias que reducen o revierten la activacidn de las HSCs, frenando de este

modo la progresion del proceso fibrético.
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2.3 Modelos animales de fibrosis hepatica

Los animales presentan una anatomia, fisiologia y mecanismo de respuesta a
patoégenos similar a la especie humana por lo que se utilizan en la investigacién
biomédica, con el fin de obtener resultados que puedan ser extrapolables a la medicina
humana vy, por ello, se conocen como modelos animales (Medical Dictionary). Los

modelos animales permiten (Starkel et al., 2011):

e Elestudio exhaustivo de las preguntas que no se pueden abordar en estudios en
humanos.

e El muestreo multiple en momentos estratégicos durante la evolucion o
resolucioén de la enfermedad.

e Y la realizacion de pruebas experimentales con restricciéon del numero de

variables a un minimo.

Desde hace varias décadas se utilizan los modelos animales para estudiar la
fibrogénesis y para evaluar el potencial anti-fibrético de terapias y estrategias (Iredale,
2007). Aunque estos modelos son inmensamente valiosos para nuestra comprension de
procesos fisiopatoldgicos, aun siguen sin reproducir realmente una enfermedad

humana (Starkel et al., 2011).

Los grandes avances en este campo, como son la cinética de la fibrogénesis, la
identificacién de las células productoras de la MEC, los principales mecanismos de
accion y las vias intracelulares que regulan la fibrogénesis, asi como el concepto y los
mecanismos de remodelacion de la matriz y de reversibilidad de la fibrosis, derivan del
estudio en modelos animales y de la confrontacidn de esas observaciones con estudios

clinicos (Friedman, 2008b; Garg et al., 2017).

La administracion repetida de sustancias toxicas para el higado, es una manera
clasica para inducir fibrosis hepatica. Entre estas sustancias se encuentran el
tetracloruro de carbono (CCls), la tioacetamida (TAA) o el dimetil o dietil nitrosamina
(DMN o DEN), entre otros. La fibrosis resultante tras la administracién de esas sustancias

se desarrolla primero en areas pericentrales formando puentes entre zonas centrales y
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en segundo lugar, entre las dreas centrales y portales que eventualmente conducen a la

cirrosis (Starkel et al., 2011).

Estos modelos son relativamente faciles de realizar y la reproducibilidad de los
mismos suele ser alta. Sin embargo, el proceso se complica cuando el agente inductor
de la fibrosis se administra en la dieta o en el agua potable, o cuando la absorciéon o el
metabolismo del toxico se ven afectados. Otro detalle a tener en cuenta son las ventajas
y desventajas que presenta la administracion de ciertos toxicos y la eleccidn de la via de
administracién de los mismos. Existen diferentes modelos animales que tienen como

objetivo principal la induccidn de la fibrosis, entre los que destacan los siguientes:

- Modelo de TAA. La TAA es un toxico ampliamente utilizado para la induccion
de la fibrosis. Produce una lesion periportal mas prominente que otros téxicos. Suele
administrarse de manera repetida, bien por via intraperitoneal (i.p.), o bien
administrado en el agua de bebida. Se necesita un tiempo prolongado para que se
produzca una fibrosis significativa, aunque este modelo tiene como ventaja que no es
invasivo y requiere una manipulacién minima de los animales (Salguero et al., 2008;
Czechowska et al., 2015). Suele utilizarse para provocar colangiocarcinoma y HCC

(Newell et al., 2008).

- Modelo de DMM y DEN. EI DMN y el DEN son compuestos téxicos que inducen
una fibrosis similar a la provocada por el CCls. En este caso se suele observar necrosis en
la zona periportal y mutagénesis en las células afectadas. Después de varias semanas de
administracién del DEN, tanto por via intravenosa como oral, se observa el desarrollo de
tabiques fibréticos. También es importante destacar que en este modelo se ha descrito
una fibrosis estable o incluso progresiva durante varias semanas después de la
interrupcion de la intoxicacion (Jenkins et al., 1985; Schiffer et al., 2005). Este
compuesto no es el mas utilizado para la induccidon de la fibrosis, si no que suele

utilizarse como potencial cancerigeno (Sanchez et al., 2017).

- Modelo de fibrosis inducido por la dieta. Las dietas deficientes en algunos
compuestos tales como la dieta deficiente en metionina y colina (MCD) o la dieta

deficiente en el aminodcido colina (CDAA), han sido utilizadas para la induccién de
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fibrosis (Freitas et al., 2016). Estas dietas provocan una esteatosis macrovesicular severa
y homogénea, que se acompafia con una inflamacién inespecifica. La fibrosis provocada
es el resultado de diversos dafos hepatocelulares crénicos. En las primeras semanas (6-
8), la fibrosis es poco visible, y se mantiene en un periodo prolongado de latencia.
Posteriormente, alas 12 semanas, la fibrosis evoluciona rapidamente formando puentes
delgados entre zonas vasculares, mientras que la esteatosis se mantiene. Existe una alta
incidencia en el desarrollo de HCC cuando las ratas se alimentan crénicamente de la
dieta CDAA (Newell et al., 2008). Por otra parte, hay grandes diferencias entre la cepa 'y

la especie utilizada con respecto a la susceptibilidad y la respuesta a la dieta CDAA.

Generalmente, estos modelos animales de fibrosis inducida por la dieta se
utilizan en combinacidn con endotoxinas, alcohol, bajas dosis de toxinas o hierro, entre
otros. Se ha observado una aparicion mas rdpida y mas severa de esteatohepatitis

fibrogénica y mas severa cuando se utilizan estas dietas combinadas (Ota et al., 2007).

- Modelo de ligadura del conducto biliar (BDL). Es un modelo de fibrosis biliar
secundaria. Las ratas son las que mejor estdn adaptadas a este modelo puesto que
carecen de vesicula biliar. La técnica consiste en una laparatomia de la mitad ventral y
el aislamiento del conductor biliar por encima del duodeno seguido de dos ligaduras,
una por encima del conducto pancreatico, y otra por debajo de la unién de los conductos
hepaticos; o una ligadura separada de la del conducto biliar de cada |ébulo, para reducir
el riesgo de quistes biliares. La porcién del conducto biliar entre las dos ligaduras se
reseca para evitar la repermeabilizacién. En los animales control se realiza la
laparotomia y la manipulacion de la via biliar, pero sin ligadura. Este modelo también se
utiliza en ratones, pero estos desarrollan una marcada dilatacién de la vesicula biliar y

existe riesgo de perforacion (Fickert et al., 2002; Starkel et al., 2011; Colares et al., 2016).

- Modelo inmunolégicamente inducido. Se realiza mediante la infeccién de
ratones con Schistosoma mansoni. Los ratones desarrollan granulomas en el higado a
partir de las 6-8 semanas después de la infeccion por via subcutdnea (s.c.). El higado
afectado contiene hasta 20 veces mds de colageno que un higado control y se produce

una disminucién en la sintesis de albumina. La administracion repetida por via i.p.,
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produce fibrosis hepatica con lesién hepatocelular minima, a través de un proceso
inmunoldgico relacionado con la fase tardia inducida por alérgenos. Se produce una
inflamaciéon marcada con infiltracién de eosindfilos y mastocitos en el higado (Baba et
al., 2005; Starkel et al., 2011). En estos modelos, los mecanismos de induccién de
lesiones y la naturaleza de la respuesta, incluso si conduce a fibrosis, son de tipo
inflamatorio e inmune especificos, y los resultados no pueden ser reproducidos en
modelos de fibrosis. Sin embargo, se destaca la importancia del componente
inmunoldgico en la fibrogénesis hepdatica (Starkel et al., 2011; Dudakov et al., 2015;

Duval et al., 2015).

- Modelo de fibrosis inducido por el alcohol. No es un modelo animal muy
extrapolable a humanos, debido a la aversion que tienen los roedores por el alcohol, el
rapido metabolismo del mismo y la dificultad en el control de la ingesta nutricional y el
alcohol simultdaneamente. El modelo consiste en la administracién de alcohol ad libitum
como la unica fuente de alimento y bebida. Este tipo de modelo en roedores produce
higado graso, pero no estd asociado a una fibrosis significativa (Lieber et al., 1965). Sin
embargo, en babuinos se han observado altos niveles de alcohol en sangre asociados a
una fibrosis pericelular y perivenular. Esta fibrosis se caracteriza por la presencia de
septos y la aparicidn de cirrosis en un tercio de los animales después de la exposicién al
alcohol durante 1-3 afios (Rubin y Lieber, 1974). La lesidon hepatica y la fibrosis se
inducen de manera reproducible en un intervalo de tiempo relativamente corto, pero la
fibrosis es bastante moderada y nunca evoluciona a cirrosis (Tsukamoto et al., 1986;

1990).

- Modelo de fibrosis asociado a la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). Es
parte del sindrome metabdlico y esta fuertemente asociado con la obesidad y
resistencia a la insulina. Se manifiesta como una inflamacion del higado no asociada al
habito del consumo de alcohol y se considera una complicacidn hepatica del sindrome
metabdlico (Alam et al., 2016). Cuando la fibrosis empieza a aparecer en los animales
tratados, se describe como pericelular y rapidamente evoluciona a cirrosis en algunos

animales (Starkel et al., 2011; Neuschwander-Tetri et al., 2015).
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- Modelo de fibrosis en infecciones virales crdnicas. La interaccion de los virus
de las hepatitis VHC y VHB con su hospedador es extremadamente compleja ya sea por
la determinacion de los factores virales y del hospedador, o por determinar si la
infeccidén es persistente o desaparece. El problema que existe con estos modelos
animales es que el virus de la hepatitis humana no es infeccioso en roedores (Boonstra
et al., 2009), por ello se ha intentado en modelos de chimpancés (Bissig et al., 2010). En
este caso, se ha demostrado que pueden ser utiles para estudiar la infeccion viral y en
algunos casos los efectos citopaticos virales (Meuleman et al., 2006), pero no se ha
reportado fibrosis hepatica significativa en la mayoria de los estudios (Tanaka et al.,

2008).

- Modelos genéticos. Los modelos genéticamente modificados se han utilizado
para evaluar el papel de los factores especificos en la fibrogénesis. Se ha comprobado
un posible papel antifibrético (o profibrético) de la modificacidén genética en el aumento
(o disminucién) de la fibrosis en un ratédn modificado genéticamente, en comparacion
con otro ratén wild type (salvaje) de la camada. Esta variacion de la fibrosis podria darse
de manera espontanea o como respuesta a un estimulo, y tanto de manera directa como
indirecta (Leclercq et al., 2007; Berres et al., 2010). A pesar de las limitaciones, una
estrategia de este tipo representa un avance en este campo, ya que proporciona nuevas

oportunidades para el estudio de los tipos de células que participan en la fibrogénesis.

- Modelo de administracion de CCls. El CCls es un disolvente quimico
ampliamente utilizado en la industria. Se trata de una hepatotoxina bien establecida, y
es uno de los compuestos mas comunmente utilizados en modelos experimentales para
la induccidn quimica de fibrosis hepatica en roedores (Ogeturk et al., 2008; Al-Harbi et
al., 2014; Garg et al., 2017). El CCls puede inducir necrosis centrizonal y esteatosis. Su
administracion prolongada da como resultado fibrosis hepatica, cirrosis e incluso HCC
(Weber et al., 2003; Mitra et al., 2014; Choi et al., 2015; Garg et al., 2017). Se
profundizara en mayor medida en este modelo puesto que es el utilizado en el disefio

experimental en este estudio.
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A lo largo de la historia han sido muchos los investigadores que han trabajado

con este compuesto; resumimos a continuacion los estudios mas representativos:

Adams et al., 1952, realizaron una exposicién de CCls a varios grupos de ratas
albinas y observé que la mortalidad era mayor, y que presentaban una cirrosis hepatica
severa acompafnada de diversos cambios patoldgicos. Ademas, comprobaron una

disminucidn en el peso del higado, junto con una degeneracién grasa moderada.

Shimizu et al., 1973, expusieron a varias ratas a la inhalacién de CCls durante 6-8
semanas. Mediante este estudio observaron cdmo se producia una acumulacién de
tejido adiposo, y se producia un aumento gradual de triglicéridos en el higado. Ademas,

comprobaron la presencia de dafio hepatico grave en todos los animales tratados.

Sakata et al., 1987, con un experimento similar, observaron que las ratas tratadas
presentaban dafio hepatico crénico. Esto se comprobd con la presencia de superficies

hepaticas nodulares, acompafiadas de fibrosis extensa.

Ideura et al., 1993, expusieron a las ratas a CCls durante 7 minutos, 3 veces al
dia, durante 10 semanas. Este disefio experimental permitié observar que las ratas
presentaban un higado con cirrosis y se producia una destruccién de la estructura
normal del érgano. Ademas, se observo una ascitis masiva después de 10 semanas de la
exposicion, en comparacién con los animales control. Las ratas expuestas a CCls durante
6 semanas mostraron un aumento de tejido fibroso en el higado, mientras que los

grupos control mostraban una estructura normal del higado.

Como se observa en los diferentes disefios experimentales, la exposicidn a este
téxico se puede realizar de diferentes maneras, ya sea por ingestion, inyeccidn,
inhalacion o absorcidn por la piel. Independientemente de la via de administracion, el
toxico se distribuye por todo el cuerpo, presentando elevadas concentraciones en

higado, cerebro, rifién, musculo, grasa y sangre (Ogeturk et al., 2008; Garg et al., 2017).

El CCls, provoca dafio hepatico a través de varias vias (Hung et al., 2006), y
también induce la activacion de los sistemas inmunitarios a través de la inflamacion de

las células en la zona de exposicion (Mortezaee et al., 201743, b).

22



Revision bibliogrdfica

La toxicidad del compuesto se debe a la liberacidén de radicales libres que se
producen en su metabolismo. Se ha demostrado en diversos estudios sobre los
mecanismos moleculares inducidos por el CCls, que el radical libre triclorometilo (CCls),
formado en su metabolismo por la accion del sistema citocromo P450, reacciona
rapidamente con el oxigeno molecular para producir el radical peroxilo triclorometilo
(CCl30;) (Wang et al., 2005b). Estos radicales altamente téxicos, son los responsables de
los ataques a los acidos grasos insaturados de los fosfolipidos presentes en la membrana
celular, que conducen a la peroxidacion de lipidos en los hepatocitos (Recknagel et al.,
1989; Weber et al., 2003; Ogeturk et al., 2008; Shen et al., 2009). Muchos estudios
indican que el CCls causa necrosis, fibrosis, infiltracion de células mononucleares,
esteatosis, degeneracion de los hepatocitos, aumento de la actividad mitética y cirrosis
en el higado (Al-Shabanah et al., 2000; Teocharis et al., 2001; Kus et al., 2005; Garg et
al., 2017). Las muestras hepaticas de ratones a los que se les ha administrado CCls
muestran un aumento significativo en la deposicidn de tejido conectivo, asi como en la
formacion de septos fibréticos (Mitra et al., 2014; Choi et al., 2015). También se ha
comprobado que causa apoptosis en las células hepaticas (Sun et al., 2001; Teocharis et
al., 2001; Noyan et al., 2006; Wu et al., 2007), asi como que induce la activacién de las
HSCs, generando una mayor expresion de marcadores fibréticos tales como a-SMA vy

coladgeno (Wang et al., 2005a; Hong et al, 2009; Rosa et al., 2010; Choi et al, 2015).

Como se ha mencionado anteriormente, la via de administracién del téxico, al
igual que la especie utilizada en el disefio experimental, influye en la eficacia de la
induccion de la fibrosis. En la Tabla 1 se resumen las ventajas y desventajas que presenta

cada tipo de administracion, y la eficacia del proceso en cada caso (Starkel et al., 2011).
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Tabla 1. Tabla resumen de estudios realizados con modelos animales de fibrosis mediante la
administracion de CCls.

Especie Detalles Descripcion
. . . Tiempo X . . Ventajas Desventajas | Ref
modelo practicos fibrosis
Fibrosis )
350-1.000 il /kg pericentral Facﬂ(rjner.]t'::a Peritonitis 1]
1. M reproducible. -
, con septos cronica
Ratén/rata 0,4-2ml/kg 2 sem. centraIF:as adhesiéz
CCly i.p. 2-3 veces/sem. ¢ y Bien " | [2]
centro tolerado. peritoneal.
portales.
Necrosis en
la zona de
Ratdn 1 mL/kg S i i inyeccién. 3]
CClg s.c. 2 veces/sem. Fibrosis
poco
consistente.
No invasiva. Manejo
No hay profesional
evidencias de
Ratén/rata 1-2 mL/k - del
oy m ; g o6 sem. ) suflzllcr)nrl;r;to. personal.
inhalacié 2-3 veces/sem. . .
inhalacién toxicidad Fibrosis
extra- poco
hepética consistente.
Rata Alta
. - - . 1
CCly oral >1ml/kg 2 22 EC] mortalidad. [1]

[1] Constandinou et al., 2005. [2] Salguero et al., 2008. [3] Domenicali et al., 2009. [4] Jimenez et al.,
1992.
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2.4 Mecanismos moleculares de la fibrogénesis

La busqueda de las posibles dianas terapéuticas que actuan como proteccion
ante agentes tdxicos en el desarrollo de la fibrosis, mediante el uso de modelos
animales, es un campo en el que se estd investigando constantemente (Ebrahimi et al.,
2018). La mayoria de los estudios estan disefiados para profundizar en las vias de
sefalizacidn involucradas en la regresion de la fibrosis hepdtica, y se utilizan o modelos
in vivo o modelos in vitro (Huang et al., 2017; Jung y Yim, 2017). Sin embargo, no existen
modelos que logren reproducir eficazmente la interaccién dindmica que se produce
entre el dafio hepaticoy la reparacidn celular. Este proceso depende del equilibrio entre
los factores que estimulan la respuesta regenerativa y las sustancias que la inhiben
(Rutherford y Chung, 2008). En los siguientes epigrafes se revisa la infomacidn relativa
a los principales mecanismos moleculares involucrados en la progresion o reversion de

la fibrosis.

2.4.1 Estrés del reticulo endoplasmatico

El reticulo endoplasmatico (RE) es un organulo celular cuya funcién es la sintesis
y el plegamiento de las proteinas para el mantenimiento de la homeostais celular (Hetz
et al., 2011; Kaneko et al., 2017). Para que se produzca un plegamiento éptimo, se
requiere energia en forma de adenosina trifosfato (ATP), moléculas como el calcio y un
entorno oxidante que permita la formacion de enlaces disulfuro dentro de la luz del RE
(Gaut y Hendershot, 1993). Sin embargo, si estas condiciones se perturban se pierde la
capacidad de plegamiento y se acumulan proteinas mal plegadas o defectuosas lo que
genera una respuesta de estrés conocida como estrés del RE (Saito, 2014). Si estas
condiciones desfavorables contintan, se inician procesos celulares que conducen a la
muerte celular programada. Con el objetivo de superar este estrés, las células han
desarrollado una serie de respuestas de adaptacion que protegen a la célula e inducen
la activacion de una cascada de sefializacion que se conoce como respuesta a proteinas
mal plegadas (UPR) (Malhotra y Kaufman, 2007; Janssens et al., 2014). Esta respuesta

permite suprimir la sintesis proteica en los ribosomas e inducir la degradacién de las
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proteinas defectuosas presentes en el RE (Masuyuki et al., 2017). De este modo, se logra
proteger a los 6rganos como el higado, de los dafios externos que causan estrés (Moore

y Oakes, 2017).

En los mamiferos, la UPR se activa a través de tres proteinas transmembrana que
actuan como sensores del estrés del RE. En primer lugar, se identifico la enzima
dependiente de inositol 1 (IRE1), cuya funcidn es la transduccion directa de las sefiales
del exterior del RE. Posteriormente fueron descritas la proteina quinasa del RE activada
por estrés (PERK) y el factor activador de la transcripcién (ATF) 6 (Yoshida, 2007; Hetz et
al., 2011).

En condiciones normales, estas proteinas estan unidas a la proteina de unién a
inmunoglobulinas (BiP), o proteina regulada por glucosa (GRP) 78, que es la encargada
de mantenerlas en su estado inactivo. Sin embargo, cuando se produce el estrés del RE,
las proteinas desnaturalizadas por el mal plegamiento generado, interaccionan con
BiP/GRP78 induciendo su disociacion de los sensores del estrés, PERK, ATF6 e IRE1 y
provocando la activacion de la cascada de sefializacion de la UPR (Gorman et al., 2012;

Zhang y Wang, 2012; Roussel et al., 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). En condiciones de estrés las proteinas mal
plegadas interaccionan con la proteina BiP/GRP98 provando la disociacién de los sensores de
estrés del RE, IRE1, PERK y ATF6 e induciendo la cascada de sefializacion a través de las tres vias
mediante la interaccién de la proteina homadloga a C/EBP (CHOP), que es lo que se conoce como
UPR.

En la via de sefializacion de la enzima IRE1, |a proteina sufre una dimerizaciény
una autofosforilacién transmembrana en condiciones de estrés (Gardner y Walter,
2011), que estimula su actividad endorribonucleasa (ARNasa), que cataliza la
transformacion de la proteina de unién a la X-box tipo 1 (XBP1), desde su forma no
procesada transcripcionalmente inactiva, unspliced form (XBP1u), a su forma activada,
spliced form (XBP1s) (Lee et al., 2011). La XBP1s contribuye de un modo mds potente
gue su forma XBP1u con la induccién de la UPR, a través de la expresion de proteinas

implicadas en la respuesta, donde se incluyen chaperonas, genes lipogénicos y genes
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relacionados con la degradacion de proteinas asociada al RE (ERAD). Sin embargo, la
XBP1u, por su parte, codifica para una molécula que actia como inhibidor de la UPR
(Tirasophon et al., 1998; Malhi y Kaufman, 2011; Ke y Chen, 2012; Zhang y Wang, 2012;
Takayanagi et al., 2013).

En cuanto a la via de sedalizacion de ATF6, en condiciones normales esta
molécula se encuentra unida a la membrana del RE (Usui et al., 2012). Sin embargo,
cuando se produce estrés en el RE, ATF6 se separa de la proteina BiP/GRP78 y se
transloca al aparato de Golgi, donde se activa mediante la escisién del extremo N-
terminal, lo que se conoce como protedlisis selectiva, gracias a la accién de las proteasas
delsitioly 2 (PS1y PS2) (Egawa et al., 2011). PS1 actua en la luz, y PS2 en la membrana
del aparato de Golgi (Kaneko et al., 2017). La fraccién citosdlica de ATF6 que se ha
generado, se libera y entra en el nucleo, donde induce la expresidon de otras de las
proteinas implicadas en la UPR como son XBP1, CHOP, GRP78 y GRP94 (Szegezdi et al.,
2006; Malhi y Kaufman, 2011; Ke y Chen, 2012; Zhang y Wang, 2012; Takayanagi et al.,
2013).

Por ultimo, en la via de sefializacion de la proteina PERK, cuando la célula se
encuentra en condiciones de estrés se produce la dimerizacion y autofosforilacion
transmembrana de dicha proteina, lo que activa su actividad quinasa, permitiendo la
fosforilacidon de la subunidad a del factor 2 de iniciacion de la traduccidn eucariético
(elF2a) y la traduccion del ATF4 (Kaneko et al., 2017). El ATF4 induce la activaciéon
transcripcional de las chaperonas del RE como CHOP, XBP1, junto con otros genes
involucrados en la UPR, el estrés oxidativo y la muerte celular por apoptosis (Acosta-

Alvear et al., 2007; Huber et al., 2013).

2.4.2 Autofagia

La autofagia es un proceso altamente conservado en la evolucidn que tiene como
objetivo principal la degradaciéon lisosomal de los organulos citoplasmaticos y
componentes citosélicos (Wu et al., 2018). Este proceso degradativo esta

estrechamente regulado por una serie de genes reguladores de la autofagia (Atg), y se
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considera un proceso homeostatico intracelular vital, a través del cual las proteinas y
organulos defectuosos se degradan y se reciclan bajo condiciones de hipoxia, escasez de
nutrientes u otras condiciones especificas que causen estrés celular (Cao et al., 2018; Li

etal. 2018).

La homeostasis celular requiere de un estricto equilibrio entre la sintesis y
degradacion de macromoléculas (proteinas, lipidos, ADN, ARN, segundos mensajeros,
etc.). La degradacién de las proteinas se puede llevar a cabo a través de dos vias
principalmente: la proteosomal y la autofagica (Klionsky, 2007). La autofagia es
responsable no sdlo de la degradacién de proteinas, sino también del reciclaje y

degradacion de organulos y material citoplasmatico (Mizushima y Klionsky, 2007).

Debido a que esta via fue identificada como un mecanismo de supervivencia
inducido por la falta de nutrientes celulares (Pietrocola et al., 2016), juega un papel clave
en la limpieza celular eliminando no sélo agregados proteicos, proteinas mal plegadas 'y

organulos dafiados, sino también patdgenos intracelulares (Nishida y Otsu, 2016).

La autofagia estd implicada en numerosos procesos celulares, ya que promueve
la senescencia celular, protege la inestabilidad del genoma, previene la necrosis y es
importante en la prevencién de enfermedades como el cancer, las cardiomiopatias, la
diabetes, las enfermedades hepaticas, neurodegenerativas, autoinmunes e infecciones,

entre otras (Glick et al., 2010; Arndtz y Hirschfield, 2016; Liberal y Grant, 2016).

Tipos de autofagia

En principio, se habia considerado que la macroautofagia, microautofagiay a la
autofagia mediada por chaperonas (AMC) (Figura 3), eran los Unicos tipos de autofagia
existentes en mamiferos encargados de la degradacién proteolitica de componentes
citosdlicos en el lisosoma (Mizushima et al., 2011; Levy et al., 2017). Sin embargo, mas
recientemente se han descubierto dos nuevos mecanismos denominados
“ARNautofagia” y “ADNautofagia” que degradan selectivamente el ARN y ADN dafiados
(Aizawa et al., 2017).
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La macroautofagia se refiere a un proceso autofagico en el cual se degrada la
carga citopldsmica en el lisosoma a través de un intermediario. Este, es una vesicula de
doble membrana llamada autofagosoma, formada a partir de una membrana de
aislamiento, el fagdforo, que secuestra una pequena porcién de citoplasma. Una vez
formado, el autofagosoma se fusiona con el lisosoma para formar un autofagolisosoma

(Towers y Thorburn, 2016).

En la microautofagia, por el contrario, los componentes citosdlicos son
directamente captados por el lisosoma mediante invaginacion de la membrana

lisosomal (Levy et al., 2017).

La AMC, por su parte, no implica reorganizacién de la membrana, es decir, las
proteinas diana son translocadas a través de la membrana lisosomal en un complejo con
proteinas chaperonas que son reconocidas por el receptor lisosomal de membrana
asociado a la proteina de membrana lisosomal (LAMP), provocando su desplegamiento

y posterior degradacion.

Autofagosoma
N

Autofagia
mediada por
chaperonas

Fagoforo Chaperona
Q o Macroautofagia
OO Permeasa
’ Hidrolasa
lisosomal
O/ + Autolisosoma

Figura 3. Diferentes tipos de autofagia. Macroautofagia, proceso degradativo realizado
mediante la formacion del autofagosoma, que posteriormente se fusiona con el lisosoma.
Microautofagia, proceso realizado a través de la invaginacién directa del material. Autofagia
mediada por chaperonas (AMC), mecanismo en el que estan implicados el receptor LAMP vy las
chaperonas.
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La ARNautofagia y ADNautofagia son dos mecanismos de autofagia en los que el
ARN y el ADN, respectivamente, son tomados directamente por los lisosomas y
posteriormente degradados. La proteina LAMP, se une al ARN y al ADN actuando como
activador de la cascada de sefalizacion de ambas vias (Fujiwara et al., 2013a, b; Aizawa

et al., 2017).

La macroautofagia es el tipo de proceso degradativo mejor caracterizado
(Dereticy Levine, 2009; Wu et al., 2018) que desempefia un papel clave en la prevencion
de enfermedades (Masui et al., 2016), por lo que nos centraremos en este tipo de

autofagia, haciendo referencia a ella con el término general de “autofagia”.

El proceso autofagico comienza con la formacion de una membrana de
aislamiento denominada fagdéforo, cuyo origen en mamiferos ha sido conocido en los
ultimos afios. Se ha descubierto que la formacion de los autofagosomas se inicia en el
lugar de contacto entre el RE y la mitocondria (Hamasaki et al., 2013). El fagéforo se
expande para invaginar la carga citoplasmatica, que queda englobada en una estructura
de doble membrana denominada autofagosoma. El contenido del autofagosoma
madura mediante la fusiéon de su membrana externa con el lisosoma, produciéndose la
degradacion de la carga intracelular y de su membrana interna gracias a las proteasas
lisosomales, que, junto con los transportadores, son los encargados de expulsar al
citoplasma los productos de degradacion. Por tanto, la autofagia puede ser considerada
un proceso de reciclaje del metabolismo, que contribuye a restaurar la homeostasis y a
la renovacién celular mediante la formacién de nuevas macromoléculas (Kroemer et al.,

2010; Levy et al., 2017; Wu et al., 2018).

Existen diversos genes Atg que llevan a cabo este complejo proceso molecular

gue consta de cinco etapas clave (Levy et al., 2017) (Figura 4):
1. Formacién del fagoforo.

2. Conjugacion de los complejos: Atgl2-Atg5-Atgl6Ll y la proteina asociada a

microtubulos de cadena ligera 3 (LC3)-PE.

3. Activacion de LC3 y su insercion en la membrana del fagéforo.
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4. Captura de la carga selectiva para su posterior degradacion.

5. Fusion del autofagosoma con el lisosoma.
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Figura 4. Proceso molecular de la autofagia. 1. Formacion del fagéforo; 2. Conjugacion de los
complejos tipo ubiquitina; 3. Procesado de LC3 y su insercidon en la membrana del fagdéforo; 4.
Captura de la carga selectiva para su posterior degradacidn; 5. Fusion del autofagosoma con el
lisosoma.

1. Formacion del fagdforo

En células de mamifero, el proceso de formacién de la membrana del fagéforo
se inicia gracias a la accién del marcador de preautofagosomas Atgl4 que se encuentra
anclado en la zona de contacto entre el RE y la mitocondria en condiciones de déficit de
nutrientes (Hamasaki et al., 2013). La elongacion del fagéforo es un proceso regulado
por un gran numero de complejos macromoleculares, que comienza con la activacién
del complejo de la quinasa activadora de la autofagia similar a Unc-51 (ULK) (Egan et al.,
2015). Este complejo incluye a las proteinas ULK1, ULK2, la proteina de la autofagia 13
en mamiferos (mAtgl3) y a la proteina de 200 kDa de interaccién con la familia de las

quinasas de adhesion (FIP200) (McAlpine et al., 2013; Levy et al. 2017).

La via de sefalizacion de la diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR)1,
regula directamente el complejo ULK mediante la fosforilacion de mAtg13, ULK1 y ULK2.

En condiciones favorables de nutrientes, las quinasas ULK1 y ULK2 fosforilan a mAtg13
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y FIP200 suprimiendo la expansion de la membrana autofagica. Sin embargo, en
condiciones de déficit de nutrientes, la desfosforilacion del complejo ULK induce la

activacién del proceso autofagico (Hosokawa et al., 2009) (Figura 5).

Déficit de

. Nutrientes
nutrientes

Autofagia

Figura 5. Regulacidon de la autofagia mediada por mTOR mediante la fosforilacion de los
complejos ULK. mTOR fosforila a las quinasas ULK1, ULK2, mAtg13 y FIP200 en presencia de
nutrientes, mientras que, cuando existe un déficit, la desfosforilacion del complejo provoca la
activacion de la autofagia.

La fosforilacion del complejo ULK induce la formacion de vesiculas autofagicas a
través de la activacidon de otro de los complejos multiprotéicos de la familia de las
fosfatidil inositol-3 quinasas (PI3K) de clase lll, donde destaca la proteina vacuolar tipo
34 (Vps34), Beclina-1y Atgl4 (Towers y Thorburn, 2016). Vps34 es la principal fuente de
fosfatidil inositol-3-fosfato (PI3P) durante la autofagia, esencial para la formacion y
elongacién del fagéforo, asi como para el reclutamiento de otras proteinas Atg (Xie y
Klionsky, 2007; Devereaux et al., 2013). El gen asociado a la resistencia a la radiacién

ultravioleta (UVRAG), es el encargado de unir los componentes del complejo Vps34-
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Beclina-1 para formar el complejo. Atgl4 se localiza en el fagdéforo y, a diferencia de
UVRAG, presente sobre todo en endosomas tardios, es esencial desde las fases
tempranas del proceso para la formacidn del autofagosoma. Una sobreexpresion de
Atgl4 estimula la actividad de la proteina Vps34 e induce autofagia, en condiciones
desfavorables de nutrientes. Por tanto, el complejo Vps34-Beclina-1 tiene al menos dos
funciones diferentes, en funcién de la disponibilidad energética, segin se unan a Atgl4

o UVRAG (Itakura y Mizushima, 2009; Klionsky et al., 2016) (Figura 6).

Ausencia de
nutrientes

Complejo \
Atg 14 ‘
H6600060606

UVRAG

Figura 6. Complejos de las PI3K de clase lll. En ausencia de nutrientes se forma el complejo
Vps34-Beclina-1 con Atgl4. Sin embargo, cuando las condiciones son favorables, este complejo
se forma con UVRAG.

Existen otras proteinas reguladoras de la autofagia, la endofilina B1 (Bif-1) y la
molécula activada en autofagia regulada por Beclina-1 (AMBRA-1), que acttan
induciendo el mecanismo autofagico (Levy et al., 2017). La Bif-1 interactia con el gen
del linfoma de células B2 (Bcl-2) a través de UVRAG y funciona como un inductor de
guinasas PI3K de clase Ill. En respuesta a la ausencia de nutrientes, Bif-1 se sitla en los
autofagosomas promoviendo su formacién (Fimia et al., 2007; Takahashi et al., 2007).
Las moléculas como Bcl-2 actian como reguladores negativos de la autofagia debido a

que, al unirse con Beclina-1, logran inhibir el proceso autofagico.
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2. Conjugacion de los complejos de tipo ubiquitina.

En esta etapa son esenciales dos sistemas de conjugacién de tipo ubiquitina. En
el primero, Atgl2 se une covalentemente a Atg5 y juntos forman un complejo con Atg16,
el cual se situa en el exterior de la membrana del autofagosoma. El segundo sistema
ubiquitina, por su parte, lo constituye la LC3, que se une a la fosfatidiletanolamina (PE)
en la membrana interna y externa del autofagosoma (Klionsky et al., 2016). A diferencia
del complejo Atgl2-Atg5-Atgl6, que es reciclado, el complejo LC3-PE permanece
asociado con la membrana interna del autofagosoma convirtiéndose en un importante
marcador de autofagia (Kroemer et al., 2010; Mehrpour et al., 2010). La conjugacion de
Atg5-Atg12 no depende de la activacidon de la autofagia, y una vez que el autofagosoma
estd formado, el complejo Atgl2-Atg5-Atgl6 se disocia de la membrana haciendo que
el conjugado Atg5-Atgl12 actue como otro marcador clave en la autofagia (Barth et al.,

2010) (Figura 7).

Membrana de
aislamiento

© Complejo Atg5-Atgl2-Atg16L1

o LC3-l

Figura 7. Conjugacién de los complejos tipo ubiquitina. Atg12 se une a Atg15 y posteriormente
a Atg16 para formar el complejo Atg12-Atg15-Atg16. El otro complejo tipo ubiquitina lo forman
LC3yla PE.
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3. Activacion de LC3

LC3 es una proteina citosdlica que se escinde por Atgd para generar su forma
activada, LC3-l. Posteriormente, se conjuga gracias a la accién de Atgl3 para generar
LC3-II (Figura 8). LC3-Il se puede localizar tanto en la membrana interna como en la
externa del autofagosoma donde interviene en la fusién de las membranas, o bien se
encarga de seleccionar la carga para su posterior degradacidn. Debido a que la sintesis
y el procesamiento de LC3 se encuentran aumentados durante la autofagia, convierten
a esta molécula en un marcador clave de los niveles de autofagia celular (Barth et al.,
2010; Klionsky et al., 2016). Una vez formado el autofagosoma, LC3-1l es eliminada de

su membrana (Fujita et al., 2008).

Atga/( LC3

Atg3 {Lca ) (Lcs)

2
i

{Lc3 <)

Figura 8. Procesado de LC3. LC3 es escindida por Atgl4 para formar LC3-Il. Esta forma activada
se conjuga a través de Atgl3 para unirse a la PE y formar el complejo.

4. Seleccion del contenido a eliminar

La degradacién de proteinas citosdlicas no es un proceso aleatorio, sino que es
mediado por la proteina p62 o sequestrosoma-1 (p62/SQSTM1) (Bjgrkay et al., 2005).
Esta proteina multifuncional tiene la capacidad de capturar proteinas ubiquitinadas y

fijarlas a la LC3-ll en el autofagosoma (Klionsky et al., 2016). La interaccién entre las
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proteinas p62 y LC3-l, junto con otras proteinas que intervienen en el proceso, permite
la autofagia selectiva de moléculas ubiquitinadas solubles y agregados proteicos

(Abounit et al., 2012).

5. Fusion con el lisosoma

Una vez seleccionada la carga a eliminar, los autofagosomas se fusionan con los
endosomas y los lisosomas facilitando de este modo la degradacién de su contenido
(Figura 9). Posteriormente, se produce la maduracién del autofagosoma y su fusion con

el lisosoma (Tumbarello et al., 2012; Levy et al., 2017).

Carga
citoplasmatica

Autofagolisosoma

Figura 9. Fusién del autofagosoma con el lisosoma. El autofagosoma con la carga a eliminar,
madura para fusionarse con el lisosoma, lo que constituye la uUltima fase del proceso de la
autofagia.
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Autofagia y estrés del reticulo endoplasmatico

En los ultimos afios se ha comprobado la existencia de una estrecha relacién
entre la autofagia y el estrés del RE (Li et la., 2017) aunque generalmente la autofagia
siempre se habia asociado a la apoptosis 0 mecanismo de muerte celular programada.
Esto se debe, en parte, a que cuando se ejerce un dafio persistente en la célula, los
organulos comienzan a verse afectados y se induce la respuesta autofagica como ultimo
mecanismo de defensa de la célula para protegerse (Hong et al., 2018). De manera
similar ocurre con el estrés del RE, que se activa ante el daiio generado en los orgdnulos,
por el acumulo de proteinas mal plegadas en su luz. Se trata de un importante
mecanismo cuya funcion principal es mantener la fisiologia de las células sanas
mediante la disminucidn de la sintesis de proteinas a través de la UPR, manteniendo la
homeostasis (Schroder, 2008; Kaneko et al., 2017). A pesar de la compleja relacién que
existe entre la activacion del estrés del RE y la autofagia, cada vez son mas numerosos
los hallazgos que confirman la interconexidn que existe entre ambos procesos. La
autofagia es activada tras la respuesta al estrés del RE, como mecanismo de defensa
para la supervivencia, y algunos grupos han descrito la existencia de una relacién directa
entre los tres sensores de la UPR y la formacion de autofagosomas en la autofagia (Ogata

et al., 2006; Ding et al., 2007; Sir et al., 2008) (Figura 10).

La autofagia inducida por el estrés del RE juega un papel fundamental en la
conservacion de la homeostasis aliviando el estrés celular, ya que el RE esta relacionado
con los dos principales procesos de degradacidon en células eucariotas: el sistema
ubiquitina-proteasoma y la via de la autofagia-lisosoma (Rubinsztein, 2006; Li et al.,
2017b). Tanto el estrés extracelular como el intracelular pueden inducir autofagia,
permitiendo que el organismo se adapte o sobrepasase estas condiciones
desfavorables. En diversos estudios se ha comprobado la importancia que tiene la
regulacion de los mecanismos moleculares que modulan la autofagia en respuesta a
diferentes sefales de estrés del RE en el tratamiento de alteraciones hepaticas (He y

Klionsky, 2009; Li et al., 2017b).
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Figura 10. Autofagia mediada por el estrés del RE. Las proteinas sensoras del estrés del RE, PERK
e IRE1 activan la cascada de sefalizacidn que induce la activacion del proceso autofagico.

La via de la autofagia y el estrés del RE en la fibrosis

Estudios recientes indican que la autofagia es una via reguladora en la fibrosis
hepatica, con efectos profibrogénicos relacionados con una contribucion directa de la
activacién de las HSCs (Mallat et al., 2014; Lee et al., 2015; Hong et al., 2018). Aunque
la autofagia es un mecanismo que se activa como medida de proteccién ante la lesién
hepdtica crénica (Mallat et al., 2014), la induccién del proceso autofagico puede
suministrar la energia necesaria para la activacion de las HSCs, mediante la
administracién de triglicéridos y otros componentes en las gotas lipidicas de los
autofagosomas a los lisosomas para la degradacion (Herndndez-Gea et al., 2012; Song
et al., 2014a, b; Hong et al., 2018). Ademas, existen investigaciones que constatan que
la inhibicidon de la autofagia logra disminuir el acimulo de proteinas de la MEC y por lo

tanto frena la progresion de la fibrogénesis (Dong et al., 2015; Wu et al., 2018).

Debido a la estrecha relacion que existe entre la activacién del proceso

autofdgico y el estrés del RE, se ha comprobado que la activacién de la UPR ante un
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estrés induce la actividad fibrogénica de las HSCs a través de la autofagia (Hernandez-
Gea et al., 2013), asi como que su inhibicidon contribuye a la mejora de la fibrosis en

organos como el pulmon (Patel et al., 2012).

2.4.3 Via de los esfingolipidos

Los esfingolipidos son componentes muy importantes de las membranas
celulares que incluyen en su estructura las denominadas bases esfingoides, conocidas
también como bases de cadena larga o esfingosinas (Pruett et al., 2008). Inicialmente,
bajo el término esfingolipidos se incluian todos aquellos lipidos derivados de la
esfingosina (Carter et al., 1947). Actualmente se definen como componentes
funcionales y dinamicos que, ademas de su papel estructural en las células eucariéticas,
(Futerman y Hannun, 2004) intervienen en aspectos cruciales de su actividad celular a
través de la transduccion de seiales (Dickson, 2008) y del transporte intracelular (Kurz
et al., 2018). Los esfingolipidos desempefian funciones importantes en la célula, como
la regulacién de los procesos de muerte celular, la proliferacion, diferenciacidn,
senescencia, inflamacidn y transformacion, entre otros (Zeidan y Hannun, 2007; Zheng
et al., 2018). Debido a que promueven tanto la muerte celular como la supervivencia,
son determinantes en la progresién de enfermedades como las degenerativas o el
cancer (Cuvillier, 2008; Ruckhaberle et al., 2009; Coant y Hannun, 2018; Nagahashi et
al., 2018a).

La esfingosina 1-fosfato (S1P), se considera uno de los componentes centrales de
la via, que actia como un potente mediador lipidico bioactivo sintetizado a partir del
sustrato esfingosina, por la esfingoquinasa (SphK)-1. Esta proteina estd principalmente
localizada en el citosol, mientras que la SphK2, estd presente en diversos organulos
celulares (Maceyka et al., 2012; Kunkel et al., 2013; Hatoum et al., 2017). La SphK1 es la
isoforma predominante de la enzima en la mayoria de células y cataliza la formacién de
S1P, clave en la regulacién de diversos procesos celulares importantes para la salud y la
enfermedad (Hait et al., 2009; Arish et al., 2017; Yuza et al., 2018). El mantenimiento de

los niveles de S1P constantes se realiza gracias a las SphKs, enzimas encargadas de su
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sintesis, y a las enzimas que la degradan, donde se incluyen la esfingosina 1-fosfato liasa
(S1PL), dos fosfatasas especificas de S1P 1y 2 (SPP1-2) y tres fosfatasas de fosfato de
lipidos 1-3 (LPP1-3) (Maceyka et al., 2012; Kumar et al., 2017) (Figura 11).

Esflngosma
SPP1-2 SphK1-2
LPP1-3

S1PL 1-fosfato
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Respuesta celular

Figura 11. Esquema de la via de la S1P/SphK1. El sustrato esfingosina se transforma en S1P por
la accidon de las SphKs, para unirse a sus receptores (S1PR1-5). La S1P puede ser degradada por
la S1PL formando etanolamina-1-fosfato y hexadecenal.

La S1P participa en multitud de vias de sefalizacién iniciadas por citoquinas,
factores de crecimiento, hormonas y sus receptores, tales como TGF-3, PDGF, factor de
crecimiento epidérmico (EGF), VEGF, factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-
1), receptores de tipo Toll (TLR), factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a) y receptores
activados por proteasas (PAR-1), entre otros. La S1P funciona como un mensajero

extracelular e intracelular (Zhang et al., 2013), que ejerce diferentes funciones
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bioldgicas dependiendo de donde se genere y la SphK implicada en su metabolismo

(Schwalm et al., 2013).

Se ha identificado una familia de receptores de S1P (S1PR), clave en la regulacion
de la via, asi como multiples moléculas diana intracelulares que tienen una gran
influencia, lo que ha favorecido la comprensién de la amplia gama de acciones que
ejerce la S1P (Spiegel y Milstien, 2000; Xia y Wadham, 2011; Adada et al., 2015; Pyne et
al., 2016). Para unirse a sus receptores, la S1P tiene que ser transportada a través de la
membrana plasmatica. Esta accion la realizan los transportadores dependientes de ATP
(ABC), a los que se une la S1P (Yamada et al., 2018) y que han sido identificados en
diferentes lineas celulares, como el miembro C de la subfamilia ABC (ABCC1) en
mastocitos (Mitra et al., 2006), el miembro Al de la subfamilia ABC (ABCA1) en
astrocitos (Sato et al., 2007), o ABCC1 y el miembro C2 de la subfamilia ABC (ABCG2) en
células de cancer de mama (Takabe et al., 2010). Ademas, existe otro transportador
especifico de S1P que se ha encontrado en diferentes tejidos, incluido en higado, que es
el homdlogo spinster 2 (Spns2) (Hisano et al., 2011; Fukuhara et al., 2012). Cuando la
S1P se exporta desde la célula a través de estos transportadores, se une a sus receptores
especificos acoplados a la proteina G, S1PR1-5, para regular diferentes procesos
celulares a través de una sefializacién autocrina y/o paracrina. Los receptores S1PR1,
S1PR2 y S1PR3 se expresan por un gran numero de tejidos, donde se incluye el higado
(Figura 12), mientras que la expresion del receptor S1PR4 se limita al tejido
hematopoyético y linfoide, y la expresion del receptor S1PRS5 al sistema nervioso central

(Sdnchez y Hla, 2004).

La activacion de los receptores de S1P conduce a una serie de respuestas
celulares, como la formacién de MEC, la proliferacidn, la estimulacién de uniones
adherentes, la inhibicidon de la angiogénesis, la apoptosis, la inmunidad o el trafico de
linfocitos, entre otros (Kee et al., 2005; Brunati et al., 2008; Aoki et al., 2016). Las SphKs,
a su vez, se activan mediante numerosos estimulos que incluyen citoquinas

proinflamatorias, quimiocinas y moléculas de adhesion intercelular (Rivera et al., 2008).
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Figura 12. Esquema de la via de sefializacion S1P/SphK1 en la célula hepatica. La S1P tras ser
sintetizada por la SphK1, puede inducir directamente una respuesta celular o ser exportada para
unirse a sus receptores especificos (S1IPR1-3).

La S1P se considera un importante mediador en la red de citoquinas, de hecho,
un amplio numero de estas y otros agonistas pro o antiinflamatorios actuan, al menos
en parte, a través de ella (Xia y Wadham, 2011). Debido a esta funcién, tiene un papel
crucial en la regulacién de importantes procesos bioldgicos, tales como el crecimiento,

la diferenciacion y la motilidad celular (Donati et al., 2013).

Una gran parte de la investigacion sobre los esfingolipidos, se ha enfocado en el
conocimiento de la via de sefalizacion de S1P a través de sus receptores (Nagahashi et
al., 2018b). Estudios recientes sugieren que los receptores de S1P pueden ser objetivos
potenciales para el desarrollo de tratamientos eficaces, no solo de los trastornos del
endotelio arterial, sino también de la disfuncién microvascular por lesiones isquémicas
o inflamatorias (Sanchez, 2016; Nagahashi et al., 2018a). Ademas, la unién de la S1P a

sus receptores induce, en parte, la disfuncién endotelial a través de la inhibicidn de la
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via de sefializacion PI3K/AKT (Liu et al., 2016). Los moduladores de los S1PRs, también
constituyen un nuevo enfoque que podria ser prometedor para el tratamiento de una
amplia variedad de trastornos inflamatorios (Pyne et al.,, 2016), incluidas las
enfermedades inflamatorias intestinales (Crespo et al., 2017; Nielsen et al., 2017). La
modulaciéon de la via S1P/SphK1 podria ser util para el tratamiento de la patologia de
resistencia a la insulina, la progresién de la diabetes tipo 2 (Fayyaz y Kleuser, 2014; Ng
et al., 2017) o el desarrollo de cancer, entre otros (Evangelisti et al., 2016; Hatoum et

al., 2017; Sanchez et al., 2017; Ogretmen, 2018).

La via de los esfingolipidos y la fibrosis hepatica

Diferentes estudios han demostrado que el sistema S1P es crucial en la
regulacion de la fibrosis en numerosos érganos (Zhang et al., 2018). Esto se debe a que
los receptores S1PR1-3, las SphKs y la S1P juegan un papel crucial en la diferenciacién
de fibroblastos (Kono et al., 2007), en la produccidn de colageno (Gellings Lowe et al.
2009), o en la transdiferenciacién de mioblastos a miofibroblastos (Cencetti et al., 2010),
lo que contribuye al desarrollo de la fibrosis hepdtica. Ademds, también se ha
comprobado que la S1P induce la proliferacion y la migracion de las HSCs (lkeda et al.,

2000; Li et al., 2011; Liu et al., 2011; Ding et al., 2016).

En los ultimos anos, numerosos estudios han demostrado que la S1P actia como
un factor determinante en el desarrollo de la fibrogénesis hepatica, debido a su
capacidad para inducir la expresién de proteinas de la MEC (Li et al., 2009, 2011; Zhang
etal. 2018).

Los niveles de S1P en el higado fibrético humano aumentan a través de la
regulacién positiva de las SphKs, independientemente de la etiologia de la fibrosis. Se
ha comprobado que existen asociaciones significativas entre los metabolitos de
esfingolipidos sanguineos y la etapa de fibrosis hepatica en la que se encuentran los
pacientes, lo que convertiria a la S1P en un posible biomarcador para la identificacién
del HCC en pacientes con enfermedades hepdticas crénicas (Grammatikos et al., 2016;

Sato et al., 2016b; Kurz et al., 2018).

44



Revision bibliogrdfica

Aunque hay estudios que afirman que la S1P participa en la deposicién de
coldgeno de una forma independiente de sus receptores (Xiu et al., 2015), se ha
demostrado la contribucion de estos en el efecto profibrogénico de S1P, tanto en
modelos in vitro como in vivo de fibrosis hepatica, asi como en pacientes con fibrosis
avanzada (Schwalm et al., 2013; Takuwa et al., 2013; Sato et al., 2016b; Nagahashi et al.,
2018).

Algunos estudios in vivo e in vitro han comprobado que existe una importante
relacidon entre el desarrollo de la fibrogénesis y la activaciéon de otras vias como la
autofagia (Lee et al., 2015) o el estrés del RE (Allen y Seo, 2018). La regulacion a la baja
del proceso autofagico, disminuye la expresion de los marcadores fibréticos (Patel et al.,
2012), y se ha demostrado que la sobreexpresion de la S1PL atenta los niveles de S1P
inducidos por el dafio (Taniguchi et al., 2012; Kumar et al., 2017). Debido a ello, la
autofagia mediada por S1P se ha identificado como una importante via en la regulacion

de la fibrosis hepatica (Tatler y Jenkins, 2015).

En resumen, la participacion del eje S1P en los mecanismos patogénicos
relacionados con el proceso fibrético lo convierte en una diana farmacoldgica deseable

gue podria ser util para el tratamiento de pacientes con fibrosis hepatica.

2.4.4 Ritmos circadianos

Los ritmos circadianos son oscilaciones de las variables biolégicas en intervalos
regulares de tiempo, que tienen influencia en nuestra actividad metabdlica, hormonal y
conductual diaria. Se encuentran en la mayoria de los seres vivos, incluidos los animales
(Guerrero-Vargas et al.,, 2017), las plantas (Singh y Mas, 2018) y muchos
microorganismos (Ananthasubramaniam et al., 2018). Los ciclos diarios de la fisiologia y
el comportamiento, son impulsados por un oscilador endégeno con un periodo de
aproximadamente 24 horas (Reppert y Weaver, 2002; Schibler y Sassome-Corsi, 2002).
Un amplio espectro de parametros fisioldgicos, que incluyen el ciclo suefio-vigilia, la
secrecion de hormonas, el latido cardiaco, el flujo sanguineo o la temperatura corporal,

se encuentran regulados por estos ciclos diarios (Martinek et al., 2001; Damhoff y
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Huecker, 2018). Estos ritmos se establecen por la actividad transcripcional de un grupo
de genes conocidos como genes reloj o genes Clock, quienes se expresan ritmicamente
en multitud de tejidos como el cerebro o el higado entre otros (Hardin, 2004; Shetty et

al., 2018).

En los mamiferos, los ritmos circadianos son generados por un reloj bioldgico,
localizado en el nucleo supraquiasmatico (NSQ) del sistema nervioso central (Reppert y
Weaver, 2002), y por relojes periféricos localizados en las células de los diferentes

tejidos (Hardin, 2004; Firsov y Bonny, 2018).

Este reloj es el responsable, entre otras funciones, de la sincronizacién de las
sefiales ambientales que generan los ritmos circadianos y de las oscilaciones periféricas
diarias que se producen en los tejidos (Fu y Lee 2003). Estd compuesto por dos bucles
de retroalimentacidon transcripcionales intracelulares, que miden y regulan estos

patrones de oscilacion constantes (Reppert y Weaver, 2002; Lesicka et al., 2018).

Aunque los ritmos circadianos internos en los mamiferos se conocen desde hace
siglos (Clairambault, 2010), la naturaleza molecular de estas oscilaciones y los
mecanismos implicados se han descrito recientemente (Hastings et al., 2003; Kettner et

al., 2016).

En los ultimos afios, se ha identificado la influencia que tienen los ritmos
circadianos en la regulacion de muchos procesos moleculares, fisioldgicos, bioquimicos
y conductuales (Kang y Sancar, 2009; Innominato et al., 2010). Estos juegan un papel
clave en la regulacion del metabolismo y la destoxicacién de farmacos (Cho et al., 2012;
Guerrero-Vargas et al., 2017), el ciclo celular (Bieler et al., 2014; Matsu-Ura et al., 2016;
El-Athman et al., 2017), la apoptosis y la angiogénesis entre otros muchos procesos

(Takahashi et al., 2008; Jouffe et al., 2013; Lesicka et al., 2018).

En mamiferos, debido a la ritmicidad que posee el metabolismo celular, puesto
que el catabolismo y anabolismo estan sincronizados con los ciclos de luz/oscuridad,
todas las hormonas y metabolitos implicados en el proceso presentan una expresion
ciclica y constante. Se ha comprobado que muchos de estos genes metabdlicos tienen

un pico de expresion maxima que varia a lo largo del ciclo de 24 horas (Ma et al., 2012;
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Zhu et al., 2018). Es por ello que, debido a la disponibilidad energética que posee la
célula en ciertos periodos especificos del dia, procesos como la proliferacidn celular

estdn controlados de manera directa por los ritmos circadianos (Mormont et al., 2003).

La desregulacion del reloj circadiano, ocasionada por dafos externos o por
mutaciones en modelos animales, o por los cambios en los turnos de trabajo en
humanos, se asocia con una mayor predisposicién al desarrollo de enfermedades en
multiples érganos (Hardin, 2004; Antle y Silver, 2005; Guerrero-Vargas et al., 2017; Li et
al., 2017a). A su vez, muchos procesos patoldgicos como el Alzheimer, el Parkinson, la
obesidad, la diabetes o la hipertensidon estan influidos por las expresiones circadianas
de los genes Clock en multiples tejidos periféricos (Duffield et al., 2002; Panda et al.,

2002; Lemmer y Oster, 2018; Wang et al., 2018).

El mecanismo molecular del reloj circadiano central y los osciladores circadianos
periféricos, se componen de dos bucles de retroalimentacién interconectados que
regulan la transcripcion ritmica de los genes reloj (Partch et al., 2014). La primera de las
asas de retroalimentacion estd formada por los activadores transcripcionales, el
receptor nuclear translocador de aril hidrocarburos en cerebro y musculo (BMAL1) junto
con CLOCK (de sus siglas en inglés Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) (Ruan et
al., 2012). Estos forman un heterodimero (BMAL1/CLOCK) que activa la transcripcién de
los genes Periodo (PER1, PER2 y PER3) y de los genes del criptocromo (CRY1 y CRY2) (Ko
y Takahashi, 2006; Pett et al., 2018) (Figura 13).
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Figura 13. Esquema representativo de la via de los genes Clock. BMAL1 y CLOCK forman un
heterodimero que activa la expresidn de PER y CRY. Estos, a su vez, forman un complejo que
inhibe la formacién del heterodimero BMAL1/CLOCK y su expresion génica. ROR actla activando
la via a través de BMAL1, mientras que REV-ERB la inhibe.

La otra asa de retroalimentacion, en este caso negativa, la componen las proteinas
PER y CRY. Estas proteinas son transportadas al citoplasma, y forman el complejo
PER/CRY que, posteriormente, se transloca al nlcleo y se asocia con el heterodimero
BMAL1/CLOCK, inhibiendo su activacidon transcripcional y suprimiendo su propia
transcripcién génica (Chiou et al., 2016). Ademas, el complejo PER/CRY puede ser
fosforilado por la caseina quinasa 1 épsilon (CK1g), lo que conduce a su degradacion
(Kobayashi et al., 2017). Existe otro circuito alternativo de retroalimentacién negativa,
representado por la subfamilia de receptores nucleares 1, grupo D, miembros 1y 2 (REV-
ERBa y B), y por el receptor nuclear de acido retinoico alpha (RORa). Estas proteinas se
translocan al nucleo con el objetivo de reprimir y promover la expresion de BMALI,
respectivamente (Kochan y Kovalchuk, 2015; Wang et al., 2015; Zhang et al., 2015).
RORa activa la transcripcion de BMAL1, mientras que, REV-ERB reprime su expresion,
reforzando la estabilidad y el ritmo del reloj interno (Curtis et al., 2014; Sulli et al., 2018)

(Figura 13).
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Los efectos opuestos de los dimeros BMAL1/CLOCK y PER/CRY en la trascripcién,
aseguran que los mensajeros de PER y CRY oscilen de manera opuesta con el mensajero
de BMAL1 (Firsov y Bonny, 2018). Los niveles maximos y minimos en la expresién de
estos genes ocurre con una periodicidad cercana a las 24 horas, de esta manera, se
establecen los ritmos circadianos en los organismos. Un ejemplo de ello es que el pico
maximo de expresion de BMAL1 en el NSQ se produce en mitad de la noche, mientras
qgue el pico maximo de los mensajeros de PER y CRY ocurre a medio dia (Reppert y

Weaver, 2002) (Figura 14).
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Figura 14. Esquema representativo de las asas de retroalimentacién de la via de los genes Clock
y su ritmicidad circadiana. El gen circadiano BMAL1 tiene su pico de maxima expresion en medio
de la noche, mientras que los de PER y CRY se producen al medio dia.

La via de los genes Clock y la fibrosis hepatica

Cada vez son mas los resultados que respaldan que la alteracion del ritmo
circadiano es un mecanismo molecular critico en la patogénesis de la fibrosis (Touw et
al., 2007; Chen et al., 2013; Pekovic-Vaughan et al., 2014; Kwon et al., 2018). Se ha

demostrado que el higado expresa diversos genes controlados de manera circadiana
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(Nguyen et al., 2014), y que las diferentes funciones que tienen muchos genes estan
bajo control circadiano de manera directa o indirecta (Hirao et al., 2010; Kettner et al.,

2016).

Ademas, se ha comprobado que existe una gran variedad de parametros
fisiologicos que se encuentran regulados por los ritmos circadianos tales como la
fibrindlisis (Piscaglia et al., 2000), la hemorragia varicosa (Mann et al., 1999), el
catabolismo hepatico de la melatonina (Steindl et al., 1997), la presiéon arterial y la
frecuencia cardiaca (Alvarez et al., 1994; Mgller et al., 1995), la acidez gastrica (Savarino
et al., 1996) e incluso el suefio (Cordoba et al., 1998), que se encuentran alterados en
pacientes con cirrosis o en modelos murinos de fibrosis. Recientemente, numerosos
estudios han comprobado que las alteraciones en la expresion de los genes Clock
inducen una disfunciéon hepatica y aceleran el desarrollo de las lesiones en el higado, por
lo que podrian actuar como dianas terapéuticas para el tratamiento del dafio hepatico

(Zhou et al., 2016).

Existen numerosos resultados que indican que los agentes que inducen dafio
hepatico, provocan una desregulacién de los ritmos circadianos (Kwon et al., 2018).
Agentes quimioterapéuticos como la ciclofosfamida, que causan toxicidad hepatica,
generan una alteracidn significativa en la expresién de los principales marcadores
involucrados en la via de los genes Clock. Sin embargo, los compuestos de selenio
muestran un papel protector en el higado a través de la regulacién de la via (Hu et al.,
2011). Se ha indicado que la exposicidén continuada al alcohol en el higado provoca una
alteracion del sistema circadiano, lo que confiere una mayor vulnerabilidad al érgano
hacia el desarrollo de la patologia (Wang et al., 2013a; Forsyth et al., 2015; Summa et
al., 2015). En modelos murinos con alteracidén genética de la via circadiana, se ha
indicado que muestran una mayor predisposiciéon al desarrollo de esteatohepatitis

(Kudo et al., 2009; Summa et al., 2013; Kettner et al., 2016; Kwon et al., 2018).

Los genes circadianos, junto con otros importantes genes regulados de manera
circadiana como son el receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR)a. y
el citocromo P450 (Cyp450), pierden su ritmicidad en modelos animales de fibrosis

hepatica (Chen et al.,, 2010b). Esta desregulaciéon del reloj circadiano, durante la
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fibrogénesis (Thomas et al., 2013), conduce a cambios en parametros fisioldgicos, como
el metabolismo de lipidos o de farmacos, lo que favorece la progresién del estado
patologico. De hecho, el reloj circadiano controla la mayoria de las vias metabdlicas en
el higado, mediante la regulacion en la expresidon de los genes relacionados con el
metabolismo de una manera ciclica (Borengasser et al., 2014; Wang et al., 2014;

Mazzaccoli et al., 2018).

En los dltimos afios, se ha demostrado no solo la estrecha relacidon que existe
entre la regulacidn de los genes Clock y el desarrollo de la fibrosis, sino su interrelacion
con otro de los mecanismos clave como son el estrés del RE (Maillo et al., 2017; Moore
y Oakes, 2017; Bu et al., 2018) o la autofagia (Huang et al., 2016), provocando una mayor

contribucion al desarrollo del proceso fibrético.

2.5 Tratamiento de la fibrosis

La fibrosis hepatica es una de las enfermedades crénicas del higado que afecta a
miles de pacientes en nuestro pais. Esta patologia puede ser revertida tras la retirada
del agente etiolégico subyacente, evitando asi la progresion hacia cirrosis (Ebrahimi et
al., 2018), lo que abre la posibilidad para el desarrollo de enfoques terapéuticos
antifibréticos. Sin embargo, hay una necesidad de busqueda de estrategias antifibréticas
que puedan prevenir, detener o revertir la fibrosis hepatica debido a que las terapias
clinicas efectivas actuales siguen siendo escasas. Existen varias lineas de evidencia que
sugieren que el estrés oxidativo juega un papel importante en la etiopatogenia de la

fibrosis hepatica (Huang et al., 2017).

Entre alguna de las sustancias con potencial antioxidante que favorecen el
tratamiento de la fibrosis, se encuentra la riboflavina o vitamina B2. Es un
micronutriente de facil absorcion, con un papel clave en el mantenimiento de la salud
en animales y seres humanos (Powers, 2003; Depeint et al., 2006). Se ha comprobado
que esta vitamina produce un efecto protector contra el dafo hepatico inducido por

CCls y otros agentes quimicos (Al-Harbi et al., 2014).
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De manera similar al caso de la rivoflavina se desarrolla el mecanismo de accion
de la vitamina C, que permite que el L-ascorbato se convierta en su forma oxidada, L-
deshidroascorbato, que puede ser reducida y por lo tanto activada por la accién de
diferentes enzimas en presencia de glutation (GSH) (Nualart et al., 2003). La N-
acetilcisteina, el acido lipoico y la vitamina C, actuan de forma conjunta controlando el
mecanismo inflamatorio de la fibrosis (Perricone et al., 2009). Se ha comprobado que la
N-acetilcisteina reduce los procesos de fibrosis hepdtica, con menor degeneracién de

los hepatocitos ante la exposicion a compuestos toxicos (Gillissen, 2011).

Otras sustancias que han demostrado tener un efecto hepatoprotector son los
flavonoides presentes generalmente en frutas y verduras (Tao et al., 2016). En diversos
estudios se ha demostrado que el tratamiento de la fibrosis hepatica con la quercetina,
un conocido flavonoide, disminuye la acumulacion de colageno y la activacion de las
HSCs (Elbe et al., 2015), mostrando un potencial antifibrotico que se asocia con la
capacidad de modular el factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) (de David et
al., 2011; Marcolin et al., 2012) y la produccién de TGF-B (Wan et al., 2014). Estos
resultados sugieren que la quercetina también puede ser una estrategia terapéutica

eficaz en el tratamiento de los pacientes con dafio hepatico (Wan et al., 2014).

A pesar de la existencia de diversos compuestos antioxidantes que mejoran el
desarrollo de esta patologia sigue sin existir una terapia eficaz con efectos
antifibrogénicos disponibles en la actualidad, de ahi la necesidad de investigar en otros

posibles tratamientos.

2.5.1 Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptofamina) es la principal hormona secretada
por la glandula pineal, sustancia aislada por primera vez por el dermatdlogo Aaron
Lernery colaboradores en 1958. Estos autores comprobaron que esta molecula aclaraba
los melanocitos en la piel de anfibios, y le dieron el nombre de melatonina debido a la
relacién de su funcion con el pigmento melanina y de su estructura con la serotonina

(Lerner et al., 1958). La melatonina es un mediador ubicuo que se encuentra en la
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mayoria de los organismos desde los eucariotas unicelulares hasta las plantas (Reiter et
al., 2001; Kolar y Machackova, 2005) y los animales vertebrados (Reiter, 1995;
Hardeland, 2009).

Enlos mamiferos se produce en la glandula pineal, que es una glandula endocrina
presente en el centro del cerebro de todos los vertebrados, pero también por una gran
variedad de tejidos extrapineales (Kobayashi et al., 2005; Acufia-Castroviejo et al.,
2014). Las variaciones en la sintesis del indol se deben a las necesidades requeridas de
los 6rganos, especialmente del higado. Es un poderoso antioxidante endégeno (Zhang y
Zhang, 2014; Mortezaee et al., 2016), que regula los ritmos circadianos, el suefio y la
actividad del sistema inmune. Se comporta como un captador de radicales libres (Torok,
2016), ya que elimina los radicales libres de oxigeno e intermediarios reactivos (Yang et

al., 2017).

Estructura y metabolismo de la melatonina

La melatonina es una indolamina altamente soluble, que presenta una ritmicidad
circadiana y necesita de ciclos de luz/oscuridad para su produccién y liberacion
(Jiménez-Jorge et al., 2005). Se sintetiza en tres etapas (Figura 15). Comienza con la
transformacién del triptéfano, un aminodcido aromatico esencial que proviene de los
vasos cerebrales y entra en el pinealocito, donde experimenta una hidroxilacidn gracias
a la accion de la triptéfano hidrolasa, convirtiéndose en 5-hidroxitriptéfano.
Posteriormente, se produce la descarboxilacién mediante la L-aminoacido aromatico
descarboxilasa, generando serotonina o 5-hidroxitriptamina. A continuacidn, la
serotonina N-acetiltransferasa metaboliza la serotonina. Esta actividad se encuentra
aumentada entre un 30 a un 70% durante la noche, presentando un marcado ritmo

circadiano y obteniéndose como producto N-acetil serotonina (Klein et al., 1997).
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Finalmente, se produce la conversién de la N-acetil serotonina en N-acetil-5-
metoxitriptamina, es decir, melatonina, a través de la accién de la enzima

acetilserotonina O-metiltransferasa (Ekmekcioglu, 2006).
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Figura 15. Biosintesis de la melatonina. El proceso se inicia con el triptéfano, y a través de una
serie de reacciones catalizadas por enzimas cuya expresion esta regulada de manera circadiana,
se genera melatonina.

La actividad de la N-acetiltransferasa, determina el ritmo pineal de produccién
de la hormona y puede regularse mediante su expresién génica o a través de la
activacién de la enzima (Hardeland, 2008). La expresion enzimdtica a su vez puede ser
regulada por una via nerviosa controlada por el NSQ del hipotadlamo, el lamado reloj
bioldgico o circadiano. Esta via comienza en la retina, donde se captan los estimulos
luminicos y contintia a través de los axones de las células ganglionares (Lewy et al.,
1980). Durante el dia, la luz mantiene hiperpolarizados a los fotorreceptores lo que evita
la liberacién de noradrenalina. En oscuridad, los fotorreceptores generan potenciales de
accién que se transmiten a través de la via neuronal hasta los terminales simpaticos que
liberan noradrenalina, que se une a receptores adrenérgicos B1 y B2 del pinealocito
(Reiter, 1991). Esta unidén, provoca una reaccion bioquimica intracelular que se traduce
en un aumento de la expresion y actividad de la N-acetiltransferasa, lo que genera el

incremento de las concentraciones de N-acetil-serotonina y melatonina (Hardeland et
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al., 1993). Es importante destacar que, en vertebrados, la melatonina no sélo se forma
enla glandula pineal, sino también en multiples tejidos extrapineales (Acufia-Castroviejo
et al.,, 2014), como la glandula lacrimal (Mhatre et al., 1988), la retina (Grace et al.,
1991), el cuerpo ciliado del iris (Aimoto et al., 1985), los leucocitos mononucleares
(Guerrero y Reiter, 2002), el tracto gastrointestinal (Bubenik, 1980), el ovario (ltoh et al.,
1997), la placenta (Reiter et al., 2014) o el sistema portal hepatico (Huether et al., 1992),

entre otros.

Las concentraciones de melatonina en el organismo difieren bastante entre las
diferentes especies. Se trata de una hormona con una corta vida media
(aproximadamente 10 minutos) y, debido a su caracter lipofilico, es capaz de cruzar
facilmente cualquier membrana alcanzando todos los fluidos, tejidos, y compartimentos
celulares, por lo que es dificil cuantificar la concentracidn exacta de melatonina presente
en la sangre circulante. Ademas de las fluctuaciones circadianas que se producen debido
a los ciclos de luz-oscuridad, la sintesis de melatonina también varia en funcién de la
edad. Asi, en los recién nacidos y hasta los tres meses de vida, se producen grandes
cantidades de melatonina, pero carecen de ritmicidad circadiana, mientras que en el
adulto se reduce la sintesis y las diferencias en los niveles plasmaticos diurnos y
nocturnos comienzan a hacerse notables (Waldhauser et al., 1993; Reiter, 1998). El
ritmo circadiano se mantiene desde la pubertad hasta los 45-65 afos, cuando decae
progresivamente hasta igualarse los niveles séricos diurnos y nocturnos (Reiter, 1995).
Otros factores que afectan a la sintesis de melatonina son el ciclo menstrual, el tiempo
diario de exposicién al sol, el consumo de algunos farmacos, el estrés y el ejercicio, entre

otros (Ariznavarreta et al., 2002).

Funciones de la melatonina

Una de las principales funciones de la melatonina es su capacidad para regular
los ritmos circadianos (Pandi-Perumal et al., 2013). Este indol puede ser considerado un
nexo de unidn entre el medio ambiente luminoso y los sistemas nervioso y endocrino

(Jin et al., 2003; Dubocovich y Markowska, 2005), actuando como mediador de la
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respuesta fisioldgica ante los ritmos anuales. Se ha observado que la administracién
exogena de melatonina sincroniza los ritmos circadianos (Cassone et al., 1986; Reiter,
1993) y ademas produce hipotermia (Deacon y Arendt, 1995), regulando asi la variacion

circadiana de la temperatura corporal (Koster-van Hoffen et al., 1993).

La melatonina ha sido identificada como una molécula antioxidante clave, capaz
de eliminar eficazmente radicales libres para proteger a la célula contra las especies
reactivas del oxigeno y del nitrégeno (Zhang y Zhang, 2014). Ademds de la capacidad
intrinseca para depurar radicales libres, este indol estimula la actividad y expresion de
otros sistemas antioxidantes (Yang et al., 2017), asi como la regulacién de las reacciones
redox (Torok, 2016). Esta hormona también ejerce una accién sinérgica con otros

antioxidantes como las vitaminas E y C (Reiter et al., 2003).

Los efectos inmunomoduladores de la melatonina representan otra linea de
defensa (Guerrero y Reiter, 2002; Hardeland, 2008), puesto que, muestra un papel
antiinflamatorio gracias a sus efectos antioxidantes y mitocondriales que atenuan la
sefial proinflamatoria (Hardeland, 2008; Laliena et al., 2012; Tao et al., 2016). Se han
observado efectos positivos en la administracién del indol en modelos animales de
enfermedades caracterizadas por edema, inflamacidn y fibrosis (Taslidere et al., 2014;
Jiang et al., 2016; Das et al., 2017). La melatonina también ejerce una accidn estimulante
de la respuesta inmune, mediante la activacion de varios tipos celulares como los
linfocitos T y B, NK, monocitos y células del sistema mononuclear fagocitico (Freitas et

al., 2016).

Se ha demostrado, tanto en estudios in vitro como in vivo, que la melatonina
protege a las células, tejidos y érganos contra el dafio oxidativo inducido por una gran
variedad de agentes y procesos generadores de radicales libres, como pueden ser la
administracion de CCls (Kang et al., 2016; Mortezaee et al., 2017b), la reperfusion
isquémica (Deng et al., 2016; Sun et al., 2017) y las radiaciones ionizantes, entre otros
(Rozov et al., 2003; Hold et al., 2004; Tuiidn et al., 2013). Ademas, esta hormona tiene
un efecto protector indirecto a través del aumento de los niveles de compuestos
antioxidantes como la glutation peroxidasa (GPx), la superdxido dismutasa (SOD), y el

GSH (Czechowska et al., 2015).
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En los Ultimos afios, mediante estudios in vivo e in vitro se ha profundizado en el
papel del indol como un potente agente antiapoptético (Choi et al., 2015; Lin et al.,
2017) y antiproliferativo (Loureiro et al., 2015). Existen investigaciones que demuestran
que la melatonina ejerce sus efectos citoprotectores en varios modelos experimentales
de lesion hepatica aguda, a través de la inhibicién de la proliferacidén de fibroblastos y
de la sintesis de proteinas como el colageno (Das et al., 2017; Mortezaee y Khanlarkhani,
2018). Esto demuestra su papel terapéutico en la lesién hepdtica aguday crénica, gracias
a su accion antioxidante y antiproliferativa. Ademas, se ha comprobado que los cambios
apoptéticos, producidos por la administracidn crénica de toxicos como el CCls, se
reducen considerablemente cuando se tratan con melatonina, lo que implica que regula
en gran medida la apoptosis (Choi et al., 2015) y reduce el dafio oxidativo en el higado
(San-Miguel et al., 2015; Colares et al., 2016), en ocasiones a través de la supresion de

la inflamacién (Yang et al., 2017).

Melatonina y fibrosis hepatica

Un amplio nimero de estudios han demostrado el papel protector de la
melatonina en diferentes situaciones fisiopatoldgicas del higado, como en el caso del
dafio por laisquemia y reperfusién hepatica (Sun et al., 2017), por la BDL (Colares et al.,

2016) o por el dafio inducido por estrés oxidativo (Yang et al., 2017).

También se ha comprobado que la administracién de melatonina mejora la EHNA
inducida por una dieta deficiente en metionina y colina (Freitas et al., 2016), impide la
hepatotoxicidad generada por diferentes farmacos (Kurus et al., 2009) y previene la
fibrosis hepatica inducida por varios toxicos (Tabla 2). Las investigaciones que proponen
al indol como tratamiento eficaz de la fibrosis hepatica, se basan en su capacidad para
atenuar la lesién generada por téxicos como el CCls (Liedke et al., 2013; Kang et al.,
2016), la TAA (Tunez et al., 2007; Czechowska et al., 2015) o el DMN (Tahan et al., 2004)
en modelos animales de fibrosis hepatica. A esta hormona también se le ha atribuido un

papel relacionado con la supresidn de la activacion de las HSCs, células determinantes
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en el desarrollo de la fibrosis, en modelos in vitro (Gu et al., 2006; Shajari et al., 2015;

Das et al., 2017).

Los efectos hepatoprotectores del indol se deben a su capacidad para reducir los
valores séricos de aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST),
hidroxiprolina y amoniaco, moléculas causantes de dafio hepatico (Cho et al., 2015).
Ademas, esta hormona logra disminuir la expresién de las principales proteinas de la
MEC, cuyo acumulo se encuentra incrementando ante el dafio y es determinante en el
desarrollo de la fibrogénesis, como son a.-SMA y coldgeno (Das et al., 2017). Este efecto
se consigue, en parte, a través de la inhibicion en la expresién de factores

profibrogénicos o MMPs (Crespo et al., 2015).

La melatonina también regula alguno de los mecanismos moleculares
involucrados de manera directa en la progresion de la fibrosis, como son la autofagia
(Kang et al., 2016) o el estrés del RE (Heo, 2017). Debido a ello, disminuye los

marcadores de dafio hepatico contribuyendo a la reversidn de la fibrosis hepatica.

Todas estas propiedades del indol, junto con las demostradas funciones
protectoras que juega en diferentes modelos animales y celulares de fibrosis hepatica,
lo convierten en una molécula que podria tener un elevado potencial terapéutico y

representar una terapia eficaz en el tratamiento de la fibrosis hepdtica en humanos.
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Tabla 2. Tabla resumen del efecto de la melatonina en la fibrosis hepatica.

In-ductPr Tratamle‘n to Efecto del dafio Efecto d('e la Efecto global Ref
fibrosis melatonina melatonina
N ALT y AST 4 ALT y AST .
N a-SMA, Col(I/ll) | L a-SMA, Col(i/Il) Redouxcizaet'ijztres
NMMP | TIMP-1 | &' MMP 1 TIMP-1 ’
5y10mg/kg | T TGF-B, PDGF, J TGF-B, PDGF, Proteccion
CCls i.p. CTGF, anfiregulina, | CTGF, anfiregulina, hepatica. [1]
4y 6sem. Smad-3y Nrf2 Smad-3y Nrf2 Detiene la
M Area fibrética J Area fibrética .,
(%) (%) progresion de la
fibrosis
N ALT y AST J ALT y AST -
20 me/k N TBARs { TBARs A
ME/Ke /" Coldgeno J Coldgeno antioxidante.
CCls i.p. A Fibrosi dul 1 et dul [2]
10 sem. ibrosis nodular ibrosis nodular Reduce el dafio
J SOD y GPx M SOD = GPx s,
N ALT y AST 4 ALTy AST
4 A/G ™A/G
M Hidroxiprolina { Hidroxiprolina .
J SOD y GSHpx /N SOD y GSHpx )
5-10 mg/kg N NF-«B J NF-xB —_
20 mg/kg A TNF-ayIL-1B (in | & TNF-ay IL-1p (in | Reduce lafibrosis | o,
CCly . ) ! hepatica.
i.p. vitro) vitro)
6 sem. ’I‘ chres de \l, chres de inhibe |a
fibrosis fibrosis L
L L activacién de las
N Inflamacién y J Inflamaciény
.y .y HSCs.
deposicién de deposicién de
coldgeno coldgeno
N ALT y AST 4 ALTy AST
N Hidroxiprolina J Hidroxiprolina
1 MDA 4 MDA .
2,55 mg/ke J GSHpx 2 GSHpx Reduse el'estres
. - . - oxidativo.
10 mg/kg N Laminina sérica J Laminina sérica
CCly - o [4]
s.C. M Acido J Acido
. L . . Efecto protector
12 sem. hialurénico hialurénico sobre el hizado
“MProcolageno Il N- | {, Procolageno Il N- gaco.
terminal terminal
N ALT y AST 4 ALT y AST
M Hidroxiprolina { Hidroxiprolina
2'15(;5m m/glfkg N TGF-B, a-SMAY | { TGF-B, a-SMAy | Inhibe la fibrosis
cal orgl & caspasa-3 caspasa-3 hepatica a través (5]
¢ 8 sem N RIP-1y RIP-3 J RIP-1yRIP-3 de la supresién de
' ™ MLKL J MLKL la apoptosis.
N HMGB], IL-1a {4 HMGB], IL-1a
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In-ductPr Tratamle'n to Efecto del dafio Efecto d('e la Efecto global Ref
fibrosis melatonina melatonina
™ a-SMA 4 a-SMA
1 Vesiculas J Vesiculas
autofdgicas autofdgicas
™ LC3 /11, p62, J LC3 /11, p62, Inhibe I3
LAMP2, UVRAG y p- | LAMP2, UVRAG y p- .
5y 10 mg/kg autofagia y el
CCly i.p. mTOR . mTOR . estrés del RE. [6]
4y 6sem. N Beclina-1, Atg5, { Beclina-1, Atg5, Efecto protector
Atg12, Atg 16L1, Atg12, Atg 16L1, sobre el higado,
PERK, ATF4, ATF6, PERK, ATF4, ATF6,
IRE1, BiP, GRP94, IRE1, BiP, GRP94,
CHOP y XBP1s CHOP y XBP1s
N ALT y AST 4 ALTy AST
1 Concentracién J Concentracién
de amonio de amonio Podria
5 mg/kg N BMP-2 {4 BMP-2 convertirse en un
i.p. M Smad 1/5/8 J Smad 1/5/8 nuevo
CCl4 . [7]
4 sem. ™ p38 J p38 tratamiento para
™ ERK J ERK la cirrosis
T INK 4 INK hepatica.
™ NF-kB J NF-kB
/N Cirrosis microy J Cirrosis microy
macronodular macronodular
1 mg/kg ™ a-SMA 4 a-SMA Reduce el estrés
TAA i.p. N APy bilirubina { APy bilirrubina oxidativo, y el (8]
1-3 meses ™ LPO J LPO nimero de
J CATy SOD N CAT y SOD células dafiadas
J GSH N GSH
N ALT, AST y AP J ALT, AST y AP Inhibe la
J GSH ™ GSH inflamaciény
10 mg/kg M TGF-B J TGF-B reduce los
TAA i.p. M IL-1B, IL-6, TNF-a | {/ IL-1B, IL-6, TNF-a cambios [9]
4 sem. y PDGFAB y PDGFAB patoldgicos
{ PON-1 N PON-1 provocados por el
inductor fibrético.
N Deposicidn de Efecto protector
coldgeno J Deposicién de frente al estrés
100 mg/kg N Hidroxiprolina colageno oxidativo.
DMN i.p. ™ MDA J Hidroxiprolina [10]
14 dias J SOD y GSH J MDA Mejora el dafio
N SOD y GSH hepatico.

[1] Crespo et al., 2015. [2] Rosa et al., 2010. [3] Wang et al., 2005a. [4] Hong et al., 2009. [5] Choi et
al., 2015. [6] San-Miguel et al., 2015. [7] Cho et al., 2015. [8] Cruz et al., 2005. [9] Czechowska et al.,
2015. [10] Tahan et al., 2004.
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3 OBIJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general de la presente tesis fue determinar el efecto del tratamiento
experimental con melatonina, en un modelo animal de la fibrosis hepatica inducida por
CCly4, asi como en las células hepaticas estrelladas humanas de la linea LX2, centrando la
investigacion en diversas vias de sefializacion que se relacionan con el establecimiento

y evolucion de la fibrogénesis.

Objetivos especificos

Con el fin de alcanzar el objetivo general, planteamos los siguientes objetivos

especificos recogidos a continuacion.

- Determinar las alteraciones moleculares y el dafio hepatico que se producen tras
la administracién de CCls, comprobando, asi, la idoneidad del modelo animal
experimental de fibrosis hepatica elegido para nuestro estudio.

- Evaluar los efectos de la administracién de melatonina sobre el dafo hepatico
inducido por CClsen un modelo in vivo de fibrosis, asi como en la activacion de
las células hepaticas estrelladas humanas.

- Valorar los efectos de la administracién de melatonina sobre la autofagia, el
estrés del reticulo endoplasmatico y la via de sefializacion SphK/S1P, asi como
establecer la relacién que existe entre la inhibicion de la via de los esfingolipidos
y la progresion de la fibrosis.

- Estudiar el papel de la melatonina en la regulacién del ritmo circadiano y de los
genes reloj implicados en su control, tanto en el modelo animal como en las
células hepaticas estrelladas humanas, y determinar si dicho efecto modula, a su

vez, la progresion de la fibrosis.
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4 MATERIALY METODOS

4.1 Materiales

Para el presente estudio se han utilizado los siguientes medios instrumentales:

Autoclave: Raypa, modelo Sterilmatic.

Balanzas de precision: Mettler Toledo, modelo AB104-S; Mettler Toledo, modelo

PB1501-S.

Bafios termostaticos: Selecta, modelo 135925; Selecta, modelo CE95; Selecta,

modelo Unitronic 32.

Centrifugas: Beckman, modelo XL-10k. Rotor 70:1 Ti; Eppendorf, modelo 5451C;
Sorvall, modelo RC-5B.

Cubeta electroforesis vertical: Bio-Rad, modelo Mini-PROTEAN Tetra Cell.

Espectrofotdmetro: NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific.

Fuente de alimentacién: Bio-Rad, modelo 200/2.

Homogeneizador: Polytron.

Lector Multi-Modal de Microplacas Synergy HT, BioTek.

Material quirdrgico: bisturis, pinzas, tijeras, agujas, jeringuillas, canulas, guantes

estériles, etc.

Material de laboratorio de caracter general: pipetas y micropipetas automaticas,
agitadores de tubo, gradillas, frigorificos, arcones congeladores de -80°C,

ordenadores, etc.

Microscopios opticos: Nikon OPTIPHOT-2®; Nikon Eclipse E 400®; Nikon Provise
AX 70°.

Microscopio electronico de transmision: JEOL LTD.
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e Microscopio de fluorescencia: Nikon Eclipse Ti".
e Micrétomo de rotacion: Leitz 1512.
e pHmetros: Mettler Toledo, modelo SevenMultiTM.

e Sistema de transferencia de proteinas: Bio-Rad, modelo Trans-Blot® SD Semi-Dry

Transfer Cells.
e Sonicador: Hielscher-Ultrasound Technology, modelo UP50H, Teltow, Alemania.

e Termociclador: Applied Biosystems, modelo Step One Plus Sequence Detection

System.

e Ultramicrotomo automatico: Reichert Ultracut E.

4.2 Animales

Para el estudio in vivo se emplearon 80 ratones machos C57BL/6J (Harlan
Laboratories, Barcelona, Espafia) de 10 semanas de edad con un peso de entre 20-25 g.
Los animales se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (21-22°C),
humedad (50%) y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, en el animalario de la Universidad
de Ledn. El alimento y el agua se administraron ad libitum. Durante una semana se les

mantuvo en periodo de aclimatacion.

Los experimentos fueron realizados de acuerdo con la Declaracién de Helsinki
(2000) de la Asociacion Médica Mundial y las regulaciones espafiolas del uso de animales
de laboratorio (RD 1201/2005), y fueron aprobados por el Comité de Etica de la
Universidad de Ledn. Se procurd, en todo momento, minimizar el sufrimiento animal y

reducir en lo posible el nUmero de animales utilizados.
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4.3 Lineas celulares

Para el estudio in vitro, se emplearon HSCs humanas de la linea LX2, cedidas por
el Dr. J. Prieto, CIMA, Navarra, Espafa. Las células fueron cultivadas en monocapa y
mantenidas en medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS), penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100 pg/mL), glutamina (4 mM) y piruvato (100 pug/mL). Las células se
mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (37°C) y humedad (95%), con

una concentracion de aire del 95% y de CO; del 5%.

Las lineas celulares fueron cultivadas en flasks T-75 hasta el momento del

tratamiento, cuando se les reemplazé el medio por DMEM 2% FBS.

4.4 Diseio experimental

4.4.1 Modelo in vivo de fibrosis hepatica

La fibrosis hepdtica se indujo en ratones mediante la administracién

intraperitoneal de CCls (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) (Perugorria et al., 2008).

Los animales sin ningun tratamiento previo fueron sometidos a la administracién
de 0,6 puL de una solucién de CCls diluido en aceite de maiz (1:4) dos veces por semana
durante 4 6 6 semanas. En este modelo experimental se trata de comprobar la posible
utilidad terapéutica de la melatonina (Mel). La melatonina (Sigma-Aldrich) se administré
i.p. a dos concentraciones 5 6 10 mg/Kg empleando etanol como vehiculo (2,5%) en los
animales control y con fibrosis (Grupos Control+Mel y CCls+Mel, respectivamente)

durante 2 6 4 semanas tras 2 semanas de la induccion de la fibrosis (Crespo et al., 2015).

Los animales fueron aleatoriamente incluidos en 5 grupos experimentales (n= 4-

8 ratones):

e Grupo Control: Animales control sometidos a inyeccion i.p. con aceite de maiz,

durante 4 y 6 semanas.
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e Grupo Control+Mel: Animales control sometidos a inyeccion i.p. con aceite de
maiz que recibieron a partir de la segunda semana, diariamente 10 mg/kg de Mel
i.p., durante 2 y 4 semanas.

e Grupo CCls 4w y CCls 6w: Animales sometidos a induccién de fibrosis con CCla,
durante 4 y 6 semanas (w), respectivamente.

e Grupo CCls + 5Mel 4w y CCls + 5Mel 6w: Animales sometidos a induccién de
fibrosis con CCls que recibieron a partir de la segunda semana de la misma,
diariamente, 5 mg/kg de Mel i.p., durante 2 y 4 semanas, respectivamente.

e Grupo CCls+ 10Mel 4w y CCls + 10Mel 6w: Animales sometidos a induccién de
fibrosis con CCls que recibieron a partir de la segunda semana de la misma,

diariamente, 10 mg/kg de Mel i.p., durante 2 y 4 semanas, respectivamente.

El sacrificio de los animales, de los diferentes grupos experimentales, se realizo
a las 4 y 6 semanas del comienzo de la induccidn de la fibrosis, previa anestesia del
animal mediante administracioni.p. de farmacos anestésicos: una mezcla de clorhidrato
de xilazina al 2% (50 mg/kg de peso corporal) y clorhidrato de ketamina (100 mg/kg peso
corporal) y posterior extraccidon de sangre de la cavidad cardiaca. Finalmente, tras la
tricotomia manual de la regidon abdominal, se realizé una laparotomia ventral media,

exposicion y extraccion del higado.

4.4.2 Modelo in vitro con células LX2

Con el objetivo de profundizar en las principales vias implicadas en el desarrollo
de la fibrosis hepatica y la utilidad de la melatonina en humanos, se realizaron dos
tratamientos experimentales en HSCs humanas activadas con TGF-B [2 ng/mL, en

dimetilsulfoxido (DMSO) al 2,5 %: R&D System, Minneapolis, MN, EE.UU.].

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos (300.000 células por pocillo) en
2 mL de medio DMEM. Para los estudios relacionados con los genes Clock, las células
fueron sincronizadas antes de los tratamientos con un shock de suero (Yagita et al.,

2001).

66



Material y métodos

Se realizaron dos disefios experimentales. En el primero de ellos se evalud el
efecto que ejerce el inhibidor de la SphK1, PF543 (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania),
y su accion combinada con el indol en la expresién de los marcadores fibrogénicos en
HSCs humanas activadas. En el segundo disefio experimental se valord la accién del
ligando de REV-ERB, SR9009, (Merck KGaA) y su efecto combinado con la melatonina en

la regulacion de la fibrosis en LX2 activadas.
Se realizaron los siguientes grupos experimentales.

e Grupo Control: Células que recibieron el vehiculo, DMSO.

e Grupo Control+Mel: Células que recibieron Mel a una concentracién de 500
UM.

e Grupo TGF-f: Células que recibieron el TGF-3 a una concentracion de 2 ng/mL.

e Grupo TGF-B+ligandos (PF543/SR9009): Células con TGF-f y administracién de
los ligandos especificos a una concentracion de 10 uM.

e Grupo TGF-B+ligandos (PF543/SR9009) + 100Mel: Células con TGF-B y
administracion de los ligandos especificos, tratadas con Mel (100 uM), 1 hora
después de la adicidn de los ligandos.

e Grupo TGF-B+ligandos (PF543/SR9009) + 500Mel: Células con TGF-B y
administracion de los ligandos especificos, tratadas con Mel (500 uM), 1 hora

después de la adicidn de los ligandos.

Todos los grupos experimentales se incubaron durante 24 horas. La concentracion

final de DMSO en todos ellos fue del 0,05%.

4.5 Determinaciones analiticas

4.5.1 Analisis bioquimico en plasma

Se determinaron las actividades de las transaminasas, ALT y AST, en muestras de
plasma obtenidas en el momento del sacrificio de los ratones. Los analisis se llevaron a

cabo en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Leon.
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4.5.2 Analisis histolégico hepatico

Tras el sacrificio de ratones, se realizé la extraccion y limpieza del higado, y se
procedio al estudio histologico. El tejido se fijo en formalina tamponada al 10% durante
24 horas. Las muestras fueron deshidratadas a través de una serie creciente de alcoholes
(etanol 80°, 96°, 100°) y posteriormente embebidas en xilol. Seguidamente se incluyeron
en parafina para realizar los cortes histoldgicos de 3 um de grosor. Las secciones fueron
colocadas en portaobjetos y posteriormente desparafinadas en xilol e hidratadas a
través de una serie decreciente de alcoholes (etanol 100°, 96°, 80° y agua destilada). Las
secciones hepaticas fueron tefiidas con una tincion Van Gieson, especifica para las fibras
de colageno. Se trata de una mezcla de acido picrico-fucsina acida y hematoxilina férrica
de Weigert. Las secciones se sumergieron en la tincion durante 5 minutos y
posteriormente fueron deshidratadas de nuevo a través de una serie creciente de
alcoholes. Para hacer miscible el tejido con el medio de montaje se embebieron las
muestras en xilol y finalmente se les colocé el cubreobjetos. Los septos fibréticos fueron
cuantificados con el sofware WinRoof versién 6.3, mediante el andlisis de 10 campos no
consecutivos aleatorios. Los resultados fueron expresados en porcentaje de células

tefiidas en cada campo.

4.5.3 Analisis inmunohistoquimico hepatico

Las muestras hepaticas fueron obtenidas como se indica en el apartado del
analisis histoldgico, fijadas en formalina tamponada al 10% durante 24 horas y
posteriormente incluidas en parafina para la realizacion de los cortes en secciones de 4
pm de grosor. Seguidamente se desparafinaron e hidrataron mediante un gradiente
descendente de etanol. Las muestras se introdujeron en una olla a presion con solucion
de citrato (25 mM; pH 6,0) durante 10 minutos; a continuacién, fueron transferidas a un
recipiente con agua desionizada hirviendo y se dejaron enfriar durante 20 minutos. Las
secciones de tejido hepatico fueron tratadas con peroxidasa endégena (Sternberger et
al., 1970) con el fin de inactivar su actividad. Las muestras se incubaron durante toda la

noche a 4°C con anticuerpos especificos frente a a-SMA, LC3-Il, SphK1, S1PR1 y S1PR3
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(Abcam, Cambridge, Reino Unido), CHOP (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EE.UU.) CLOCK y REV-ERBa. (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EE.UU.) en una
dilucién 1:200-1:500 y seguido de la incubacion con el anticuerpo secundario
(Biotinylated Anti-Rabbit IgG; Vector Laboratoires, Burlingame, CA, EE.UU.) durante 1
hora a temperatura ambiente. Después de 45 minutos de amplificacidon con avidita-
biotina (ABC Standard; Vector Laboratoires), las muestras se incubaron durante 30
minutos usando el sistema EnVision+ y se revelaron con una soluciéon de 3-3-
diaminobencidina (DAB) (Vector Laboratoires). En la primera fase de la reaccién, la
peroxidasa y el peréxido de hidrégeno forman un complejo que interacciona con la DAB,
guedando esta ultima en estado oxidado. Las moléculas de DAB, una vez oxidadas,
presentan unos radicales libres que reaccionan entre si para formar polimeros insolubles
de color marrén oscuro resistentes a los solventes de los lipidos, permitiendo obtener

preparaciones histolégicas permanentes.

Las secciones fueron tefiidas con hematoxilina durante 10 segundos y montadas.
La especificidad de la técnica fue evaluada mediante controles séricos negativos en los
gue se omitidé la incubacion con el suero inmune primario sustituyéndose por suero

preinmune.

Las muestras fueron analizadas por el software WinRoof versién 6.3 con 10
campos histolégicos no consecutivos elegidos al azar. Los resultados fueron expresados

en porcentaje de células tefiidas en cada campo.

4.5.4 Obtenciéon de homogeneizados

En el tejido hepatico se realizd la homogeneizacion de 25 mg de tejido al que se
le afiadié 1 mL de tampdn TrisHCI-Sacarosa (Tris 10 mM, sacarosa 0,25 M y EDTA 1 mM;
pH 7,4) y una mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemania). Posteriormente, se pasaron a un Eppendorf donde fueron

homogeneizadas fisicamente mediante el uso del Polytron.
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En las células se afiadieron 50-75 plL de tampdn a cada pocillo de las placas de
cultivo de 6 pocillos (700x103-1,2x10° células). Posteriormente, fueron despegadas de la
placa con una espatula o scraper de cultivo celulary fueron sonicadas con un procesador
de ultrasonidos compacto (Hielscher-Ultrasound Technology, Teltow, Alemania) con 2

pulsos de 20 segundos a una amplitud del 60%.

Posteriormente, las muestras fueron incubadas en hielo durante 30 minutos.
Seguidamente se centrifugaron a 13.000 g durante 30 minutos a 4°C, y finalmente se
realizaron alicuotas del sobrenadante en tubos Eppendorf almacenados a -80°C hasta el

momento de su uso.

4.5.5 Concentracion de la proteina

Para cuantificar la proteina en las muestras hepaticas y celulares se utilizé la
técnica descrita por Bradford (Bradford, 1976). Este método se basa en la unidn
cuantitativa de un colorante, Coomassie Brilliant Blue, a una proteina desconocida y en
comparar esta union a diferentes cantidades de proteina estandar, albumina sérica
bovina (BSA). El Coomassie Brilliant Blue es un pigmento de tipo trifenilmetano amanico,
que se une de forma no covalente a los restos de lisina de las proteinas. Los reactivos

utilizados fueron los siguientes:

e Solucion de BSA patron (0,5 mg/mL) (Sigma-Aldrich).
e H,0 miliQ.

e Coomassie Brilliant Blue solution Bradford (Bio-Rad, Hércules, CA, EE.UU.).

Se realizd la curva patréon y las muestras problema por triplicado en una placa de
96 pocillos. La placa se agitd con el fin de mezclar las muestras y se incubé 10 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente se leyd la absorbancia a 596 nm. La
concentracidn se expres6 en mg de proteina/mL en el lector de microplacas Synergy HT

(BioTek Intruments).
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4.5.6 Western blot

La determinacion de la expresidn protéica en tejido hepatico y en células se llevd
a cabo mediante la técnica de Western blot utilizando el sistema modificado de Laemmli

(Laemmli, 1970). Los reactivos utilizados para esta técnica fueron los siguientes:

e Solucion de ebullicién: H20; Tris/HCI 2 M; glicerol 60%; SDS 10%; pirrolina 0,5%.
e Tampdn de electroforesis: Tris 25 mM; glicina 0,2 M; SDS 3,5 mM; pH 8,8.

e Tampodn de transferencia: Tris 25 mM; glicina 0,2 M y metanol 20%.

e Tampodn fosfato salino (PBS): NaCl 0,14 M; KH2PO4 8 mM; KCI 2,7 mM.

e Solucion salina con 0,05% de Tween 20 [PBS-Tween 0,05% (PBS-T)].

e Solucion de bloqueo y de incubacidn de anticuerpos: 2,5-5% de leche en polvo

desnatada en PBS-T.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se tomaron entre 20-30 pg de proteina de los tejidos hepaticos y entre 10-20 pg
de proteina procedente de los cultivos celulares diluida en TrisHCI (0,1M; pH 6,8) con un
volumen final de 15 pL. Posteriormente, se afadieron 10 pL de la solucidn de ebullicién
y se incubd 2 minutos a 100°C. A continuacion, se cargaron las muestras en un gel de

poliacrilamida (Sigma-Aldrich) en tampdn de electroforesis.

Se realizaron diferentes geles de separacion al 12-15%, utilizando las mezclas

mostradas en la Tabla 3.

Tras rellenar los geles se afiadid cuidadosamente isobutanol para evitar la
formacion de burbujas. Cuando el gel polimerizd, se elimind el isobutanol mediante
varios lavados con agua y finalmente se secd con papel Whatman. Seguidamente se

realizé el gel de concentracidn, anadiendo las soluciones mostradas en la Tabla 4.
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Tabla 3. Composicion de los geles de separacion.

Soluciones 12% 15%
Acrilamida (mL) 4,2 6,2
Tris/HCl pH 8,8 1,5 M (mL) 3,5 3,0
SDS 10% (pL) 140 125

APS 10% (pL) 100 62,5
TEMED 1% (pL) 7,0 6,2
Agua (mL) 6,1 2,9

Tabla 4. Composicion del gel de concentracion.

Soluciones
Acrilamida (mL) 1,0
Tris/HCI pH 6,8 0,5 M (mL) 2,5
SDS 10% (pL) 100
APS 10% (L) 200
TEMED 1% (pL) 10
Agua (mL) 6,3

Finalmente se introdujeron los peines intentando evitar la formacién de
burbujas. Cuando el gel estaba completamente polimerizado se retiraron los peines y se

cargaron las muestras.

La electroforesis se realizd a 55 V durante 30-45 minutos, hasta que las muestras
se alinean en la parte inferior del gel de concentracion, y a partir de ese momento a 110

V hasta que alcanzan la parte inferior del gel de separacion.
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Transferencia

Las proteinas ya separadas se transfirieron a unas membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) para permitir su exposicion a los
anticuerpos. Para realizar la transferencia se utilizd un sistema semiseco a 13 V durante

20 minutos (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cells; Bio-Rad).

Blogueo

Las membranas fueron bloqueadas con leche en polvo al 5% en PBS-T durante 1

hora a temperatura ambiente y en movimiento.

Incubacion con el anticuerpo primario

Las membranas se incubaron toda la noche a 4°C con cada uno de los siguientes
anticuerpos policlonales especificos: anti-a.-SMA, LC3-I/Il, fosfo-mTOR, BiP/GRP78, IRE,
fosfo-IRE, ATF6, SphK1, S1IPLy CRY1 (Abcam); TGF-f3, Col I, PPARa, p62, LAMP-2, UVRAG,
PERK, fosfo-PERK, GRP94 y RORa (Santa Cruz Biotechnology); BMAL1, CLOCK, PER1,
PER2 y REV-ERVa. (Thermo Fisher Scientific) con diluciones entre 1:200 a 1:1.000 en
leche al 2,5% en PBS-T. Con el fin de comprobar que todas las muestras contenian la
misma cantidad de proteina se emplearon anticuerpos policlonales de conejo anti-p-

Actina (1:20.000, Sigma-Aldrich).

Transcurrido este periodo de incubacién, las membranas se dejaron unos 30
minutos a temperatura ambiente en movimiento, y se realizaron tres lavados de 10
minutos con PBS-T. Posteriormente, se incubaron 1 hora y media con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) en una dilucién 1:5.000
en leche al 2,5% en PBS-T (Dako, Glostrup, Dinamarca). Finalmente se realizé un lavado

de 10 minutos en PBS-T.
Revelado

La deteccion de la proteina se realizdé incubando la membrana con un kit de
quimioluminiscencia (Luminol Reagent, Santa Cruz Biotechnology) durante 1 minuto en
oscuridad. Posteriormente, se introdujo la membrana en un cassette junto con una

pelicula fotografica (Amersham Hyperfilm ECL, Amersham, Little Chalfont, Reino Unido)
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durante aproximadamente 7-30 minutos. Finalmente, se introdujo la pelicula en la
solucidn reveladora, agua y solucidn fijadora, y se dejo secar. Tras el revelado y secado
de la pelicula se llevd a cabo la cuantificacion de las bandas por densitometria utilizando

un software comercial (Scion Image J Software 1.46a, Bethesda, MD, EE.UU.).

4.5.7 Extraccion, purificacién y cuantificacion de ARN

La extraccién de ARN total se realizd a partir de muestras congeladas de higado
y células empleando para ello el reactivo Trizol (Life Technologies, Madrid, Espafia),
solucidon monofasica formada por una mezcla de fenol e isotiocianato de guanidina. Este
reactivo es capaz de provocar la ruptura celular y disolver todos los componentes
celulares a la vez que mantiene la integridad del ARN. Los reactivos utilizados fueron los

siguientes:

e Trizol®LS.

e Cloroformo (Sigma-Aldrich).

e Alcohol isopropilico (Sigma-Aldrich).

e Etanol al 75% en agua con dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma-Aldrich).

e Agua libre de ARNasas (Ambion, Paisley, Reino Unido).

En primer lugar, se realiz6 el homogeneizado del tejido afladiendo 750 uL de
Trizol por cada 100 mg de tejido hepatico, y 350 plL por cada pocillo de 35 mm para los
cultivos celulares. En el caso de las lineas celulares se juntaron dos pocillos de células
sumando un total de 750 pl recogidos y siendo, por tanto, el proceso igual que para el
tejido hepatico. A continuacion, se incubd durante 5 minutos a 15-30°C para la completa
disociacién de los complejos de nucleoproteina. Seguidamente, se afiadieron 200 uL de
cloroformo y se agitdé vigorosamente durante unos 15 segundos, dejandose incubar
nuevamente durante 5 minutos a 25°C. El homogeneizado obtenido se centrifugd a 4°C
durante 15 minutos a 12.000 g, obteniéndose asi tres fases: una fase inferior organica
de color rosa que contiene proteinas, ADN y fenol; una fase intermedia con fenol y
cloroformo; y una fase superior acuosa incolora en la que se encuentra el ARN en

suspension.
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A la fase acuosa obtenida se le afiadié 0,5 mL de alcohol isopropilico y se mezcld
por inversidn. Seguidamente, se incubd durante 10 minutos a 25°Cy se centrifugd a 4°C
durante 10 minutos a 12.000 g. El ARN precipitado en forma de pellet se lavd con 1 mL
de etanol al 75%. Para ello, se agitd en vortex y se centrifugd nuevamente a 4°C durante
5 minutos a 7.500 g. El pellet de ARN se dejé secar durante 30 minutos, dejando asi que
se evaporasen los restos de trizol, cloroformo, isopropanol y etanol. A continuacioén, el
ARN se resuspendié en agua libre de ARNasas. Finalmente, se incubd a 55°C durante 10

minutos y se almacend a -80°C.

La cuantificacion del ARN se realizd usando un espectofotémetro Nano

Drop1000 (Thermo Fisher Scientific).

4.5.8 Tratamiento del ARN con ADN-asas

Se realizd mediante un kit comercial RQ1 RNase-free DNase (Promega, Madison,
WI, EE.UU.) que tiene como finalidad degradar las cadenas de ADN simples y dobles, en
presencia de Mg?*, y asi poder disponer de oligonucleétidos con extremos 3°-OH libres.

Los reactivos utilizados fueron:

e Tampdn RQ1 ADNasa 10x: Tris HCI 400 mM, pH 8; MgS04 100 mM; CaCl; 10 mM.
e ADNasa libre de ARNasa RQ1.

e ADNasa RQ1 Stop Solution 20 mM acido etilén glicol tetraacético (EGTA), pH 8.
El tratamiento de ADNasas se llevd a cabo al mezclar los siguientes volumenes:

e 2ugdeARN
e Enzima ADNasa libre de ARNasa (1 U/ug ARN).
e Tampdn RQ1 ADNasa 10x.

La mezcla de reaccién se completd con agua libre de nucleasas hasta un volumen
final de 18 pL. A continuacidn, se incubé a 37°C durante 30 minutos en el termociclador
(Applied Biosystems, modelo Step One Plus Sequence Detection System), tras los cuales

se afiadio 2 pL de ADNasa RQ1 Stop Solution para parar la reaccion.
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Seguidamente, se incubd de nuevo a 65°C durante 10 minutos para inactivar asi

las ADNasas.

4.5.9 Reaccion de la transcriptasa reversa

Se utilizo el sistema High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EE.UU.), basado en la capacidad de la transcriptasa reversa para sintetizar una
cadena complementaria de ADN (ADNc) a partir de una secuencia molde de ARN. Para
ello, se utilizaron cantidades idénticas de ARN total de cada uno de los animales de los
diferentes grupos experimentales, y de los grupos celulares. Los reactivos utilizados

fueron los siguientes:

e Tampodn RT-PCR 10x: Tris HCI 100 mM; KCI 500 mM; MgCl, 15 mM; pH 8,3.
e Mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (dNTP) 25x .

e Iniciadores (mezcla de nucleésidos) 10x.

e Transcriptasa reversa MultiScribe (50 U/mL).

e Inhibidor de ARNasas (1 U/mL).

e Agua libre de nucleasas (Ambion).

Con el fin de desnaturalizar las posibles estructuras secundarias del ARN vy
facilitar el anillamiento de los iniciadores, se anadieron a los 20 pL de ARN tratado con

ADNasas, los siguientes reactivos:

e 4l de tampdn RT-PCR.

e 1,6 uL de mezcla de dNTP.

e 4l deiniciadores.

e 2 ul de la enzima transcriptasa reversa MultiScribe.

e 1l deinhibidor de ARNasas.

La mezcla de reaccién se completd con agua libre de nucleasas hasta un volumen
de 40 pL. Posteriormente, se incubaron las muestras en el termociclador (Applied

Biosystems, modelo Step One Plus Sequence Detection System) durante 10 minutos a

76



Material y métodos

25°C, 2 horas a 37°C, 5 minutos a 85°C y finalmente 2 minutos a 4°C. El ADNc obtenido

se congeld a -20°C hasta el momento de su utilizacién.

4.5.10 Reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR)

La PCR se realizé segin un procedimiento basado en el proceso natural de
replicacion del ADN con amplificacidn ciclica (Mullis y Faloona, 1987; Saiki et al., 1989).
Partiendo de una molécula de ADN diana es posible amplificar una secuencia especifica
contenida en ella mediante la utilizacién de oligonucledtidos iniciadores disefiados a tal
efecto. El método consta de tres etapas: desnaturalizacion, anillamiento y elongacion,
efectuados de forma sucesiva en unas condiciones controladas de temperatura y de

tiempo (Figura 16).
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3 panaasqana08nsnganan 5 y se separan las dos hebras de
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l 48°C-72°C
SI]I]I]I]IIIII]I]I]]3 Anillamiento
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Figura 16. Esquema de la reaccion en cadena de la polimerasa.
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En el presente estudio, se realizé la metodologia de la RT-PCR para la estimacién
de la concentracion de ARNm mediante el uso de SYBR Green Master (Rox) 2x (Roche
Diagnostics GmbH) y los iniciadores correspondientes (Tablas 3-7). Como gen

constitutivo, para normalizar los resultados, se utilizé 3-Actina.

En una placa de 96 pocillos se preparo la siguiente mezcla de reaccion con un

volumen final de 20 pL:

e 0,4 uL de Iniciadores 15 uM (sentido y antisentido).

e 2 ulLdeADNCc.

e 10 plL de FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) 2x (Roche Diagnostics
GmbH)

e 7,2 ulL de agua libre de nucleasas (Ambion).

Tabla 5. Secuencias especificas de los iniciadores de fibrosis utilizados para la RT-PCR por Syber
Green.

Primer sentido (5'-3') Primer antisentido (5'-3')
Gen de ratén
a-SMA CCGACCGAATGCAGAAGG AAGGTAGACAGCGAAGCCAA
TFG-B TCGTGGAACATGACAAGGAATTC AAGATCAAACCGGGAACTCTCGAT
Col | GAGACTGTTCTGTTCCTTGTGTAACTG CCCCGGTGACACATCAAGAC
PPARa AGCTGGTGTAGCAAGTGT TCTGCTTTCAGTTTTGCTTT
B-Actina AATCGTGCGTGACATCAAAGAG GCCATCTCCTGCTCGAAGTCT
Gen de humano
a-SMA GACAGCTACGTGGGTGACGAA CGGGTACTTCAGGGTCAGGAT
TGF-B TCGTGGAACATGACAAGGAATTC AAGATCAAACCGGAACTCTCGAT
coLl GAGACTGTTCTGTTCCTTGTGTAACTG CCCCGGTGACACATCAAGAC
B-Actina TTGCCGACAGGATGCAGAA GCCGATCCACACGGAGTACT
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Tabla 6. Secuencias especificas de los iniciadores de autofagia utilizados parala RT-PCR por Syber

Green.
Gen Primer sentido (5'-3') Primer antisentido (5'-3')
Atg5 CGGAGCGGCCTTTCATC AAGTGTGTGCAGCTGTCCATCT
Atgl2 GGTTCTTGCGCCTCATCCT GGTGTCCTGAGCGCTGAGA
Atgl6 GCAGGGCCGGGTTACCT TCTCGGGAACAGCTAAGCAGAT
Beclina-1 GGACAAGCTCAAGAAAACCAATGT TGTCCGCTGTGCCAGATG
B-Actina AATCGTGCGTGACATCAAAGAG GCCATCTCCTGCTCGAAGTCT

Tabla 7. Secuencias especificas de los iniciadores de estrés del RE utilizados para la RT-PCR por

Syber Green.

Gen Primer sentido (5'-3') Primer antisentido (5'-3')
ATF4 CTCAGACAGTGAACCCAATTGG GGCAACCTGGTCGACTTTTATT
ATF6 TTTCAGGGCAGGGCCATT CCCGAGAGCCAATCAGGAT
IRE1 GCTCAAGGACATGGCTACCATTA TGAACGCCACCCATCCA
PERK GATGACTGCAATTACGCTATCAAGA CCTTCTCCCGTGCCAACTC
XBP1 TGCCCCCCCGACATG AGAAAGAAATGCTAAGGGCCATT

B-Actina AATCGTGCGTGACATCAAAGAG GCCATCTCCTGCTCGAAGTCT
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Tabla 8. Secuencias especificas de los iniciadores de la via de los esfingolipidos utilizados para la

RT-PCR por Syber Green.

Primer sentido (5'-3') Primer antisentido (5'-3')
Gen de ratén
SphK1 ACTGATACTCACCGAACGGAA CCATCACCGGACATGACTGC
S1PR1 ATGGTGTCCACTAGCATCCC CGATGTTCAACTTGCCTGTGTAG
S1PR2 ATGGGCGGCTTATACTCAGAG GCGCAGCACAAGATGATGAT
S1PR3 ACTCTCCGGGAACATTACGAT CAAGACGATGAAGCTACAGGTG
S1PL ACCAGACCCTTTCCCACATTT ACTGCCCACATGTGCAGGAT
ASMasa CAAGCTGGAAGCGCCTCTAC AGGCAGGCATCGCATCTG
B-Actina AATCGTGCGTGACATCAAAGAG GCCATCTCCTGCTCGAAGTCT
Gen de humano
SphK1 TGGCAGCTTCCTTGAACCAT TGGTCAGGAGGTCTTCATTGG
S1PR1 ACTCCCGCCCAGTGGTTT AGGCTGACAGGGCCACAA
S1PR2 CCATCTTCTCCATCATCCTGTTG GAGCGGACCACGCAGTAGA
S1PR3 ACAACTCGGAGCGGTCCAT TGAACACGCTCACCACAATCA
S1PL GCTCTGGGATCCCGTGATT TTCAAGTTCCACCCCTTAGCA
ASMasa CTGACTCTCGGGTTCTCTGG AGGTTGATGGCGGTGAATAG
B-Actina TTGCCGACAGGATGCAGAA GCCGATCCACACGGAGTACT
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Tabla 9. Secuencias especificas de los iniciadores de la via de los genes clock utilizados para la
RT-PCR por Syber Green.

Primer sentido (5'-3')

Primer antisentido (5'-3')

Gen de raton

Bmall (Arntl)

GATCGAAAAAGCTTCTGCACAA

GGGTGGCCAGCTTTTCAA

Clock TTAGTGACTGCTCCTGTAGCTTGTG CACCACCTGACCCATAAGCAT
Perl GCCAGGTGTCGTGATTAAATTAGTC GGGCTTTTGAGGTCTGGATAAA
Per2 CACGCTGGCAACCTTGAAGT TGGTAGTACTCCTCATTAGCCTTCAC
Per3 AGCCTCCCGGCCTTGA GATTGGCTTGGCTTCTTCTGA
Cryl TCGCCGGCTCTTCCAA TCAAGACACTGAAGCAAAAATCG
Cry2 CGGCCCATCGTCAATCAT TGGAGATCTGCTTCATTCGTTCA
Rev-erba (Nr1d1) CCCAACGACAACAACCTTTTG CCCTGGCGTAGACCATTCAG
Rora (Rora) GCGGTTGACCTCGGCATAT ACGCTGGACTCTGCTGTTACC
B-Actina AATCGTGCGTGACATCAAAGAG GCCATCTCCTGCTCGAAGTCT
Gen de humano
BMAL1 (ARNTL) AGCTGCCTCGTCGCAATT CCGTTCACTGGTTGTGGAACT

CLOCK
PER2
CRY1
RORa (RORA)
REV-ERBa (NR1D1)

B-Actina

AAATATGCAAGGCCAAGTTGTTC

GCGAAGGTGTCGGCTATGA

TTGAGTCAAGGTCCAGTTTGAATG

GCTTCTTTCCCTACTGTTCGTTCA

TTGAGTCAAGGTCCAGTTTGAATG

GGACTTCGAGCAAGAGATGG

AAATATGCAAGGCCAAGTTGTTC

GTCCTCCACGGAGAAATTCAAG

GGAGTCCAGGGTCGTCATGT

GCTGGAGCTCTTCTCTCAAGTATTG

GGAGTCCAGGGTCGTCATGT

AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG
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Las condiciones del termociclador Step One Plus Sequence Detection System

(Applied Biosystems) fueron las siguientes:

e Etapainicial de desnaturalizacion de 10 minutos a 95°C.
e Etapa de desnaturalizacion de 15 segundos a 95°C.

e Etapa de anillamiento/elongacién de 1 minuto a 60°C.

Las etapas 2 y 3 se repitieron a lo largo de 50 ciclos. Los cambios relativos en los
niveles de expresion de genes se determinaron utilizando el método 222, El ciclo en el
cual las transcripciones fueron detectables (Ct) se normalizé para el nimero de ciclos de

deteccién del gen de B-Actina, referido como DCt.

4.5.11 Microscopia electronica de transmision (MET)

Para el analisis de microscopia electrénica de transmisién (MET), se utilizaron
muestras de higado previamente seccionadas en porciones de 1 mm3, con el fin de que
hubiese una buena penetracién del fijador. El fijador utilizado fue una variedad del
Karnovsky [2% de glutaraldehido + 4% de formalina tamponada (tampdn fosfato 0,1 M)],
y se dejo actuar durante toda la noche. Posteriormente, se realizé otra fijacion en 2% de
tetradxido de osmio durante 2 horas a 4°C y finalmente las muestras se deshidrataron

con grados ascendentes de alcohol.

Para realizar los cortes se embebieron los bloques de tejido en resina EPON a
60°C durante 72 horas y se dejaron secar. Los cortes ultrafinos (70 nm) se realizaron con
un ultra-micrétomo automatico (Reichert Ultracut E; Viena, Austria), utilizando una

cuchilla de diamante.

Las secciones se recogieron en rejillas de cobre (200 mallas) y se tifieron con

soluciones de acetato de uranilo y citrato de plomo.

Las muestras fueron observadas bajo el microscopio electréonico de transmisién

(JEOL Ltd; Tokio, Japdn), que funciona a un voltaje de aceleracién de 80 Kv.
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4.5.12 Microscopia de fluorescencia

Para realizar la inmunofluorescencia en las células LX2, estas fueron sembradas
y tratadas en portas de vidrio especificos. Se utilizaron placas de 48 pocillos con 100x103
células por pocillo. Una vez realizados los tratamientos especificos del experimento, las
células se lavaron con PBS 1X y se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS. Se
permeabilizaron con Saponina al 0,2% en PBS durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, fueron incubadas con los anticuerpos policlonales anti-
BMAL1 (Thermo Fisher Scientic) y a-SMA (Abcam) a una concentracién de entre 1:500-
1:1.000 en PBS 1X al 1% de BSA, durante toda la noche a 4°C. A continuacién, se lavaron
con PBS 1X y se incubaron con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 a una
concentracién 1:1.000 anti-conejo (Jackson ImmunoReseach Laboratories, West Grove,
PA, EE.UU.) durante 1 hora a temperatura ambiente. Para el contraste de los nucleos se
utilizd DAPI (Sigma-Aldrich). Tras el montaje, las muestras se visualizaron en el

microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse Ti®).

4.5.13 Ensayo de inmunoabsorcidon ligado a enzimas (ELISA)

La concentracidn de S1P fue cuantificada mediante una prueba ELISA usando un kit
comercial (Echelon Biosciences, UT, USA). La evaluacion cuantitativa de S1P se realizo
empleando duplicados de muestras de homogeneizados de higado de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante. Los niveles se expresaron en pmol/ug de proteina.
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4.6 Tratamiento estadistico

Los resultados se expresaron en valores medios * error estandar de la media
(EEM). Los datos fueron comparados por un analisis de varianza (ANOVA); cuando el
analisis indicd la presencia de una diferencia significativa, las medias fueron comparadas
con la prueba de Newman-Keul’s. Se aceptd que las diferencias eran significativas

cuando p<0,05.

Los valores fueron analizados mediante el paquete estadistico SPSS 22.0 (IBM

Corporation; Armonk, Nueva York, EE.UU.).
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5 RESULTADOS

5.1 Efecto del tratamiento con melatonina sobre los marcadores de dano
en un modelo murino de fibrosis hepatica inducida por CCl; y en HSCs

humanas de la linea LX2

5.1.1 Efecto del tratamiento con melatonina sobre los marcadores de daiio hepatico

en un modelo murino de fibrosis hepatica inducida por CCls

En el modelo animal de fibrosis hepatica, inducida mediante la administracion de
CCly4, se observé un aumento significativo de los niveles de las enzimas hepdticas AST y
ALT en el suero de los animales tras el sacrificio tanto a las 4 como a las 6 semanas de
administrar el hepatotoxico. Como se observa en la Tabla 10 el tratamiento con
melatonina (5 é 10 mg/Kg) disminuyd el dafio hepatico como indica la reduccion de

dichos niveles en ambos periodos.

Tabla 10. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre los niveles de ALT y AST en los
diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w).

ALT (IU/L) AST (IU/L)
Control 256+0,5 57,8+59
Control + Mel 22,3+0,7 52,5+9,6
CCls 4w 1474 £ 1522 940 + 1342
CCls+ 5Mel 4w 753 + 198% 664 + 75%
CCls + 10Mel 4w 499 + 703bc 416 + 1003°
CCls 6w 3915 + 5872 2721 + 1632
CCls + 5Mel 6w 1917 + 5293b¢ 1137 + 264
CCls + 10Mel 6w 1473 + 2422 860 + 863°

Valores medios + EEM (n=7). 2p<0,05 con respecto al grupo Control. °p<0,05 con respecto al
grupo CCls, en el mismo periodo de estudio. “p<0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el
mismo periodo de estudio.

El dafo hepatico producido por la administracién del agente quimico también

provoco el desarrollo de septos fibréticos formados por la acumulacién excesiva de
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tejido conectivo como se muestra en la Figura 17 (c y f), en comparacién con los animales
del grupo Control, donde se puede observar una arquitectura hepdtica normal con una

vena central de la que parten los cordones radiales de hepatocitos (Figura 17 ay b).
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Figura 17. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre sobre la histologia en los
diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). El panel superior muestra
la histologia hepatica en los diferentes grupos de estudio. a: Control, b: Control+Mel, c: CCls 4w,
d: CCls+5Mel 4w, e: CCls+10Mel 4w, f: CCly 6w, g: CCls+5Mel 6w, h: CCls+10Mel 6w. El panel
inferior muestra el analisis de las areas positivas frente al Control. Valores medios + EEM (n=7).
3p<0,05 con respecto al grupo Control. °p<0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo
de estudio. “p<0,05 con respecto al grupo CCl4+5Mel, en el mismo periodo de estudio.
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La administracién del indol indujo una disminucion del tamafio de los septos,
mostrandose mas finos, asi como una mayor preservacion del tejido parenquimatoso.
La cuantificacién de las areas fibrdticas mostré una disminucién significativa en los
animales tratados con la melatonina a ambas dosis en los dos periodos estudiados

(Figura 17).

Como se menciond anteriormente, la activacién de las HSCs induce la sintesis de
a-SMA, por lo que se realizd un anadlisis inmunohistoquimico para ese marcador con el
objetivo de evaluar el grado de activacion de las principales células responsables de
desencadenar la fibrogénesis. Los resultados muestran una elevada acumulacién de
HSCs activadas en los animales a los que se les administré CCls, siendo mas significativo
a las 6 semanas de la induccién de la fibrosis, comparados con los grupos Control. Sin
embargo, la administraciéon de melatonina indujo una reduccion significativa de la

expresion del marcador de fibrogénesis de manera dosis dependiente (Figura 18).
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Figura 18. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la inmunohistoquimica hepatica
de a-SMA en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). El panel
superior muestra la deteccidon inmunohistoquimica de la expresidon hepatica de a-SMA en los
diferentes grupos de estudio. a: Control, b: Control+Mel, c: CCls 4w, d: CCls+5Mel 4w, e:
CCl;+10Mel 4w, f: CCls 6w, g: CCls+5Mel 6w, h: CCl;+10Mel 6w. El panel inferior muestra el
anadlisis de las areas positivas frente al Control. Valores medios + EEM (n=7). ®p<0,05 con
respecto al grupo Control. ’p<0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio.
‘p<0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.

88



Resultados

Asismismo, se determinaron la expresién proteica y de ARNm de a-SMA junto
con la de las principales proteinas involucradas en la progresion del proceso fibrogénico
como son TGF-B, Col | y PPARa. La expresidon de TGF-B y Col | aumenté de manera
significativa en los animales con fibrosis hepatica, mientras que la melatonina consiguid
disminuir dicho efecto llegando en algunos casos a niveles similares a los animales
Control (Figura 19). PPARa tiene un importante efecto en el desarrollo de la fibrosis
puesto que realiza una accién inhibitoria sobre la activacion de las HSCs y sobre el efecto
profibrético de TGF-f, que induce la diferenciacidn de los fibroblastos a miofibroblastos
aumentando el proceso fibrogénico (Zardi et al., 2013). La expresion de esta proteina
disminuyd significativamente en los animales a los que se les administrd el CCls; sin

embargo, la administracion de ambas dosis de melatonina aminord dicho efecto (Figura
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Figura 19. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la concentracién de proteina de
TGF-By Col I en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). El panel
superior muestra los Western blots representativos de la expresion hepatica de TGF-fy Col I. La
igualdad en la carga de las proteinas se ilustra con las bandas de B-Actina. Los paneles inferiores
muestran el andlisis densintométrico expresado como % respecto al grupo Control. Valores
medios + EEM (n=7). p <0,05 con respecto al grupo Control. °p <0,05 con respecto al grupo CCls,
en el mismo periodo de estudio. “p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo
de estudio.
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Figura 20. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la concentracién de proteina de
PPARa en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). El panel
superior muestra el Western blot representativo de la expresion hepatica de PPARa. La igualdad
en la carga de las proteinas se ilustra con las bandas de B-Actina. El panel inferior muestra el
andlisis densintométrico expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios + EEM
(n=7). ?p <0,05 con respecto al grupo Control. °p <0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo
periodo de estudio. °p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.

Los resultados de la expresidn proteica de algunos de los principales marcadores
involucrados en la fibrogénesis, fueron similares a los niveles de ARNm obtenidos para
los mismos genes. Asi, el tratamiento con melatonina redujo la expresién de los
marcadores de fibrosis (a-SMA, TGF-f y Col ) mientras que aminoro la reduccién de los

niveles de PPARa inducida por el CCls (Tabla 11).
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Tabla 11. Efecto del CCls y el tratamiento con melatonina sobre los niveles de ARNm de a-SMA,
TGF-f3, Col I y PPARa en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w).

o-SMA TGF-p Coll PPARa
Control 100 £ 6 100+ 3 100+ 5 100 £ 6
Control + Mel 97 +5 99+5 90+6 97 +3
CCls 4w 596 + 242 252 £ 32° 986 + 832 53 £ 6°
CCls + 5Mel 4w 491 + 92 206 + 4° 871 £ 573b 61+8°
CCls + 10Mel 4w 356 + 13abc 108 £ 3° 532 + 44arc 72 + 73bC
CCls 6w 657 % 242 367 £12 1217 £ 52 47 £10°
CCl4 + 5Mel 6w 564 + 1920 253 +32° 1023 + 54° 59 + 82
CCls + 10Mel 6w 391 + 203° 174 + 5b¢ 970 + 33bc 78 + 93be

Expresidon analizada mediante ensayos de RT-PCR, e indicada como % respecto al grupo Control.
Los datos se normalizaron con [3-Actina. Valores medios + EEM (n=7). ®p <0,05 con respecto al
grupo Control. °p <0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio. °p <0,05 con
respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.

5.1.2 Efecto del tratamiento con melatonina sobre los marcadores de fibrosis en

HSCs humanas de la linea LX2

Con el objetivo de corroborar si el efecto antifibrético que ejerce la melatonina
en el modelo animal de fibrosis hepatica era extrapolable a humanos, se realizaron los
tratamientos con melatonina en HSCs humanas de la linea LX2 activadas. Los resultados
obtenidos indican que el efecto protector ejercido en las células de la linea LX2 es similar
al realizado en el modelo animal. En la Tabla 12 se puede observar que la activacién de
las células LX2 con TGF-B, provocéd un aumento en los niveles de ARNm de los
marcadores profibréticos a-SMA, TGF-f y Col I, junto con una disminucién del marcador
antifibrético PPARa.. Estos valores se regularon con la administracion de la melatonina
a ambas dosis y de manera dosis dependiente, en el caso de los marcadores a-SMA y

TGF-p.
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Tabla 12. Efecto del tratamiento con melatonina sobre los niveles de ARNm de a-SMA, TGF-f y
Col I en las LX2.

a-SMA TGF-8 Col
Control 100 £ 5 100 + 7 100 + 6
Control + Mel 84 +8 113+ 8 82+5
TGF-B 285 + 212 168 + 122 395 + 172
TGF-B + 100Mel 175 + 42 110 + 52 271 % 112
TGF-g + 500Mel 130 + 62b° 67 + 73bc 235 + 12

Expresidon analizada mediante ensayos de RT-PCR, e indicada como % respecto al grupo Control.
Los datos se normalizaron con [3-Actina. Valores medios + EEM (n=6). ®p <0,05 con respecto al
grupo Control. °p <0,05 con respecto al grupo TGF-B. °p <0,05 con respecto al grupo 100Mel.

5.2 Efecto del tratamiento con melatonina sobre la via de la autofagia en

un modelo murino de fibrosis hepatica inducida por CCl,

Una técnica muy util para comprobar el mecanismo de autofagia, es la deteccién
de vesiculas autofagicas o autofagosomas mediante MET. Recurriendo por tanto a esta
técnica, se observd un aumento de diversas estructuras autofagicas en el higado de los
ratones expuestos a CCls. Se observd una apariencia normal en los hepatocitos de los
ratones Control (Figura 21 a y b), mientras que en los grupos tratados con CCls (Figura
21 c y f] se puede observar la presencia de fagéforos, autofagosomas de doble
membrana con organulos dafiados, y autolisosomas con una gran vacuola que contiene
gran cantidad de restos celulares, tanto a las 4 como a las 6 semanas de la administracion
del agente quimico (Figura 21). Sin embargo, en los ratones tratados con ambas dosis

de melatonina, se identificé un menor nimero de vacuolas autofdgicas (Figura 21 d, e,

gyh).
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Figura 21. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la MET de secciones hepaticas
en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). a: Control, b:
Control+Mel, c: CCly 4w, d: CCls+5Mel 4w, e: CCl;+10Mel 4w, f: CCly 6w, g: CCls+5Mel 6w, h:
CCl4+10Mel 6w.

La molécula mds usada como marcador de autofagia es la proteina LC3, ya que
interviene de forma directa en la formacién del autofagosoma. Ante un estrés celular,
como puede ser la administracién de una sustancia téxica, la expresién de LC3 se ve
regulada de forma positiva, promoviendo la unién de fosfoetanolamina citosdlica (LC3-
1), para convertirse en la forma especifica del autofagosoma, LC3-Il, que posteriormente
se unird a la membrana autofagosomal, para la formacién del autofagosoma (Pankiv et
al., 2007; Mehta et al., 2014). Por lo tanto, la conversién de LC3-1 a LC3-Il se constituye
como un marcador especifico de la autofagia. Mediante inmunofluorescencia dirigida
hacia LC3 (LC3-ll), se observé un aumento significativo de la expresion proteica, que fue

parcialmente inhibido en los grupos tratados con melatonina (Figura 22).
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Figura 22. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la inmunohistoquimica hepatica
de LC3-1l en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). El panel
superior muestra la deteccidén inmunohistoquimica de la expresion hepatica de LC3-Il en los
diferentes grupos de estudio. a: Control, b: Control+Mel, c: CCls 4w, d: CCl,+5Mel 4w, e:
CCl4+10Mel 4w, f: CCls 6w, g: CCls+5Mel 6w, h: CCl,+10Mel 6w. El panel inferior muestra el
anadlisis de las areas positivas frente al Control. Valores medios + EEM (n=7). ®p <0,05 con
respecto al grupo Control. °p <0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio.
p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.

Con el fin de determinar con mayor profundidad los efectos del CCls y la

melatonina sobre la autofagia, se estudiaron los marcadores mas importantes

involucrados en la autofagia, mediante RT-PCR y Western blot.
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Cuando se analizaron los homogeneizados de higado de ratén expuestos a CCls
mediante Western blot, con el fin de detectar las diferentes formas de LC3, se observod
un aumento significativo de la relacion LC3-11/LC3-l. Ademas, el marcador lisosomal
LAMP-2 aumentod su expresion, probablemente debido a una mayor acumulacién de
autofagolisosomas. Por otro lado, se observé una disminucién en la expresién de p62,
proteina adaptadora que sirve como receptor de la autofagia para dirigir proteinas de
ubiquitina hacia los autofagosomas para su degradacién. Esta disminucién podria ser
indicativa de un aumento del flujo autofagico. Todos estos resultados fueron observados

tanto a las 4 como a las 6 semanas de la administracién del CCls (Figura 23).

Ademads del sistema LC3, hay un segundo sistema similar a ubiquitina esencial
para la formacion del autofagosoma que estd formado por el complejo Atgl2-Atg5s-
Atgl6 (Komatsu, 2012; Sorbara et al., 2013), situado en la capa externa de la membrana
de aislamiento. Para confirmar que la administraciéon de CCls estimula la autofagia, se
cuantificd la activacién de la expresién de los niveles de ARNm de los componentes del
complejo de proteinas Atg. Los resultados obtenidos indican que los niveles de ARNm
de Atgl2, Atg5 y Atgl6 se incrementaron significativamente a las 4 y 6 semanas de la

administracion del CCls (Tabla 13).
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Figura 23. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la concentracién de proteina de
LC3-I/1l, p62, LAMP-2, UVRAG y p-mTOR en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como
alas 6 semanas (w). El panel superior izquierdo muestra los Western blots representativos de la
expresion hepatica de LC3-I, LC3-Il, p62, LAMP-2, UVRAG y p-mTOR. La igualdad en la carga de
las proteinas se ilustra con las bandas de B-Actina. El resto de paneles muestran el analisis
densitométrico expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios £ EEM (n=7). ®p
<0,05 con respecto al grupo Control. Pp <0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo
de estudio. “p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.
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Tabla 13. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre los niveles de ARNm de Beclina-
1, Atg5, Atgl2 y Atgl6 en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas
(w).

Beclina-1 Atg5 Atg12 Atg16
Control 1004 1007 100 £ 10 1005
Control+Mel 94+3 102 £ 11 103+3 99+5
CCls 4w 190+9° 187 £+ 222 141+ 142 176 £ 4 2
CClst+5Mel 4w 163 +8°2 132+ 52 135142 136 £ 8
CCls+10Mel 4w 128 + 16 b° 123 £10° 106 +£ 2 ¢ 90 + 2 b¢
CCls 6w 202+8° 201+16° 129+12 120+ 62
CCls+5Mel 6w 153 £ 122 135+ 62 103 5P 89+1°
CCls+10Mel 6w 122 +15° 103 + 19 b° 95+10° 81+11°

Expresidon analizada mediante ensayos de RT-PCR, e indicada como % respecto al grupo Control.
Los datos se normalizaron con B-Actina. Valores medios + EEM (n=7). ®p<0,05 con respecto al
grupo Control. °p<0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio. °p<0,05 con
respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.

De igual modo, el complejo Beclina-1-PI3K es otro de los elementos criticos en la
via de sefializacidn de la autofagia. Los resultados muestran un aumento de los niveles
de ARNm de Beclina-1 paralelamente a los cambios detectados en ambos sistemas
similares a ubiquitina. Este efecto se asocié a un aumento de la expresién de UVRAG,
gue interactua con Beclina-1 en las primeras etapas, conduciendo a la activacién de la

autofagia a través de la maduracién del autofagosoma (Pankiv et al., 2007).

Una de las principales vias de regulacion de la autofagia, es la realizada a través
del factor mTOR (Komatsu, 2012; Choi et al., 2013; Shinohara et al., 2013; Booth et al.,
2014; Song et al., 2014a) ya que participa en la activacién de la autofagia cuando la célula
sufre un estrés por escasez de nutrientes, aunque los mecanismos de induccién de la
autofagia a través del factor son auin desconocidos. Sin embargo, los datos obtenidos en
nuestro estudio indican que la expresidon hepdtica de fosfo-mTOR se incrementd
significativamente en los ratones que recibieron CCls (Figura 23), retroalimentando

positivamente la via.

El tratamiento con melatonina, logré aminorar los efectos producidos por el CCls
en los diferentes marcadores de autofagia que, sin embargo, no siempre fue un efecto

dependiente de la dosis (Figura 23 y Tabla 13).
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5.3 Efecto del tratamiento con melatonina sobre el estrés del reticulo
endoplasmatico en un modelo murino de fibrosis hepatica inducida

por CCl,

Se ha comprobado que el estrés del RE induce la actividad fibrogénica a través
de la autofagia. Durante el estrés del RE, diferentes factores de transcripcién regulan la
expresion de chaperonas del RE que mejoran la capacidad de plegado, incluyendo CHOP,
BiP y GRP94. Por todo ello, se analizd la expresién de diversos genes relacionados con
esta via. Ademas, la sefializacién de la UPR tiene tres efectores reguladores: PERK, ATF6
e IRE-1. Estos efectores modulan la expresion de las chaperonas del RE con la

contribucion de ATF4 y XBP1.

La induccion de la fibrogénesis mediante la administracién de CCls provocd un
aumento significativo en la inmunoexpresion de CHOP (Figura 24), asi como un aumento
en la expresién de las proteinas BiP y GRP94 (Figura 25). Ademads, la administracién del
téxico generd un aumento en los niveles de ARNm de PERK, ATF4, ATF6, IRE1 y XBP1
(Tabla 14), asi como de la expresidn proteica de p-IRE, ATF6 y p-PERK (Figura 25). Este
aumento se observé tanto a las 4 como a las 6 semanas de la administracion del agente
quimico. El tratamiento con melatonina indujo una disminucién significativa de la
expresion de CHOP asociada con la intoxicacion con CCls (Figura 24). El efecto inhibitorio
de ambas dosis del indol sobre CHOP, se produjo de manera similar al de las proteinas
BiP y GRP94 (Figura 25). En cuanto a la expresion del resto marcadores involucrados en
el estrés del RE, también disminuyd de manera dosis dependiente para algunos de ellos

(Figuras 24 y 25, Tabla 14).
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Figura 24. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la inmunohistoquimica hepatica
de CHOP en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). El panel
superior muestra la deteccién imunohistoquimica de la expresién hepatica de CHOP en los
diferentes grupos de estudio. a: Control, b: Control+Mel, c: CCls 4w, d: CCl,+5Mel 4w, e:
CCl4+10Mel 4w, f: CCls 6w, g: CCls+5Mel 6w, h: CCl,+10Mel 6w. El panel inferior muestra el
anadlisis de las areas positivas frente al Control. Valores medios + EEM (n=7). ®p <0,05 con
respecto al grupo Control. °p <0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio.
p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.
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Figura 25. Efecto del CClsy el tratamiento con melatonina sobre sobre la concentracion de
proteina de BiP, GRP94, p-IRE, ATF6 y p-PERK en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4
como a las 6 semanas (w). El panel superior izquierdo muestra los Western blot representativos
de la expresiéon hepatica de BiP, GRP94, p-IRE, ATF6 y p-PERK. La igualdad de carga de las
proteinas se ilustra con las bandas de B-Actina. El resto de paneles representan el analisis
densitométrico, expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios + EEM (n=7).
3p<0,05 con respecto al grupo Control. °p<0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo
de estudio. “p<0,05 con respecto al grupo CCl4+5Mel, en el mismo periodo de estudio.
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Tabla 14. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre los niveles de ARNm de PERK,
ATF4, ATF6, IRE1 y XBP1s en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas
(w).

PERK ATF4 ATF6 IRE1 XBP1s
Control 1007 100 £ 5 100 £3 100+ 9 100 £ 11
Control+Mel 89+6 105+6 90+9 109 £ 10 97 +8
CCls4w 321+ 182 151 £32 180 + 122 166 £ 42 252 + 222
CCls+5Mel 4w 289 + 242 139 £ 720 114 £ 22 131+ 132 173 £ 143
CCls+10Mel 4w 239 + 25% 94 + 3bc 88 + 2b¢ 106 + 5b¢ 135 + 13abc
CCls 6w 230 + 312 137 £ 10° 145 £ 32 193 £ 42 250 £ 172
CCls+5Mel 6w 185 + 16%° 100 + 4° 101+ 3 154 + 83 196 + 112b
CCls+10Mel 6w 104 + 8b° 95 + 6° 97 £ 3P 149 + 3% 151 + 83k

Expresidon analizada mediante ensayos de RT-PCR, e indicada como % respecto al grupo Control.
Los datos se normalizaron con B-Actina. Valores medios + EEM (n=7). ?p<0,05 con respecto al
grupo Control. °p<0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio. °p<0,05 con
respecto al grupo CCl;+5Mel, en el mismo periodo de estudio.

5.4 Efecto del tratamiento con melatonina sobre la via SphK1/S1P en un
modelo murino de fibrosis hepatica inducida por CCl; y en HSCs

humanas de la linea LX2

5.4.1 Efecto del tratamiento con melatonina sobre la via SphK1/S1P en un modelo

murino de fibrosis hepatica inducida por CCl,

La via de los esfingolipidos juega un papel fundamental en la regulacién del
proceso fibrogénico. Con el objetivo de comprobar si la administracién de CCls estaba
asociada con el aumento en las expresiones de las principales proteinas involucradas en
dicha via, se realizd un analisis de los marcadores centrales de la via SphK1/S1P en el
modelo animal de fibrosis hepatica. Los resultados mostraron un aumento en los niveles
de S1P, proteina central de la via, en los ratones a los que se les administré CCly, tanto

a las 4 como a las 6 semanas, cuantificados mediante la técnica ELISA (Figura 26).
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Figura 26. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre los niveles hepaticos de S1P en
los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). Niveles de S1P en
homogeneizados hepaticos analizados mediante ELISA. Valores medios + EEM (n=7). ®p <0,05
con respecto al grupo Control. ®°p <0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de
estudio. °p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.

En condiciones normales el S1P no se acumula en los tejidos; sin embargo, la
exposicion frente a agentes dafiinos puede provocar su acimulo mediante el aumento
de su sintesis y la disminucion de su degradacién. Paralelamente, se obtuvo un
incremento en la expresion inmunohistoquimica, proteica y de los niveles de ARNm de

la principal proteina que induce su sintesis, la SphK1 (Figuras 27 y 28, Tabla 15).
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Figura 27. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la inmunohistoquimica hepatica
de SphK1 en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). El panel
superior muestra la deteccidon inmunohistoquimica de la expresion hepatica de SphK1 en los
diferentes grupos de estudio. a: Control, b: Control+Mel, c: CCl, 4w, d: CCls+5Mel 4w, e:
CCls+10Mel 4w, f: CCly 6w, g: CCls+5Mel 6w, h: CCl4+10Mel 6w. El panel inferior muestra el
andlisis de las areas positivas frente al Control. Valores medios + EEM (n=7). ®p <0,05 con
respecto al grupo Control. °p <0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio.
p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.
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Figura 28. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la concentracién de proteina de
SphK1 y S1PL en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). El
panel superior muestra los Western blots representativos de la expresion hepatica de SphK1 y
S1PL. La igualdad en la carga de las proteinas se ilustra con las bandas de B-Actina. El resto de
paneles muestran el analisis densintométrico expresado como % respecto al grupo Control.
Valores medios + EEM (n=7). ?p <0,05 con respecto al grupo Control. °p <0,05 con respecto al
grupo CCls, en el mismo periodo de estudio. °p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el
mismo periodo de estudio.

Por el contrario, la expresién proteica y los niveles de ARNm de la S1PL, proteina
gue induce la degradacién de S1P, se vieron reducidos en los ratones con fibrosis
hepatica. Todos estos efectos fueron regulados significativamente con el tratamiento
con melatonina en ambos periodos (Figuras 26-28, Tabla 15). Debido a la estrecha
relacidn existente entre la via del S1P y la ceramida, se realizd un analisis de los niveles
de ARNm de la esfingomielinasa acida (ASMasa), observando un aumento significativo
provocado por la administracion de CCls que se redujo con la administracion de

melatonina a ambas dosis (Tabla 15).
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Tabla 15. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre los niveles de ARNm de SphK1,
S1PR1, S1PR2, S1PR3, S1PL y ASMasa en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a
las 6 semanas (w).

SphK1 S1PR1 S1PR2 S1PR3 S1PL ASMasa
Control 100 + 6 100 £ 12 100+ 9 100 £ 11 100 £ 6 100 £ 6
Control + Mel 131+ 11 114+ 9 82+10 118 +7 92+13 123+3
CCls 4w 2728 + 5562 386 + 382 13+£52 3562 + 222 30 +22 225 + 142
CCls + 5Mel 4w 1499 + 54ab 164 + 40° 44 £ 13b 155 + 430 63 + 3% 122 £ 12°
CCla+ 10Mel 4w 1051 + 243bc 96 + 14 92 + gabe 145 £ 780 83 + 5b¢ 77 + 15
CClsbw 2000 + 1922 283 £ 152 6+22 219 £ 312 23+32 133+23
CCls + 5Mel 6w 1526 + 242b 206 + 58% 51+ 3% 115 £ 2° 48 + 380 112+8
CCls + 10Mel 6w 1147 + 313b¢ 125 + 20°° 66 + 8abc 139 £ 720 63 + 3% 804

Expresidon analizada mediante ensayos de RT-PCR, e indicada como % respecto al grupo Control.
Los datos se normalizaron con B-Actina. Valores medios + EEM (n=7). ®p<0,05 con respecto al
grupo Control. °p<0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio. °p<0,05 con
respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.

El efecto que ejerce el S1P se desencadena con su union a receptores especificos
induciendo asi la respuesta celular. En el desarrollo del proceso fibrogénico los
principales receptores involucrados son el S1PR1, S1IPR2 y S1PR3. Para estudiar los
efectos que provocaba la melatonina sobre la union del S1P a dichos receptores se
realizé un analisis inmunohistoquimico de la expresidn de los receptores 1y 3, junto con
un andlisis mediante RT-PCR de los niveles de ARNm de los tres receptores del S1P. Los
resultados mostraron un aumento de los niveles de S1IPR1 y S1PR3 mientras que S1PR2
presentaba unos valores inferiores a los grupos Control, en los ratones expuestos al
téxico. Estos cambios fueron regulados con la administracién de melatonina tanto a las
4 como a las 6 semanas (Tabla 15). La expresidon inmunohistoquimica de S1IPR1 y S1PR3
confirmé la reduccidn significativa de la expresidn a través de la administracién del indol

a ambas dosis (Figuras 29 y 30).
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Figura 29. Efecto del CCl,y el tratamiento con melatonina sobre la inmunohistoquimica hepatica
de S1PR1 en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). El panel
superior muestra las detecciones inmunohistoquimicas de la expresidén hepatica de SP1R1 en los
diferentes grupos de estudio. a: Control, b: Control+Mel, c: CCl, 4w, d: CCls+5Mel 4w, e:
CCls+10Mel 4w, f: CCly 6w, g: CCls+5Mel 6w, h: CCl4+10Mel 6w. El panel inferior muestra el
andlisis de las areas positivas frente al Control. Valores medios + EEM (n=7). ®p <0,05 con
respecto al grupo Control. °p <0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio.
p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.
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Figura 30. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la inmunohistoquimica hepatica
de S1PR3 en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). El panel
superior muestra las detecciones inmunohistoquimicas de la expresidén hepatica de SP1R3 en los
diferentes grupos de estudio. a: Control, b: Control+Mel, c: CCls 4w, d: CCls+5Mel 4w, e:
CCl4+10Mel 4w, f: CCly 6w, g: CCls+5Mel 6w, h: CCl,+10Mel 6w. El panel inferior muestra el
anadlisis de las areas positivas frente al Control. Valores medios + EEM (n=7). ®p <0,05 con
respecto al grupo Control. °p <0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio.
p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.

5.4.2 Efecto del tratamiento con melatonina sobre la via SphK1/S1P en HSCs

humanas de la linea LX2

El efecto protector de la melatonina a través de su accién sobre la via SphK1/S1P
mostrado en los resultados del modelo animal, fue ademas confirmado en HSCs
humanas activadas. Para ello se realizé un analisis de los niveles de ARNm de la SphK1,
los receptores del S1P, la S1PL y la ASMasa. Los datos obtenidos fueron similares al
modelo animal, encontrandose un aumento significativo de SphK1, S1PR1, S1PR3 y
ASMasa en las LX2 activadas con TFG-B, junto con una disminucion en los niveles de

S1PR2y S1PL. La administracidon de melatonina a ambas dosis (100 y 500 uM) indujo una

107



Tesis Doctoral Bdrbara Gonzdlez Ferndndez

disminucion en la expresidon de SphK1, S1PR1, S1PR3 y ASMasa, y un aumento de los

niveles de S1PR2 y S1PL, reforzando su papel antifibrético (Tabla 16).

Tabla 16. Efecto del tratamiento con melatonina sobre los niveles de ARNm de SphK1, S1PR1,
S1PR2, S1PR3, S1PLy ASMasa en las células LX2.

SphK1 S1PR1 S1PR2 S1PR3 S1PL ASMasa
Control 1007 100 +6 100+ 4 100+6 1008 100 +6
Control + Mel 126 +8 84 +10 90+6 91+6 847 89+5
TGF-g 505 + 352 224 + 32 25=x7° 257 £ 72 30 +10? 210 £132
TGF-B + 100Mel 400 + 243> 152 + 6%° 46 + 5% 183 £ 9% 53 + 6% 162 £ 1420
TGF-B + 500Mel 305 + 223be 130 + 43tc 86 + 5abc 143 + 3abe 78 + 9tc 83 + 2abe

Expresidon analizada mediante ensayos de RT-PCR, e indicada como % respecto al grupo Control.
Los datos se normalizaron con [3-Actina. Valores medios + EEM (n=6). ®p <0,05 con respecto al
grupo Control. °p <0,05 con respecto al grupo TGF-B. °p <0,05 con respecto al grupo 100Mel.

Debido al efecto inhibitorio que induce la melatonina sobre esta via, se traté de
evaluar el efecto que tendria un inhibidor especifico de una de las proteinas centrales,
la SphK1, en el desarrollo de la fibrosis. Para ello se utilizé el compuesto PF543, en las
células LX2, en combinacién con el tratamiento con melatonina. Los resultados
obtenidos mostraron que el tratamiento con PF543 disminuia un 77% la expresién de
SphK1 junto con una disminucion significativa de los valores de expresion de los
marcadores de fibrosis, a-SMA y Col | (Figura 31). La administracion combinada del
inhibidor junto con la melatonina, no mostré ningun efecto adicional con ninguna de las

dosis estudiadas.
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Figura 31. Efecto del tratamiento con PF543 y melatonina sobre la concentracién de proteina de
SphK1, a-SMA y Col | en las células LX2. El panel superior izquierdo muestra los Western blot
representativos de la expresion de SphK1, a-SMA y Col I. La igualdad de carga de las proteinas
se ilustra con las bandas de B-Actina. El resto de paneles representan el andlisis densitométrico,
expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios + EEM (n=7). *p<0,05 con respecto
al grupo Control. ®p<0,05 con respecto al grupo TGF-B. °p<0,05 con respecto al grupo 100Mel.
4p<0,05 con respecto al grupo 500Mel.

5.5 Efecto del tratamiento con melatonina sobre la via de los genes Clock
en un modelo murino de fibrosis hepatica inducida por CCl; y en HSCs

humanas de la linea LX2

5.5.1 Efecto del tratamiento con melatonina sobre la via de los genes Clock en un

modelo murino de fibrosis hepatica inducida por CCl,

Debido al importante papel que juegan los ritmos circadianos en la regulacion de
numerosos procesos patoldgicos, se determind el estado de la via de sefalizacion de los

genes Clock en el modelo animal de fibrosis hepdtica mediante el andlisis de la expresion

109



Tesis Doctoral Bdrbara Gonzdlez Ferndndez

y los niveles de ARNm de los principales componentes de la misma en los diferentes
grupos animales. Dos de las proteinas centrales de la via son BMAL1 y CLOCK, las cuales
se unen formando un heterodimero activando asi la transcripcidon de los genes PERs y
CRYs (Rutter et al., 2002). La administracién del agente téxico provocd una disminucion
en la expresién de BMAL1 y CLOCK, al igual que de PER1, PER2, PER3, CRY1y CRY2, tanto
a las 4 como a las 6 semanas de la administracion. Sin embargo, el tratamiento con
melatonina logré restablecer estos valores aumentando la expresion de las proteinas
involucradas en la ruta hasta niveles similares a los controles en algunos genes
estudiados (Figura 32). Ademas, se evalud la expresidon proteica de CLOCK mediante
inmunohistoquimica, mostrando una baja expresién en los animales con fibrosis
hepatica inducida que, sin embargo, aumento con el tratamiento con melatonina de

manera dosis dependiente (Figura 33).

De igual modo, se examino el eje de retroalimentacién negativa formando por
las proteinas REV-ERBa y RORa.. REV-ERBat inhibe la transcripcion de BMAL1, mientras
gue RORa la activa, manteniendo asi sus niveles constantes (Preitner et al., 2002).
Tambien se comprobd mediante Western blot e inmunohistoquimica, que la expresién
proteica de REV-ERBa. aumentd en los animales a los que se les administré CCls y que el
tratamiento con melatonina redujo los niveles tanto a las 4 como a las 6 semanas de la
induccion del dafio (Figuras 34 y Figura 35). Por el contrario, la expresion proteica de
RORa aumentd de manera significativa tras la administracién del agente quimico,
disminuyendo con el tratamiento con el indol (Figura 34), al igual que la de BMALI1,
CLOCK, PERs y CRYs. Los resultados evaluados mediante RT-PCR fueron similares a los
obtenidos mediante las dos técnicas anteriormente mencionadas, tal y como se muestra

en la Tabla 17.
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Figura 32. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la concentracién de proteina de
BMAL1, CLOCK, PER1, PER2 y CRY1 en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las
6 semanas (w). El panel superior muestra los Western blots representativos de la expresion
hepatica de BMAL1, CLOCK, PER1, PER2 y CRY1. La igualdad en la carga de las proteinas se ilustra

con las bandas de B-Actina. El resto de paneles muestran el analisis densintométrico expresado
como % respecto al grupo Control. Valores medios + EEM (n=7). ®p <0,05 con respecto al grupo
Control. ®p <0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio. °p <0,05 con

respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.
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Figura 33. Efecto del CCl,y el tratamiento con melatonina sobre la inmunohistoquimica hepatica
de CLOCK en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). El panel
superior muestra la deteccidon inmunohistoquimica de la expresion hepatica de CLOCK en los
diferentes grupos de estudio. a: Control, b: Control+Mel, c: CCls 4w, d: CCls+5Mel 4w, e:
CCl4+10Mel 4w, f: CCls 6w, g: CCls+5Mel 6w, h: CCl,+10Mel 6w. El panel inferior muestra el
anadlisis de las areas positivas frente al Control. Valores medios + EEM (n=7). ®p <0,05 con
respecto al grupo Control. °p <0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio.
p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.
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Figura 34. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la concentracién de proteina de
REV-ERBa y RORa en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w).
El panel superior muestra los Western blots representativos de la expresidon hepatica de REV-
ERBa y RORa. La igualdad en la carga de las proteinas se ilustra con las bandas de B-Actina. El
panel inferior muestra el analisis densintométrico expresado como % respecto al grupo Control.
Valores medios + EEM (n=7). ?p <0,05 con respecto al grupo Control. °p <0,05 con respecto al
grupo CCls, en el mismo periodo de estudio. °p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el
mismo periodo de estudio.

Tabla 17. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre los niveles de ARNm de BMALL,
CLOCK, PER1, PER2, PER3, CRY1, CRY2, REV-ERBa y RORa en los diferentes grupos de estudio,
tanto a las 4 como a las 6 semanas (w).

BMAL1 CLOCK PER1 PER2 PER3 CRY1 CRY2 REV-ERBa RORa

Control 100+15 100+16 100+4 100+x12 1008 100+13 1004 100+13 10014
Control + Mel 115+£13 95+14 112+x10 94+11 10811 1045 107 £5 90+6 109 + 16
CCls 4w 61+122 37+52 82x+152 41x5° 7172 6142 87 £ 92 122+ 72 68 + 82

CCls + 5Mel 4w 83+8% 44+11%® 90+6% 65+7% T78+6% 6463 103+7° 111+9% 7778
CCls+10Mel 4w 97 £223¢ 57 +93b Q9+ 8 69+5% 82113 71+9% 109+8> 92+10° 84 + 5ac
CCls 6w 5862 28102 76zx72 5062 59+122 48+6% 72112 129122 61092
CCls + 5Mel 6w 63+5% 34+9% 84+5% 68+7® 74163 604 841+12% 62+13% 70+ 9%
CCls+10Mel 6w 101 +17°¢ 53 +12% 89+6% 81+9c 79+8%P 82+9%c 90 +62° 64 +5% 82+ 11abe

Expresidon analizada mediante ensayos de RT-PCR, e indicada como % respecto al grupo Control.
Los datos se normalizaron con B-Actina. Valores medios + EEM (n=7). ®p<0,05 con respecto al
grupo Control. °p<0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio. °p<0,05 con
respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.
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Figura 35. Efecto del CCl, y el tratamiento con melatonina sobre la inmunohistoquimica hepatica
de REV-ERBa en los diferentes grupos de estudio, tanto a las 4 como a las 6 semanas (w). El
panel superior muestra la deteccién inmunohistoquimica de la expresién hepatica de REV-ERBa
en los diferentes grupos de estudio. a: Control, b: Control+Mel, c: CCls 4w, d: CCls+5Mel 4w, e:
CCl;+10Mel 4w, f: CCls 6w, g: CCls+5Mel 6w, h: CCl;+10Mel 6w. El panel inferior muestra el
anadlisis de las areas positivas frente al Control. Valores medios + EEM (n=7). ®p <0,05 con
respecto al grupo Control. °p <0,05 con respecto al grupo CCls, en el mismo periodo de estudio.
‘p <0,05 con respecto al grupo CCls+5Mel, en el mismo periodo de estudio.
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5.5.2 Efecto del tratamiento con melatonina sobre la via de los genes Clock en HSCs

humanas de la linea LX2

Con objeto de valorar si los efectos protectores de la melatonina sobre las
alteraciones causadas por el CCls en el modelo animal, se producian de manera similar
en las células estrelladas humanas de la linea LX2, se analizé, en primer lugar, la
expresion de las principales proteinas involucradas en la via de los genes Clock. Los
resultados mostraron un incremento en la expresién de BMAL1, CLOCK, PER2, CRY1 y
RORa, junto con una diminucidon de REV-ERBa, tras el tratamiento con melatonina a

ambas dosis (100 y 500 uM) (Figura 36).
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Figura 36. Efecto del tratamiento con SR9009 y melatonina sobre los niveles de ARNm de BMALI,
CLOCK, PER2, CRY1, RORa y REV-ERBa en células LX2. Expresidon analizada mediante ensayos de
RT-PCR, e indicada como % respecto al grupo Control. Los datos se normalizaron con B-Actina.
Valores medios + EEM (n=7). ?p<0,05 con respecto al grupo Control. ®p <0,05 con respecto al
grupo TGF-B. °p <0,05 con respecto al grupo 100Mel. %p <0,05 con respecto al grupo 500Mel.
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Estudios previos han demostrado que la activacion de REV-ERB induce un efecto
antifibrogénico tanto en modelos in vivo como in vitro (Li et al., 2014; Thomes et al.,
2016), y que, por lo tanto, REV-ERB podria ser una proteina diana importante en la
prevenciony progresion de la fibrogénesis (Solt et al., 2012). Por ello se utilizé un ligando
especifico que induce la expresion de REV-ERB, SR9009, administrado de manera
individual y conjuntamente con la melatonina, con el objetivo de evaluar su efecto en la
via de los genes Clock. Como se observa en la Figura 36, SR9009, induce un incremento
de la expresién de BMAL1, CLOCK, PER2, CRY1 y RORa, junto con una disminucién en la
de REV-ERBa, similar a lo indicado en el caso de la administracién de melatonina. El
tratamiento combinado de SR9009 con la melatonina indujo un mayor efecto a ambas
dosis. Estos resultados se confirmaron con el andlisis mediante inmunofluorescencia de
la expresion de BMAL1 en células LX2, mostrando un incremento en los niveles de la
proteina con la administracidon del indol que se potencié con el tratamiento con el

ligando SR9009 (Figura 37).

Control Control+Mel500 SR9009 SR9009+Mel100 SR9009+Mel500

DAPI

BMAL1

Figura 37. Efecto del tratamiento con SR9009 y melatonina sobre la expresién mediante
inmunofluorescencia de BMAL1 en células LX2. El marcaje de los nucleos se realizé con DAPI
(azul). Valores medios + EEM (n=7). ?p<0,05 con respecto al grupo Control. ®p<0,05 con respecto
al grupo TGF-B. °p<0,05 con respecto al grupo 100Mel. 9p<0,05 con respecto al grupo 500Mel.
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Con el objetivo de determinar si el restablecimiento de los niveles de los genes
Clock estaba asociado con la progresion de la fibrosis, se evaluaron los principales
marcadores de fibrosis en el modelo in vivo. Con ello se pudo comprobar que, el
tratamiento combinado de SR9009 junto con la melatonina, provocaba una reduccion
de los niveles de ARNm de a-SMA y Col | (Figura 38), junto con una menor expresion de
a-SMA como se puede observar en el andlisis realizado mediante inmunofluorescencia
(Figura 39). Al igual que se constatd en el modelo animal, los niveles de PPARa
aumentaron de forma significativa en las células tratadas con el ligando y el indol,
incrementando asi su efecto antifibrdtico (Figura 38). Por lo tanto, la combinacion de
SR9009, ligando especifico de REV-ERB, con melatonina, mejora su efecto antifibrético

en las células estrelladas humanas LX2.
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Figura 38. Efecto del tratamiento con SR9009 y melatonina sobre los niveles de ARNm de a-SMA,
Col | y PPARa en células LX2. Expresidn analizada mediante ensayos de RT-PCR, e indicada como
% respecto al grupo Control. Los datos se normalizaron con B-Actina. Valores medios + EEM
(n=7). 2p<0,05 con respecto al grupo Control. ®p<0,05 con respecto al grupo TGF-B. °p<0,05 con
respecto al grupo 100Mel. 9p<0,05 con respecto al grupo 500Mel.
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Figura 39. Efecto del tratamiento con SR9009 y melatonina sobre la expresién mediante
inmunofluorescencia de a-SMA en LX2. El marcaje de los nucleos ha sido realizado con DAPI
(azul). Valores medios + EEM (n=7). ?p<0,05 con respecto al grupo Control. ®p<0,05 con respecto
al grupo TGF-B. °p<0,05 con respecto al grupo 100Mel. 9p<0,05 con respecto al grupo 500Mel.
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6 DISCUSION

La fibrosis hepatica es una de las lesiones mas caracteristicas de la hepatopatia
cronica y presenta una alta morbilidad y mortalidad. En los ultimos afios se ha generado
un gran interés por la posibilidad de obtener regresién de esta patologia, teniendo en
cuenta los resultados logrados con tratamientos como el de la hepatitis producida por

el VHC (Bernuth et al., 2016; Jung y Yim, 2017).

Sin embargo, en la mayoria de los casos, las terapias para las enfermedades
cronicas son ineficaces (Ebrahimi et al., 2018), y debido a su gravedad, el trasplante de
higado se ha considerado como la Unica terapia efectiva para muchos pacientes cuando
estdn en etapas avanzadas de la enfermedad. Numerosos estudios han demostrado que
sustancias antioxidantes como la quercetina, la N-acetilcisteina o la melatonina, entre
otras, juegan un papel hepatoprotector tanto en modelos animales como en modelos

celulares.

Asi, estudios realizados en los ultimos afos por nuestro grupo demuestran que
la melatonina juega un papel protector contra el estrés oxidativo (Crespo et al., 2010),
inhibe el estrés del RE (Tufidn et al., 2013) y modula la respuesta autofagica y la
apoptosis (San-Miguel et al., 2010; 2014), tanto en enfermedades hepdaticas agudas
como crénicas. Sin embargo, la informacién existente sobre los posibles efectos

beneficiosos de la melatonina en el tratamiento de la fibrosis es muy limitada.

6.1 Efecto dela melatonina sobre el daiio hepatico en un modelo murino

de fibrosis hepatica inducida por CCl,

Aunque los efectos beneficiosos de la melatonina en el higado con fibrosis
inducida por CCls y otras toxinas han sido descritos por otros autores (Noyan et al., 2006;
Ogeturk et al., 2008; Hong et al., 2009; Ebaid et al., 2013), en este estudio se ha
demostrado que en ratones con fibrosis hepatica inducida por inyeccion de CCls, la
melatonina inhibe significativamente la activacion de las HSCs y reduce la expresién las

principales proteinas involucradas en el desarrollo de la fibrogénesis, asi como una
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regulacion a la baja de la via de sefializacién del TGF-B, uno de los principales

mediadores profibrogénicos.

En este modelo animal, tras la administracion de CCls, los ratones desarrollaron
un dafo hepatico demostrado a través de pruebas histoldgicas donde se observaba un
aumento en el nimero y tamafio de los septos fibréticos junto con unos niveles séricos
elevados de ALT y AST. Este incremento en la formacion de los septos de colageno y en
los niveles de enzimas hepaticas fueron aminorados en los animales tratados con
melatonina (5 y 10 mg/Kg de peso corporal), lo que coincide con resultados previos
sobre el efecto del indol en el modelo animal de fibrosis hepatica inducida por CCls (Ohta
etal., 2004; Kus et al., 2005; Wang et al., 2005a; Noyan et al., 2006; Ogeturk et al., 2008;
Hong et al., 2009; Ebaid et al., 2013). La activacién de las HSCs es un proceso
determinante en la instauracidn y desarrollo de la fibrogénesis, lo que resulta en la
sintesis de a.-SMA y el depdsito excesivo de colageno (Yoshida y Marsuzaki, 2012; Das
etal., 2017). Elaumento de la expresién de a-SMA en los higados de los ratones tratados
con CCls se redujo significativamente con la administracion de melatonina, tal y como
indican los resultados obtenidos en los estudios inmunohistoquimicos. Ademas, los
resultados histolégicos y el andlisis de la RT-PCR revelaron una expresion disminuida de
Col | en los grupos tratados con el indol. Resultados similares se obtuvieron con el
pretratamiento con melatonina en un modelo animal de fibrosis hepatica inducida por
CCls y en células madre mesenquimales derivadas de médula dsea (Mortezaee et al.,
2016). Los datos obtenidos indican que la melatonina induce acciones antifibrogénicas
relacionadas, en parte, con una menor activacién de las HSCs durante el desarrollo del
proceso fibrogénico (Nalobin et al., 2016). Una accién antifibrogénica similar, con
disminuciones en la formacién de colageno en el higado y en la expresién de a-SMA, se
ha descrito previamente en ratas con lesidn hepatica inducida por CCls que recibieron
epigalocatequina-3-galato (Tipoe et al., 2010), después de la administracion de
proantocianidinas a ratas con dafo hepatico inducido por DMN (Shin et al., 2010), tras
el tratamiento con melatonina a ratas con lesidon hepatica inducida por TAA (Lebda et
al., 2018) y en un modelo murino de esteatosis inducida por CCls al que se le

administraba melatonina y quercetina de manera conjunta (Esrefoglu et al., 2017).
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El papel de las citoquinas profibrogénicas es también fundamental para el
desarrollo de la fibrosis que, de hecho, presenta una progresion muy dependiente de la
produccion de TGF-f3, que es la citoquina principal en la fibrogénesis hepatica y una de
las principales dianas en el desarrollo de agentes antifibroticos (Friedman, 2010). Se ha
indicado que la expresion de TGF-3 disminuye en modelos animales de fibrosis tratados
con curcumina (Yao et al., 2012), epigalocatequina-3-galato, (Tipoe et al., 2010) o
polifenoles (Yu et al., 2012). En nuestro estudio, la melatonina también disminuye la
expresion de TGF-B en ratones con fibrosis inducida por CCls, un hecho que sin duda
contribuye al efecto protector que ejerce el indol sobre la activacidon de las HSCs.
Ademas, la melatonina evité la regulacion negativa de PPARa inducida por el CCls. Los
PPARs hepaticos desempefian un papel relevante en la fibrosis hepatica, y la
disminucion de su expresién induce en gran medida la produccién de colageno en las
HSCs (Zardi et al., 2013). Ademas, se ha indicado en estudios previos que la expresion
de PPARa disminuye en modelos de NASH con fibrosis avanzada, y que su aumento esta

asociado con su recuperacion (Francque et al., 2015; Ratziu et al., 2016).

6.2 Efecto de la melatonina sobre la via de la autofagia en un modelo

murino de fibrosis hepatica inducida por CCl,4

En estudios previos de nuestro grupo se ha comprobado que el tratamiento con
el indol, comenzando 2 semanas después de la inyeccion del téxico, reduce
significativamente los marcadores profibrogénicos de la via de sefalizacidon de TGF-B y
reduce la acumulacion de MEC (Crespo et al., 2015). Los datos obtenidos en la presente
investigacion confirman, mediante la inmunohistoquimica de a-SMA, que la melatonina
induce una disminucidn significativa en la activacion de las HSCs en el higadoalas4y 6

semanas de la administracion de CCls, como se ha comentado anteriormente.

El paso critico en la generacion de fibrosis hepatica es la activaciéon de las HSCs
gue da como resultado la deposicion de MEC y, de hecho, los conocimientos sobre los
mecanismos que regulan la activacion de las HSCs se consideran objetivos clave para el

tratamiento de la fibrosis hepatica (Mallat et al., 2014; Song et al., 2014b). Para que se
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produzca la activacion de las HSCs se requiere de una adecuada actividad autofagica; de
hecho, investigaciones recientes sugieren que el flujo autofagico aumenta durante la
activacién e indican que el tratamiento con inhibidores de la autofagia inhibe
parcialmente la activacién de las HSCs (Thoen et al., 2011; Hernandez -Gea et al., 2012;
Li et al., 2018). La autofagia aparentemente proporciona la energia que es esencial para
inducir la activacién de las HSCs a través de la movilizacién de proteinas LDL, la liberacién
de acidos grasos libres y la B-oxidacion mitocondrial (Herndndez-Gea et al., 2012). Los
resultados de MET obtenidos en el presente estudio mostraron que el nimero vy el
contenido de vesiculas de autofagia aumentaban en los ratones tratados con CCla.
Ademds, se analizo el efecto de la administracién de CCls sobre las principales proteinas
gue regulan diferentes vias moleculares que conducen a la formacién de vesiculas de
autofagia, incluida su iniciacion (Beclina-1), y la maduracién mediante los sistemas de
conjugacién Atgl2 y LC3. Los datos obtenidos demuestran una expresién aumentada de
los componentes del complejo Atgl6, junto con un aumento de la expresién
inmunohistoquimica de LC3 y la conversion de LC3-I citosdlica soluble en su forma
lipidada asociada a autofagosomas, LC3-Il. La RT-PCR confirmdé que el gen clave del
proceso de la autofagia, la Beclina-1, también se mostraba aumentado. Los cambios en
la expresion de p62 y LAMP-2 apoyan la activacién de la ruta autofagica-lisosdmica y el
aumento en el flujo autofagico. Se ha indicado que existe una activacion paralela de las
HSCs, con una mayor expresion de a-SMA, y una induccién de la via de la autofagia, en
un modelo animal de ratas con fibrosis inducida por CCls (He et al., 2014). Ademas, el
bloqueo del flujo autofagico mediante la interaccion de TLR2 y la proteina HMGB1,
reduce la expresiéon de marcadores fibréticos en fibroblastos cardiacos (Wu et al., 2018).
En nuestro modelo, cuando los ratones tratados con CCls recibieron melatonina,
también se inhibié la autofagia, como se constata por la disminucién en el nimero de
vacuolas autofagicas, la restauracion de la expresién de p62 y los cambios en la
expresion de las proteinas Beclina-1, LC3-1l y Atg16. Estudios previos han comprobado
que la inhibicion de la autofagia puede contribuir a mejorar el dafio hepatocelular en
modelos animales de isquemia/reperfusion hepatica (Kang et al., 2014) o dafio hepatico

agudo (San-Miguel et al., 2014). De hecho, los efectos protectores mediante la inhibicidn
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de la autofagia, se han demostrado en el tratamiento con 3-metiladenina en HSCs
humanas, en cultivos primarios de fibroblastos de pulmén humano y en ratones con
deficiencia de Atg7 después de la induccidn con CCls (Herndndez-Gea et al., 2012).
Ademas, otros tratamientos como el retinol han logrado revertir la activacion de las
HSCs humanas, LX2, a través de la inhibicion de la autofagia (Hong et al., 2018). Por lo
tanto, los resultados obtenidos indican un nuevo potencial terapéutico de la melatonina
como antifibrotico a través de la modulacién de la autofagia, similar a lo concluido en

otros modelos de hepatotoxicidad (Li et al., 2018).

La proteina mTOR es una importante molécula de sefalizacién que actia como
un regulador negativo de la autofagia (Dunlop y Tee, 2014). Cuando se evalud la
expresion de fosfo-mTOR mediante Western blot, se observd una expresion
incrementada en ratones tratados con CCls, demostrando que el téxico estimula la ruta
de sefalizacion de mTOR paralelamente al desarrollo del proceso autofagico. Nuestros
datos sugieren que mTOR no es un regulador negativo de la autofagia, como ya se indico
en estudios anteriores de dafio hepdtico inducido por el virus de la enfermedad
hemorragica del conejo (RHDV), lo que podria deberse a que la induccién de la autofagia
se produzca antes de la sefializacion de mTOR o a que ambos procesos actuen al mismo
tiempo. Varios estudios han comprobado que la sefalizacién de mTOR es crucial en la
activacion de las HSCs y juega un papel clave en la deposicion de la MEC (Patsenker et
al., 2001). Los inhibidores de mTOR, tales como sirolimus y everolimus, pueden
disminuir significativamente la fibrosis, induciendo una regulaciéon a la baja de genes
pro-fibrogénicos y un fuerte aumento en la actividad de degradacién de la MEC (Biecker
et al., 2005; Piguet et al., 2014). Se ha demostrado que la paeoniflorina, un glicdsido
monoterpénico, reduce la expresiéon del ARNm de a-SMA y Col Ill en ratas fibréticas
inducidas por CCls, mediante la reduccién en la fosforilacion de mTOR (Zhao et al., 2014),
de forma similar a lo que ocurre con la curcumina, compuesto polifendlico que deteriora
la expresion de mTOR en HSCs activadas (Zhang et al., 2014). Por lo tanto, la inhibicion
de la via de mTOR, aunque no esté relacionada con los cambios en la autofagia, podria

contribuir a los efectos antifibréticos de la melatonina.
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6.3 Efecto de la melatonina sobre el estrés del reticulo endoplasmatico

en un modelo murino de fibrosis hepatica inducida por CCl,

Otra de las vias que juega un papel crucial en el desarrollo de la fibrogénesis es
el estrés del RE, y ademas tiene una estrecha relacion con el flujo autofagico. Esto se
debe a que la autofagia también se puede inducir en respuesta al estrés del RE a través
de la induccién de la UPR (Ding et al., 2007). En las células de mamiferos, se sabe que
las proteinas involucradas en la UPR controlan las vias de transduccidn de sefales que
conducen a la transcripciéon de genes autofagicos (Huang et al., 2011), y que la
eliminacién del regulador de la UPR, BiP, inhibe la formacién del autofagosoma, lo que
sugiere que la induccién del estrés del RE es un factor crucial para la autofagia (Li et al.,
2008). En estudios previos, en un modelo animal de insuficiencia hepatica fulminante
inducida por la infeccion con el RHDV, se ha demostrado que los niveles de ARNm de las
chaperonas CHOP, BiP y GRP94 alcanzan un pico elevado en paralelo al aumento de la
expresion de Beclina-1 y los componentes de los dos sistemas de conjugacién de tipo
ubiquitina Atg12-Atg5-Atgl6, y LC3 (Vallejo et al., 2014). La UPR tiene tres efectores
principales: PERK, ATF6 e IRE1. La autofosforilacion de PERK fosforila el factor elF2a y
permite la traduccidn de genes especificos de respuesta al estrés del RE, como es el caso
del ATF4. En segundo lugar, ATF6 se activa mediante escision proteolitica después de la
translocacion al aparato de Golgi. Finalmente, |la autofosforilacién de IRE1 promueve el
corte y empalme del ARNm de XBP1 a su forma corta XBP1s. Los resultados obtenidos
en esta investigacion indican que la intoxicacion por CCls provocd aumentos
significativos en la expresién de PERK, ATF6, ATF4, IRE1 y XBP1s, lo que concuerda con
investigaciones previas en las que se encontré una activacion de las diferentes ramas de
la UPR durante la fibrogénesis (Zhao et al., 2012; Campos et al., 2014). Los estudios en
HSCs sugieren que el estrés oxidativo perturba la homeostasis del RE y activa la UPR,
desencadenando la autofagia e induciendo la respuesta fibrogénica (Hernandez-Gea et
al., 2013). Cuando los ratones con fibrosis se trataron con melatonina, se inhibio la
expresion de las chaperonas de estrés del RE, CHOP, BiP y GRP94, y se redujeron
significativamente los efectos sobre las diferentes ramas de senalizacién de la UPR.

Nuestros resultados son similares a los obtenidos previamente en ratones con fibrosis
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inducida por bleomicina, en los que la melatonina inhibe el estrés del RE y reduce la
expresion de a-SMA (Zhao et al., 2012). Los resultados del estudio sugieren que el
bloqueo de la autofagia, descrito anteriormente, podria ser provocado, al menos en
parte, a través del estrés del RE. Esta hipdtesis estd respaldada por la regulacién a la baja
de Beclina-1 que provoca la melatonina, y cuya expresion es necesaria para el desarrollo
de la autofagia inducida por estrés del RE (Li et al., 2008). Ademas, recientemente se ha
demostrado esta estrecha relacidn entre el estrés del RE y la autofagia en fibroblastos
cardiacos, donde el estrés del RE regula la expresidon de fibronectina a través de la
activacion del flujo autofagico (Rongjie et al., 2018). En células de mamifero, el descenso
en la actividad del regulador BiP inhibe la formacién de autofagosomas inducida por el
estrés del RE y la escasez de nutrientes, pero no afecta a la conversién de LC3-1 a su
forma LC3-l, sugiriendo que BiP es un factor esencial para la autofagia que interviene
en la expansion del fagéforo. Al ser un proceso artificial basado, principalmente, en la
disminucion de la actividad de BiP, que espontaneamente activa la UPR e induce la
conversion de LC3, es dificil diferenciar entre la verdadera implicacion de BiP y de la UPR
en la induccion de la autofagia (Li et al., 2008; He y Klionsky, 2009). Otro indicio de que
la autofagia estd relacionada con el estrés del RE es que para que se produzca la
conversion de LC3 y la degradacidén de proteinas mutantes en el RE, se requiere la
fosforilacién de elF2a por parte de PERK (Kouroku et al., 2007). Las vias de PERK e IRE-1
son capaces de inducir la expresion de los diferentes genes autofagicos y de promover
la supervivencia celular (Talloczy et al., 2002; Ogata et al., 2006; Kouroku et al., 2007;
B’chir et al., 2013). Una liberacién de calcio desde el RE también activa la autofagia
mediante la estimulacién de diferentes vias, como la de la proteina quinasa activada por
adenosin monofosfato (AMPK), o mediante la inhibicion de mTOR (Zalckvar et al., 2009;

Madaro et al., 2013; Shiloh et al., 2014).

En resumen, los resultados del presente estudio amplian nuestra comprension
de los efectos antifibrogénicos de la melatonina e indican que la indolamina induce una
disminucion de la autofagia asociada con la intoxicacion por CCls en ratones y también
suprime el estrés del RE durante la lesidn hepatica inducida por CCls. Comprender los

mecanismos que hay detras de la interaccion de la autofagia con el estrés del RE y la
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fibrogénesis ayudara a un mejor conocimiento de la patogénesis de la fibrosis e
identificard las vias moleculares que explican el efecto protector de la melatonina.
Aunque es necesario tener precaucion, teniendo en cuenta que la autofagia puede ser
protectora en células hepaticas diferentes de las HSCs (Song et al., 2014b), nuestros
hallazgos pueden proporcionar una justificacion para la evaluacién de la melatonina en

terapias de fibrosis hepatica.

6.4 Efecto de la melatonina sobre la via SphK1/S1P en un modelo murino

de fibrosis hepatica inducida por CCl,

Recientemente, se ha descrito la S1P como un regulador fundamental de
enfermedades relacionadas con la fibrosis y la relevancia que tiene la via de sefializacion
SphK1/S1P en diferentes modelos animales de fibrosis hepatica, muestras fibréticas
humanas y HSCs (Huang et al., 2014; Takuwa et al., 2014). Estudios previos también han
demostrado que la melatonina puede desempefiar un papel regulador en la patogénesis
fibrotica y tener efectos protectores contra la fibrosis en diversos érganos y tejidos,
incluido el higado (Hu et al., 2016). Los resultados obtenidos, en el modelo murino de
fibrogénesis hepatica inducida por CCls y en la linea celular humana LX2, sugieren que la
inhibicion del eje SphK1/S1P puede estar implicado en el efecto antifibrético de la

melatonina.

Como se menciond anteriormente, cuando el tratamiento con melatonina a
ratones se inicia después de 2 semanas de la administracion de CCls, con el objetivo de
permitir la activacién inicial de las HSCs, se consigue inhibir la expresion de los
principales genes profibrogénicos, al igual que habian indicado estudios previos (Hu et
al., 2016). Ademas, se ha demostrado el efecto antifibrético de la melatonina en células
humanas de la linea LX2 activadas por TGF-B. Aunque existen estudios que sugirieren
gue estas células estan completamente transdiferenciadas a miofibroblastos con baja
sensibilidad hacia TGF-B (Dooley et al., 2001), en nuestro estudio encontramos una
respuesta significativa para TGF-B al igual que sefialan otras investigaciones mas

recientes en los primeros pasos de activacién de las células (Pathil et al., 2014). El
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tratamiento con melatonina logré disminuir la fibrogénesis de las células LX2 activadas,
lo que fue confirmado por una reduccién en la expresidon de a-SMA, TGF-3 y Col |, de
forma similar a los resultados de otros autores cuando las células LX2 se tratan con
ursodesoxicolil lisofosfatidiletanolamida (Pathil et al., 2014) o el bloqueador de energia
3-bromopiruvato (Karthikeyan et al., 2016). Los efectos antifibrdticos de la melatonina
estdn asociados tanto in vivo como in vitro a la inhibicion dependiente de la dosis del eje
SphK1/S1P, con niveles de S1P reducidos y una regulacion a la baja de la expresiéon de
SphK1. Nuestros resultados coinciden con estudios anteriores que muestran que,
después de la administracion de inhibidores de SphK1, la intensidad de la inmunotincién
de a-SMA y la expresion de citoquinas profibrogénicas disminuyen significativamente

en ratones con fibrosis hepatica inducida por BDL y por CCls (Yang et al., 2013).

El desarrollo de inhibidores de la via de seiializacién de S1P y los enfoques
dirigidos a las enzimas involucradas en la via de los esfingolipidos, es un area novedosa
en la busqueda de farmacos antifibroticos eficientes (Dyckman, 2017; Park e Im, 2017).
Uno de los mas destacables es el PF543, un potente y especifico inhibidor de la SphK1.
Esta molécula es muy util para identificar las funciones especificas de la sefializacién de

S1P a través de la SphK1 (Schnute et al., 2012).

Para apoyar la hipdtesis de que la regulacion negativa del sistema SphK1/S1P no
estd simplemente asociada con la accién antifibrogénica del farmaco, sino que existe
una relacién causa efecto real entre los dos procesos, se probaron los efectos del
inhibidor de SphK1, PF543 (Santos y Lynch, 2015), en células LX2 en presencia y ausencia
de tratamiento con melatonina. Los datos obtenidos apoyan la importancia que tiene el
SphK1 como molécula diana para el desarrollo de terapias contra la fibrosis hepatica.
S1P ejerce sus funciones uniéndose a una familia de cinco receptores acoplados a
proteinas G (S1PR1-5). S1PR1, S1PR2 y S1PR3 son expresados en una amplia variedad de
tejidos, mientras que la expresion de S1PR4 se limita al tejido linfoide y hematopoyético
y la expresidn de S1PR5 al sistema nervioso central (Sanchez y Hla, 2004). Al unirse a sus
receptores, S1IP modula muchos procesos fisiolégicos o patoldgicos, y existe una clara
evidencia que apoya el papel critico de los receptores de S1P en la mediacion de su

accion profibrotica en diversos tipos celulares (Schwalm et al., 2013). Aunque S1P es
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crucial en la fibrosis hepdtica, diferentes estudios sugieren que su modo de accién puede
variar en diversas especies en funcion del papel que juegan los S1PRs. En muestras
fibréticas humanas se han observado unos niveles elevados de S1PR1 y S1PR3, mientras
que, la expresién de S1PR2 se encuentra reducida en gran medida (Liu et al., 2011). Sin
embargo, en el higado fibrdtico de ratones, tras 6 semanas de administracion de CClg, el
tratamiento logré aumentar la expresion de S1PR3, pero no de S1PR1y S1PR2 (Li et al.,
2009). También existe un estudio que demuestra que los ratones knockout para S1PR2,
a los que se les induce fibrosis hepatica mediante CCls y DMN, muestran una reduccién
en la expresién de los marcadores fibréticos en comparacién con los animales control
(Ikeda et al., 2009). Sin embargo, nuestra investigacion indica que, tanto en el higado de
ratones fibréticos como en las células LX2 activadas con TGF-3, la expresién de S1PR1y
S1PR3 aumenta, mientras que la expresién de S1PR2 se reduce. Ademas, estos cambios
en la expresién de los receptores de S1P fueron contrarrestados por el tratamiento con
melatonina. Estos datos respaldan los hallazgos previos de que el bloqueo de S1PR1/3
con la administracién de VCPC23019 atenua la progresion de la fibrosis hepatica y la
angiogénesis en modelos murinos de fibrosis hepatica (Yang et al., 2013). Ademds, se
sabe que, contrariamente a los efectos estimulantes de S1IPR1 y S1PR3, S1PR2 inhibe la
migracién celular en la mayoria de los tipos celulares (Kong et al., 2014). De hecho, se
ha demostrado que la actividad fibrogénica se induce por el aumento en los niveles de
S1P en células LX2, como ocurre con la administracion de moléculas como el SEW2871,
un agonista del SIPR1. De manera similar ejerce su accién el pretratamiento con el
inhibidor del S1PR2, JTE-013, o el silenciamiento de S1PR2, lo que indica un papel
negativo del receptor, aumentando los valores fibrogénicos (Liu et al., 2011). Sin
embargo, el silenciamiento de S1PR3 por ARNi, y la accién del antagonista del S1PR1,
W146, provocan el efecto contrario disminuyendo la actividad fibrogénica (Liu et al.,
2011). En cualquier caso, aunque es posible que las diferentes lineas celulares
respondan de manera diferente a S1P, y la contribucidn exacta de los receptores de S1P
en la fibrosis hepatica no estd completamente demostrada, nuestra evidencia actual

sugiere que en los ratones tratados con CCls, SIPR1 y S1PR3 son necesarios para el
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progreso de la actividad profibrogénica inducida por S1P, mientras que, S1IPR2 actua de

manera inversa.

La expresidon de la S1PL también parece desempefiar un papel clave en el
desarrollo de la fibrogénesis y se sabe que, en los fibroblastos de pulmén, TGF-§3
aumenta la expresion de S1PL y que este efecto se elimina mediante el tratamiento de
las células con el anticuerpo anti-TGF-B (Huang et al., 2014). Recientemente se ha
demostrado que, si bien la deficiencia de SphK1 protege a los ratones frente a la fibrosis
pulmonar inducida por bleomicina, la deficiencia de S1PL agrava la fibrogénesis, lo que
sugiere que S1PL es un nuevo supresor enddgeno de la fibrosis pulmonar (Huang et al.,
2015; Huang y Natarajan, 2015). Sin embargo, se ha observado un aumento de los
niveles de S1P en las biopsias hepaticas humanas y el suero de los pacientes con fibrosis,
que se produce como resultado del aumento de la actividad SphK ya que la expresion
del ARNm de S1PL se mantuvo sin cambios (Liu et al., 2011). Nuestros datos indican que,
tanto en ratones tratados con CCla como en células LX2, la expresién de S1PL se redujo
significativamente, y que este efecto fue restablecido por la melatonina de manera dosis
dependiente. Los hallazgos apoyan la importancia de la regulacion de los niveles de S1P
a través del equilibrio entre SphK1 y S1PL, lo que podria convertirse en una via clave que

promueva o detenga el desarrollo de la fibrogénesis.

Diferentes estudios muestran que la SphK1 es un mediador de la sefializacion de
TGF-B. Por lo tanto, se sabe que la disminucién de la expresion de SphK1 por ARNi
bloquea la regulacién positiva mediada por TGF-f de TIMP-1, una proteina que
desempefia un papel importante en el modelado y la degradacion de la MEC (Yamanaka
et al., 2004). En estudios anteriores se ha demostrado que en los ratones tratados con
melatonina hay una menor expresion de TIMP-1 (Crespo et al., 2015), lo que podria ser
consecuencia de la inhibicidn en el eje SphK1/S1P y explicar, al menos en parte, la
inhibicién de los efectos mitogénicos provocado por el TGF-B. Sin embargo, también es
posible que S1P actule a través de mecanismos indirectos como las vias inflamatorias y
oxidativas. En ratas alimentadas con alto contenido de fructosa y en células de higado
de rata BRL3A estimuladas con fructosa, parece que el eje SphK1/S1P desempefia un

papel hepatoprotector a través de su activacion por NF-kB y citoquinas inflamatorias
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(Wang et al., 2013b). Sin embargo, aunque la curcumina, agente antioxidante, mejora la
fibrosis asociada a nefropatia al inhibir la via SphK1/S1P, en células mesangiales
glomerulares transfectadas con SphK"T, este antioxidante previene la sobreexpresion
de SphK1 de una manera dependiente de la concentracion, lo que sugiere un efecto

independiente de su capacidad antioxidante (Huang et al., 2013).

La ceramida también se ha propuesto como un potencial regulador de la fibrosis
hepatica y podria decirse que la S1P actua a través de mecanismos indirectos con un
efecto antifibrético al desregular el reostato ceramida/S1P (Schwalm et al., 2013). Las
ceramidas se pueden generar a través de la hidrélisis de la ASMasa (Ordofiez et al.,
2015), y se ha demostrado que la inhibicién de la actividad ASMasa reduce los niveles
de ceramida hepdtica y atenla la fibrosis hepatica en un modelo de rata de la
enfermedad de Wilson (Lang et al., 2007). Ademds, también se ha comprobado que los
ratones haploinsuficientes para ASMasa estan protegidos contra el desarrollo de fibrosis
hepdtica en modelos de esta enfermedad inducidos por colestasis y CCla (Moles et al.,
2010). Los datos obtenidos en este estudio indican que, en ratones con administracién
cronica de CCls y en células LX2, la expresién de ASMasa se reduce significativamente
por la accién de la melatonina, lo que proporciona una vision adicional del posible papel

de los cambios en las rutas de esfingolipidos en el efecto antifibrético del indol.

6.5 Efecto de la melatonina sobre la via de los genes Clock en un modelo

murino de fibrosis hepatica inducida por CCl,4

El reloj circadiano regula una variedad de procesos fisioldgicos y patoldgicos en
el higado y existen numerosos estudios que indican su importancia para el diagndstico
y tratamiento de enfermedades hepaticas (Zhou et al., 2016). En este estudio se tratd
de investigar si el restablecimiento de la desregulacion de los relojes circadianos podria
contribuir a los efectos beneficiosos de la melatonina sobre la fibrogénesis hepatica in

vivo e in vitro.

Para ello se estudiaron marcadores antifibrogénicos como PPARa, que es uno de

los genes que puede verse afectado por el sistema circadiano (Chen y Yang, 2014; Zhang
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et al., 2018). Se ha demostrado que la melatonina regula su actividad transcripcional
mediante la modulacion de la ruta del reloj circadiano en varias lineas celulares de
cancer humano (Hill et al., 2011). Como se menciond anteriormente, la induccion de la
fibrosis por CCls provocé una regulaciéon a la baja de la expresidon de PPARa, que logré
ser restablecida por el tratamiento con melatonina. Por lo tanto, nuestros datos no solo
confirman el efecto antifibrético de la melatonina, sino que también sugieren que
restablece las alteraciones que se producen en los genes que estan bajo el control de

los ritmos circadianos.

Para investigar si la regulacion de la via de los genes Clock, a través del
tratamiento con melatonina, contribuye a la mejora de la progresién de la fibrosis, se
analizé la expresion de los principales genes involucrados en la via. A nivel molecular,
BMAL1, CLOCK, PERs y CRYs se consideran las proteinas centrales del reloj circadiano
que interactuan entre si para regular la transcripcidon de los genes diana circadianos
(Dibner et al., 2010). Nuestros resultados indican que las expresiones de CLOCK, BMAL1,
PER1, PER2, PER3, CRY1 y CRY2 fueron significativamente menores en los ratones que
recibieron CCls. Investigaciones anteriores habian sefialado que BMAL1, CLOCK y CRY2,
junto con dos importantes genes regulados por el reloj circadiano como son PPARa y
Cyp450, presentaban unos niveles de ARNm disminuidos significativamente en los
ratones fibréticos (Chen et al., 2010b). También se sabe que PER2 juega un papel
protector contra la lesién inducida por CCls (Chen et al., 2009), y que la deficiencia de
PER2 predispone a la fibrosis hepatica a través de la activacién de las HSCs y de la
inhibicion de la apoptosis de las HSCs (Chen et al.,, 2010a). Nuestros resultados
confirman que el efecto antifibrético de la melatonina se produce a través del
incremento en la expresion de CLOCK, BMAL1, PERs y CRYs, restableciendo asi los

valores a niveles similares a los controles.

REV-ERBa, funciona como un represor negativo clave del reloj circadiano, y se
encuentra sobreexpresado en HSCs activadas e higados fibréticos independientemente
de la etiologia (Zhou et al., 2016). Se ha demostrando una correlacién positiva entre la
activacion fibrogénica y la expresion de REV-ERBa en HSCs (Li et al., 2014). El incremento

en los niveles de ARNm, la concentracion proteica y la inmunotincién hepatica de REV-
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ERB aumentaron significativamente en ratones tratados con CCls. Por el contrario, la
melatonina logré reducir estos niveles. La competencia directa entre REV-ERB y RORa,
un inductor transcripcional de BMAL1, proporciona un mecanismo universal para el
autocontrol del reloj molecular en todos los tejidos (Zhang et al., 2015). Se ha
confirmado que compuestos como el selenio y la melatonina muestran papeles
protectores a través de la modulacidn de la actividad transcripcional de BMAL1 (Hill et
al., 2011). En nuestro estudio, los niveles de ARNm y la expresion proteica de RORa
mostraron una fuerte disminucidon en los higados danados, y la administraciéon de
melatonina evité este efecto, coincidiendo con la regulacion positiva de los genes
BMAL1, CLOCK, PERs y CRYs. De manera global, nuestros hallazgos sugieren que la
administracién crénica de CCl, altera el perfil de las expresiones de los genes Clock y que

la melatonina logra atenuar la desregulacién de la maquinaria circadiana.

Ademas, se investigd si la restauracion del reloj circadiano inducida por la
melatonina en el modelo de fibrosis inducida por CCls también se producia en las HSCs
humanas. Los resultados obtenidos indican que la melatonina indujo un aumento
dependiente de la dosis en la expresion de BMAL1, CLOCK, PER2, CRY1 y RORa y una
disminucion de REV-ERBa en las células LX2. Como se ha demostrado previamente, la
expresion de los marcadores fibréticos es elevada en HSCs humanas activadas, mientras
que en las células incubadas con melatonina se observa una expresion
significativamente reducida (Shajari et al., 2015). En la presente investigacion, la
restauracién de los niveles del reloj circadiano se asocié con una reduccion de los niveles
de ARNm de a-SMA y Col | y una reduccién en la expresion por inmunofluorescencia de
a-SMA. Ademas, el tratamiento con melatonina indujo un aumento en la expresion de
PPARa, que apoya la interrelacion entre este factor de transcripcion y los relojes

circadianos en la fibrosis.

Los relojes circadianos representan objetivos relevantes para la optimizacion de
esquemas terapéuticos que tengan como objetivo la inhibicidn de algunos de los genes
clave que se sobreexpresan en el dafio hepatico (Thomes et al., 2016). Uno de estos

genes es REV-ERB, cuya expresidn citoplasmatica representa una respuesta
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profibrogénica intrinseca caracterizada por el aumento de los principales marcadores

fibrogénicos en HSC activadas (Li et al., 2014).

Estudios previos han confirmado que el ligando sintético de REV-ERB, SR9009,
disminuye el fenotipo fibrogénico de las HSCs y la severidad de la fibrosis hepatica
inducida por CCls in vivo (Li et al., 2014), y que este farmaco induce una actividad
antifibrética al bloquear la proliferacion de las HSCs in vitro (Thomes et al., 2016).
Ademas, se ha comprobado que el tratamiento con SR9009 previene la fosforilacion de
P70S6K inducida por CCls, pero no influye en los cambios inducidos en AMPK, las
proteinas Atf o p62. SR9009 atenua la activacion de las HSCs a través de la inhibicidn de
P70S6K, que forma parte de la via de sefalizacion PI3K/AKT/mTOR/P70S6K, que
promueve la fibrogénesis (Gabele et al., 2005; Son et al., 2009; Shah et al., 2013). Por lo
tanto, los estudios que profundizan en el papel de REV-ERB como proteina diana pueden
ser de importancia clinica para prevenir la progresion de la fibrosis (Solt et al., 2012).
Por ello, se evalud la capacidad de SR9009, solo o coadministrado con melatonina, para
modular la maquinaria del reloj circadiano en las células LX2. Los resultados obtenidos
indican que SR9009 indujo cambios en la expresion de los genes Clock similares a los
inducidos por melatonina y que el tratamiento con ambas moléculas produjo un mayor
efecto. Ademas, la combinacién del ligando de REV-ERB con melatonina mejoré el efecto
antifibrético de SR9009, como lo demuestran los cambios detectados en los niveles de

a-SMAy Col .

Seria necesario realizar mas investigaciones para identificar con mayor detalle
los mecanismos responsables de la regulacidn de los genes del reloj por la melatonina
en la fibrosis hepatica. De hecho, las investigaciones sobre la relacién entre la
melatonina y los genes reloj en situaciones patoldgicas son muy escasas, pudiendo
destacar los datos obtenidos en cancer de mama, que demuestran que la melatonina
reprime la actividad transcripcional de RORa para suprimir la actividad del promotor
BMAL1, mediante la activacién de MT1 (Xiang et al., 2012). La regulacidn de los cambios
a través de los genes Clock, mediante fosforilacién de proteinas centrales como CLOCK,
que podria modificar la actividad de transactivacion del heterodimero CLOCK-BMAL1

(Luciano et al., 2018), también podria ser otra posibilidad interesante para ser explorada
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en el futuro con el objetivo de desarrollar nuevas terapias efectivas para el tratamiento

de la fibrosis hepatica.
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7 CONCLUSIONES

Primera conclusion

La administracion cronica de tetracloruro de carbono en ratones induce dafio
hepatico y fibrosis hepatica, como se pone de manifiesto por las alteraciones que se
producen en la expresion de los principales mediadores y vias de sefalizacion implicadas
en el desarrollo de la fibrogénesis. Por ello, junto con los estudios de mecanismos
realizados en células estrelladas hepaticas humanas de la linea LX2, se consideran
modelos experimentales muy adecuados para dilucidar y establecer los potenciales

efectos antifibroticos de la melatonina.

Segunda conclusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la administraciéon de
melatonina reduce el dafo hepatico y las alteraciones en la expresién de los diferentes
marcadores fibréticos en el modelo animal de fibrosis hepatica inducido por tetracloruro
de carbono y reduce la activacion de las células hepaticas estrelladas humanas de la

linea LX2.

Tercera conclusion

Los efectos beneficiosos de la melatonina en el modelo animal se relacionan con su
capacidad de modular diferentes vias de sefializacion implicadas en el dafio y progresion
de la fibrosis hepatica tales como la respuesta autofagica, el estrés de reticulo
endoplasmatico y la via de los esfingolipidos. De hecho, en células hepaticas estrelladas
humanas de la linea LX2 constatamos que la inhibicidn de la via de los esfingolipidos

reduce la expresion de los principales marcadores de fibrosis.
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Cuarta conclusion

La melatonina regula la alteracidn de los genes reloj implicados en el control de los
ritmos circadianos de manera dependiente del tiempo y de la dosis, tanto en el modelo
animal de fibrosis hepatica inducida por tetracloruro de carbono, como en las células
hepaticas estrelladas humanas, lo que podria contribuir a la reduccidn de la progresion

y desarrollo de la fibrosis inducido por el indol.
Conclusion final

Los efectos de la melatonina sobre los genes reloj y sobre las diferentes vias de
sefializacidon implicadas en la fibrogénesis, tanto en el modelo in vivo de fibrosis hepatica
inducido por el tetraclaroruro de carbono, como en el modelo in vitro de células
hepaticas estrelladas humanas de la linea LX2, demuestran el potencial interés de esta
molécula en la terapia de la fibrosis hepatica. Sin embargo, se requieren mas estudios
para confirmar la utilidad de esta molécula en la prevencion y el tratamiento de

pacientes con fibrosis hepatica.
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