Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

FACULTAD DE FARMACIA

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

TRABAJO FIN DE GRADO.

TITULO: MicroRNAs y esteatosis hepatica no

alcoholica.

Autor: Fatima Maria Gil-Casares Milans del Bosch.
Tutor: Aranzazu Sanchez Munoz.

Convocatoria: Febrero 2017.



N
~
Y]
s
D
S
~
=
s
NJ
=
N
S
S
Q
R
'O
Q
S
s
O
=
S
=
=
S
~
)
~
S
N
~
BN
]
]
N
S
S
1)
N
[N
N
Q
S
~
Q
X
S
Q
N
S
=
Q
S
=
=
=
S
)
~
S
~
S
N
S
o~
=
Q
S
=
N
~N
)
-
N
Q
=
S)
~
S
~
=
S
~
=
=
=
S
N
N
=
\»
=
S
N
3
)
=
N
~
=
o
Q
=
S
~
=
S
=
=
)
-
)
[+Y
~

RESUMEN.

Los microRNA (miRNA) son pequeiias moléculas de ARN no codificante reguladoras
de la expresion génica. Participan en distintos procesos fisioldgicos, incluyendo la
diferenciacion, la transformacion neoplasica, la replicacion y la regeneracion celular: de ahi
su gran relevancia fisiopatologica. Hasta el momento las investigaciones con mayor evidencia
de la influencia de los miRNA en la patogenia de distintas enfermedades se han hecho en

cancer, y en menor medida en enfermedades hepaticas y cardiovasculares [4].

De entre las enfermedades hepaticas, los miRNA se involucran activamente en la
patogenia del cancer hepatocelular, hepatitis viricas, cirrosis, de la esteatosis hepatica
alcoholica y no alcoholica y otras enfermedades hepaticas -relacionadas con la via biliar o el

sistema inmunoldgico-.

La investigacion del rol de los miRNAs en la patogénesis de estas enfermedades podria

llevar a nuevas herramientas diagnosticas y terapéuticas.

En esta revision bibliografica, repasamos los tres miRNAs mas estudiados de los que
actian en la patogenia de la enfermedad del higado graso no alcohodlico (EHGNA), sean
miR122, miR34a y miR33; y su funcion reguladora en la misma describiendo sus principales
dianas, con el fin de resefiar la posible aplicacion clinica de los miRNAs como biomarcadores

diagnosticos.

PALABRAS CLAVE: MicroRNA, Enfermedades hepaticas, Esteatosis, fibrosis,

CIITOSIS. ..

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.
INTRODUCCION A LOS microRNA:s.

Gracias a los estudios en gendmica y protedmica de los ultimos afios, hoy entendemos
mejor la patogenia de distintas enfermedades, aumentando el nimero de agentes moleculares

identificados que intervienen en los procesos patologicos.

En hepatologia, en la tltima década, los miRNA han sido identificados como moléculas
fundamentales en la organogénesis del higado, interviniendo también en la diferenciacion de

los distintos linajes hepatocelulares [4]. Segun la etapa de la organogénesis en que se expresen

.
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en mayor o menor proporcion determinados miRNAs, su presencia podria relacionarse con

distintos estadios de enfermedades hepaticas.

Los miRNAs son &cidos nucleicos pequefios, de entre 21 y 25 nucleotidos. Son
moléculas de ARN enddgeno que no codifican para proteina. Su funcion consiste en regular la
transcripcion génica, sea degradando el ARN mensajero sea inhibiendo la traduccion. Cada
miRNA tiene multiples genes diana, pudiendo por tanto un mismo RNA controlar distintos

procesos biologicos [1].

El origen de estas moléculas (Figura 1) proviene de la transcripcion ya sea de genes que
codifican para el propio miRNA -miRNA intergénicos- como de genes que codifican para
proteinas entre las que se incluye el microRNA -microRNA intragénicos- [4]. En el caso de
los miRNA intergénicos, las RNA polimerasas II o III (RNA Pol II/III) transcriben el gen,
dando un miRNA primario (pri-miRNA). En el caso de los miRNA intragénicos el
procedimiento es mas largo: tienen que pasar por un proceso de maduracion del mRNA por
corte de intrones y empalme de exones, para producir su pri-mi-RNA. Posteriormente, los pri-
miRNA pasan a ser precursores de miRNA (pre-miRNA) mediante el procesamiento por
escision -aun dentro del nucleo celular- por parte de la RNAsa endonucleasa III (Drosha) y la
proteina con la cual se acopla, DGCRS (Pasha). El pre-miRNA ser4 traslocado al citoplasma
gracias a las proteinas RanGTP y Exportina 5 (Exp-5). Una vez el pre-miRNA se encuentra
en el citoplasma,, la ribonucleasa citoplasmatica RNasa III (Dicer) junto con las proteinas
TRBP y PACT cortan los bucles de los pre-mi-RNA, dando lugar a moléculas de 22
nucleo6tidos -aun de doble cadena-. De las dos hebras, s6lo una es de miRNA maduro, siendo
la otra de miRNA pasajero. El ultimo paso de la biogénesis de los miRNA es la asociacion de
esta molécula de doble cadena con el complejo silenciador inducido por RNA (RISC),
formado por las proteinas Dicer, TRBP, PACT, Gremin 3 y una proteina de la familia

Argonauta (A GO) que lleva a cabo el silenciamiento de los mRNA [4].

De esta manera, el miRNA es un regulador postranscripcional de la expresion génica
mediante la union por complementariedad parcial antisentido en la region 3’UTR del RNAm
blanco. Esta union tiene consecuencias: dificulta o aborta la traducciéon del ARNm al que se
une, contribuyendo asi al silenciamiento de determinados genes. Al ser una union
complementaria parcial (la complementariedad no tiene que ser perfecta) cada miRNA puede
unirse a diferentes RNAm. De hecho, ciertos estudios bioinformaticos avalan que cada
miRNA puede interferir con la expresion de centenares de genes, y un s6lo ARNm puede ser

regulado por miRNAs distintos [4].



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

RMA Palll
transcription

Passenger miRMA

¥ _l.;.-_-.;‘

-

Primary miRNA

AAdq

MEK

ALIX -

e -
[TIT % -
=] Mature miRNA /{[” 0 ‘—.—r--\-‘

}
y =

P

Precursor miRNA

® 5’ Phosphate
Nucleus Cytoplasm Mature miRNA

Trends in Cancer

Figura 1 [30]: Biogénesis de los miRNA. Transcripcion del gen o intrén codificante para el miRNA por la RNA Pol
II/III dando el pri-miRNA y procesamiento por parte del complejo Drosha/DGCR8 dando pri-miRNA en el ntcleo.
Translocacion de pre-miRNA al citoplasma por la exportina 5 asociada a RanGTP. Procesamiento por Dicer, asociada a
TRBP que genera una molécula de doble cadena. Esta forma un complejo con RISC -destaca la proteina AGO de RISC-

dando un mi-RNA maduro, preparado para interaccionar con su diana.

INTRODUCCION A EHGNA.

La esteatosis hepatica no alcoholica es, en el mundo occidental, la primera causa de
enfermedad hepatica cronica. Esta patologia se asocia frecuentemente con sindrome
metabolico, resistencia a la insulina y obesidad. De hecho, muchos autores consideran el

higado graso como el componente hepdtico del sindrome metabolico.

La patogénesis de EHGNA se describe como un proceso constituido por dos etapas
distintas. La primera consiste en la acumulacion de acidos grasos en forma de vacuolas grasas
en el citoplasma del hepatocito. En la segunda etapa, se activan procesos necroinflamatorios
-con aumento de mediadores como TNFalfa, y disminucion de adiponectina, entre otros- que
llevan al estrés oxidativo del reticulo endopldsmico. Por ese estrés oxidativo, aumenta la
lipolisis, generando una mayor concentracion de acidos grasos circulantes que sobrecargan la
betaoxidacion, induciendo lesion hepatocelular y fibrosis, y que puede terminar en cirrosis y

carcinoma hepatocelular [5].
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Aunque todavia hoy no se conoce con certeza el mecanismo molecular que explica toda
la progresion de EHGNA, si se han descrito varios factores que juegan un papel clave en este

Pproceso.

\

Normal liver NAFLD NASH Fibrotic liver
Figure 1. Schematic illustration of nonalcoholic fatty liver disease/nonalcoholic steatohepatitis progression.
Beginning with the simple hepatic steatosis, over time may progress to nonalcoholic steatohepatitis (NASH) and
fibrosis. miRNAs involved in each step of the progression through interaction with their target gene or biological
molecules, such as TGF-p1.

Figura 2 [11]: Ilustracion esquematica de la progresion EHGNA. EHGNA (NAFLD en la imagen, por su
traduccion del inglés Non alcoholic fatty liver disease se desarrolla desde la esteatosis simple y progresa a esteatohepatitis no
alcoholica (NASH) e incluso fibrosis hepatica por la intervencion de varios de estos factores biologicos mencionados en el
esquema. A destacar que tanto en el desarrollo de EHGNA desde la esteatosis simple como la progresion de EHGNA a

fibrosis hepatica se especifica que los miRNA juegan un papel importante.

Centrandonos en el papel de los miRNAs, la Figura 3 [8] nos muestra que, segin el
estadio en que se encuentre esta progresion, se expresan unos miRNAs u otros, con lo que la
presencia de un determinado miRNA nos podria indicar si el higado esta sano, presenta

esteatosis simple, esteatohepatitis, fibrosis o cirrosis.

Hirado normal Esteatosis simple
miR-33a/b miR-323a/b miR-21 miR-16
miR-34a miR-34a miR-122 miR-21
miR-155 miR-122 miR-34a

miR-199 miR-451 miR-199

Figura 3: Principales miRNA hepaticos implicados en el desarrollo y la progresion de EHGNA hasta CHC

(carcinoma hepatocelular). Figura adaptada de Canivet et al. [8].
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El higado graso, por ser una patologia asintomatica estd infra-diagnosticada. Para

diagnosticarla existen diferentes métodos, como podemos ver en la siguiente tabla (Tabla 1)

[9].

TABLA 1. Marcadores serolégicos y pruebas de imagen de higado graso no alcohélico

Ventajas Inconvenientes
Marcadores serolgicos (NAFLD fiver fat score, Utiles para predecir la presencia Mo determinan el grado de esteatosis
Fatty Liver Index) de esteatosis
Fécil
Validados
Ecografia abdominal Técnica de eleccién
Accesible, facil, bajo coste Variabilidad interobservador. Obesidad, gas
intestinal
Tomografia computarizada Fécil de realizar Menos accesible, coste elevado
Rendimiento similar a la ecografia Poco sensible para esteatosis leve
Irradiacién
Resonancia magnética (RM) Muy sensible (diagnéstico de esteatosis Poco accesible, coste muy elevado
> 15%) Artefactos metélicos
No irradiacién
RM espectroscépica Diagnéstico de esteatosis > 5% Coste muy elevado
Determina cambios = 0,5% con pérdidade  Poco disponible
peso
CAP (controlled attenuation parameter) Facil Limitada para determinar el grado de
Util para predecir la presencia de esteatosis esteatosis
Poco accesible (de momento)
Faltan estudios de validacidn

Segun esta tabla, vemos que las posibilidades de diagnéstico son elevadas, pero ninguna
es perfecta. Aquellas técnicas faciles, accesibles y de bajo coste no son lo suficientemente
precisas en su diagnostico (los resultados son cualitativos, pero en ninglin caso cuantitativos),

y aquellas técnicas cuya sensibilidad es mayor son poco accesibles y de coste elevado.

En este contexto, y sabiendo que los microRNA son muy estables en circulacion por
viajar asociados a proteinas, encapsulados en microvesiculas [18], se espera que se puedan
utilizar como biomarcadores diagndsticos de EHGNA, mediante una simple extraccion de

sangre del paciente, llegando a un diagnoéstico rapido, sencillo, accesible y de bajo coste.

El interés de esta revision bibliografica consiste en dar una vision amplia de los
miRNAs que influyen de un modo mas predominante en el desarrollo de la esteatosis hepatica
no alcoholica, facilitando la deteccion y seguimiento rapidos de esta patologia tan prevalente

hoy dia.

La aplicacion de los microRNA en el diagnéstico y seguimiento de los pacientes puede
tener grandes beneficios en la clinica: el gasto hospitalario se reduce -a mayor seguimiento en
atencion primaria, disminuye el desenlace cirrdtico en numerosos casos-, aumenta la calidad
de vida del paciente -con un tratamiento precoz de la esteatosis hepatica disminuirian los
casos de Diabetes Mellitus tipo II- y se facilitan nuevos estudios a nivel hepatico, gracias a la

obtencion de resultados mediante pruebas menos invasivas que las utilizadas hoy dia.

-6-
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OBJETIVOS.

Esta revision bibliografica pretende resumir y recopilar la informacion de distintos
estudios y revisiones sobre los miRNA y su papel determinante en la regulacion del desarrollo

y de la progresion de EHGNA.

METODOLOGIA.

La practica totalidad de los articulos utilizados provienen de la base de datos
Pubmed.com, aunque también los hay de otras fuentes bibliograficas como sciencedirect.com,
y bibliotecas online de la Universidad Complutense de Madrid y la Universidad de Navarra.
También se realiz6 una busqueda en google academic con los términos del tema central de

esta revision.

RESULTADOS Y DISCUSION.
miRNA QUE INTERVIENEN EN LA PATOGENESIS DE EHGNA .

Segln avanza la investigacion, se ha visto que existen diferencias importantes en el
progreso de EHGNA de unos pacientes a otros, y parece que estas diferencias podrian estar
asociadas con una expresion alterada de microRNA, variable también de unos individuos a

otros. Esto hace mas complejo el establecimiento de pautas generales.

Son alrededor de 54 miRNA los que regulan 107 genes implicados en la patogénesis de

la esteatosis hepatica [11].

La Tabla 2 recoge 11 de estos 54 miRNA, que se expresan en higado. Ademas,
menciona algunos de los procesos bioldgicos regulados por ellos: procesos implicados en la

progresion de EHGNA.

miRNA Algunos de sus genes Proceso bioldgico que regulan.

diana.
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PPARa, PPARp,Fibrogénesis. Esteatosis y actividad

Smarcd1, Baf60a proinflamatoria.
miR122

PPARa en higado. Metabolismo lipidico.
miR21

HGF y Smad7 Niveles asociados a fibrosis.
miR16

SIRT1, FGFR, RXRa. [Esteatosis y actividad proinflamatoria.
miR34a

SREBF1 Esteatosis y actividad pr-inflamatoria.
miR192

SREBP, ABCAL... Homeostasis del colesterol.
miR33a/b

PPRE, PPARa. Atentia esteatosis. Reduce TG y colesterol en

sangre. Proceso proinflamatorio.

miR155
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ATEF2 Favorece proceso proinflamatorio.
miR451
Caveolin-1 Promueve acumulacion de lipidos en hepatocitos.
Hiperglucemia.
miR107 peis
miR26a Inhibidores deFavorece sensibilidad a insulina.
MAPKSs.
miR301 IRF1, TRIM3 Disminuye glicogénesis hepatica.

Tabla 2: miRNA expresados en higado que intervienen en el desarrollo y progresion de EHGNA. En esta tabla
se describen 11 de los 54 miRNA que regulan genes implicados en el desarrollo de la esteatosis hepatica asi como sus
principales genes diana. Ademas se mencionan los procesos bioldgicos regulados a través de la interaccion de estos miRNA

con sus genes diana, procesos significativos en el desarrollo de EHGNA [2] [4] [8] [11].

Existiendo tantos miRNAs que parecen influir en el mecanismo de EHGNA, y teniendo
en cuenta que cada miRNA regula no un tnico gen sino muchos, decidimos acotar nuestra
busqueda. Por ello nos centraremos en los tres miRNAs mas estudiados en el contexto de la
esteatosis hepatica por tener una relevancia especial (sean miR122, miR34a y miR33) y
describiremos su intervencion en el metabolismo lipidico cuyo desequilibrio es el principal

causante de la esteatosis hepatica: origen de EHGNA.

La grasa hepatica en un individuo sano procede de los acidos grasos libres provenientes
del tejido adiposo, de la lipogénesis de novo y de los acidos grasos provenientes de la dieta.
En el hepatocito, estas grasas se esterifican a triglicéridos y bien son liberados a sangre como
particulas VLDL o bien son hidrolizados de nuevo para ser sustratos de la betaoxidacion. Por
lo tanto, la acumulacion de grasa en el citoplasma del hepatocito puede deberse al aumento de
acidos grasos que alcanzan el higado por la vena porta, al incremento de la lipogénesis de
novo o a la disminucion de la beta-oxidacion o de la secrecion de triglicéridos en forma de

VLDL [24].
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En pacientes que sufren EHGNA, el 60% de los triglicéridos hepéaticos vienen de los
acidos grasos libres circulantes, el 25% deriva de la lipogénesis de novo y el 15% restante se

forma por los acidos grasos provenientes de la dieta [25].

Para estudiar los tres miRNAs citados y su influencia en el metabolismo lipidico,

seguiremos lo que nos sugiere esta imagen [19] (Figura 4).

PPARP
Smarcdl/

IGF1a

Figura 4 [19]: miRNAs que tienen un papel clave en el metabolismo lipidico e intervienen por tanto en el
establecimiento de EHGNA y principales genes diana de estos miRNAs. Marcados los que nos competen en esta revision
bibliografica: en azul, miR122 y cuatro de sus genes diana. En amarillo, miR34a y tres de sus genes diana y por ultimo en

rojo miR33 y diez de sus genes diana.

miRNA 122.

miRNA 122 es el unico miRNA considerado como especifico del higado (el patrén de
expresion de este miRNA no es ubicuo -no se expresa en otros tipos celulares-) [6]. Ademas,
la expresion de miR122 representa el 70% de la expresion de miRNAs en higado, por lo que
cobra una importancia considerable como biomarcador de enfermedad hepatica, y por

consiguiente de EHGNA [12].

Los estudios realizados sugieren que s6lo miR-122 podria regular la expresion de mas
de 170 genes [18], sin embargo y como hemos sugerido anteriormente, unicamente seran

descritos parametros que influyan en el metabolismo lipidico.

Aunque los conocimientos sobre la evolucion de los niveles de miR122 son reducidos
[33], diversos estudios sugieren que este miRNA puede utilizarse como biomarcador de la
EHGNA [33]. Ademas, la mayoria de estudios se han realizado en modelos murinos, y

posteriormente se ha visto que no son comaparables a los humanos en todos los aspectos.

-10 -
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Citando un estudio hecho en ratones, la inhibicion de la expresion de miR122 lleva a la
regulacion negativa de enzimas que intervienen en el metabolismo lipidico [5], y a la
regulacion al alza de enzimas que participan en la beta oxidacion [32]. El silenciamiento de
este miRNA tenia como consecuencia una importante reduccion de la colesterolemia,
asociada a una reduccion en higado de murinos de la expresion de genes que intervienen en la
sintesis del colesterol. Cuando el raton era alimentado con una dieta alta en grasa, miR122
conducia a una disminucion de la sintesis endogena de colesterol [17]. Esto se explica porque,
en ratones, el silenciamiento de miR122 resulta en una reduccion hepatica en la expresion de
genes que participan en la sintesis del colesterol: 3-hidroxi-metilglutaril-CoA sintetasa 1
(HMGCST1), 7- dehidrocolesterol reductasa (Dhcr7) y 3-hidroxi-metilglutaril-CoA reductasa
(HMGCR) [31]. Ademas las observaciones resultaron coherentes con la represion por parte de

este miR de la enzima FASN (enzima sintasa de acidos grasos).

Sin embargo, los resultados en humanos en un principio son inversos. El silenciamiento
de miR122 en en células HepG2, conduce a un incremento inicial de HMGCR y SREBP-2 (su
mecanismo serd descrito mas adelante), que son claves en la sintesis del colesterol. La sintesis
de colesterol endogeno en humanos se ve aumentada en el primer momento en que miR122 se
ve inhibido [17]. El silenciamiento de miR122 conduce también a un aumento de AMPK,
importante también en el metabolismo de lipidos (via descrita también mas adelante). Sin

embargo, aun se desconocen los mecanismos por los que esto ocurre [34].

Segun Gatfield et al., la supresion de miR-122 en el higado mostr6 una marcada
disminucién en los niveles totales de triglicéridos en suero[27]. Esto se debe a que miR122
activa a MTTP (proteina microsomal de transferencia de triglicéridos) aumentandose la

concentracion de VLDL en sangre [34].

Todo esto nos muestra que la regulacion de miR122 es distinta en humanos y en
ratones, lo que dificulta notoriamente la investigacion, ademas de confundir a lectores que

consulten inicamente estudios realizados a murinos y extrapolen a humanos.

En pacientes con EHGNA, se ha visto que miR122 en hepatocitos se expresa
mayoritariamente en una region vecina a la pared celular, sugiriéndose que miR122 esta listo
para ser exportado al torrente sanguineo. Este descubrimiento relaciona los bajos niveles de
miR122 en hepatocitos de pacientes con EHGNA con los altos niveles de miR122 circulantes
de los mismos, mas que con una regulacion negativa de la expresion del miRNA Es decir:

EHGNA esté asociado con niveles superiores de miR122 en suero que un paciente sano, pero

-11 -
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niveles inferiores de miR122 en tejido hepatico que un individuo sano. Este aumento de

miR122 en suero activa las células estrelladas hepaticas y los procesos fibrogénicos.

Como primera diana describiremos dos isoformas de los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPARs). Pertenecen a la familia de receptores activados por el
peroxisoma, que son receptores nucleares que interaccionan con fragmentos de ADN,
regulando la expresion de genes que influyen en el control de la homeostasis lipidica o la
inflamacion.[24]. PPARa y PPARJ se encuentran en higado y ambos presentan una funcion

catabolica [27].

PPARa es la isoforma predominante en higado[27]. Es el principal regulador de la
oxidacion de acidos grasos, por inducir la expresion de genes que intervienen en ella. En un
estudio en ratones en que el se silenci6 PPARa, en condiciones de ayuno o alimentados con
una dieta alta en grasas, se desarroll6 EHGNA. Inversamente, en los ratones a los que se
estimuld PPAR gracias al uso de un agonista, mejor6 la esteatosis hepatica del raton por
inducir la oxidacioén de acidos grasos hepaticos, inhibir la lipogénesis hepatica y mejorar la
inflamacion del higado [26]. En EHGNA, los niveles de miR122 en suero se ven aumentados.
Estos niveles inhibirian PPARa, lo que favorece aun mas la progresion de EHGNA a

esteatohepatitis.

Por otro lado, estudios de Western Blot con extractos de higado sugieren que el
silenciamiento de miR122 aumentaba en dos o tres veces la expresion de PPARP [27]. Es
decir: existe una regulacion positiva de PPARP por inactivacion de miR122. En EHGNA, se
produce la acumulacion de colesterol libre en células estrelladas hepaticas, lo que aumenta la
expresion de miR122, suprimiéndose la sefializacion de PPARs. Esto activa factores

proinflamatorios que finalmente desencadenan una fibrosis hepatica.

Ademas de regular la expresion de los receptores PPAR, miR122 también regula la
expresion de dos factores que actuan en conjunto y que estdn ademads relacionados con la
expresion de PPARa. Estos son Smarcdl y Baf60a [27]. Forman parte de un complejo de
remodelacion de la cromatina [27]. La sobreexpresion de estos factores de transcripcion en el
hepatocito induce la activacion de proteinas implicadas en la oxidacion de &cidos grasos, es
decir: presentan el mismo efecto que un agonista de PPARa [27]. Ademas, tanto Smarcdl
como Baf60a no solo interactian con PPARa, sino que esta interaccion es necesaria para

llevar a cabo su funcion. Estos genes se regulan negativamente mediante un mecanismo

-12 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

directo via miR122. Cuando miR122 estd silenciado, aumenta la expresion de Smarcdl y

Baf60a [27].

miRNA 34a.

Mir-34a tiene un papel fundamental en el mantenimiento celular: regula la activacion de
la senescencia, la detencion del ciclo celular y la apoptosis. Por ello, parece ser un factor
central en el desarrollo de NASH, dada la necrosis hepatica que se produce en esta

enfermedad.

Uno de los principales genes diana de miR34a es la Sirtuina 1 (SIRT1). miR34a se une
al ARNm de esta proteina, reprimiendo su traduccion, aunque no influye en su degradacion.
SIRT 1 es una desacetilasa dependiente de NAD. Entre sus dianas se encuentra p53: al
desacetilar a p53, se modula la apoptosis en circunstancias de estrés oxidativo [12]. p53 es un
factor que, en su forma activa, favorece el control del ciclo de division celular y la apoptosis.
La forma activa es la forma acetilada en residuos de lisina concretos. Cuando SIRTI
desacetila a p53, ésta pierde sus funciones, favoreciéndose la division descontrolada y la
resistencia frente a sefiales pro-apoptéticas [23]. Esto conduce a un aumento de la
inflamacioén. miR34a inhibe la traduccion de SIRT1, y es clave por tanto en la regulacion de
la inflamacion que promueve el establecimiento de EHGNA [17]. Por este motivo, tanto la
inhibicion de miR34, como de p53 o la induccion de SIRTI estan siendo puntos de

investigacion como posibles dianas terapéuticas [17].

Ademas, SIRT-1 ejerce una regulacion indirecta sobre la proteina quinasa estimulada
por el AMP (AMPK). Al aumentar SIRT1, aumentan los niveles de la cinasa LKBI1, que
fosforila a AMPK en funcion del cociente AMP/ATP con el fin de que regule el metabolismo
sea mediante las vias anabdlicas o catabdlicas. AMPK activa (la forma fosforilada por LKB1)
fosforila a su vez otras proteinas de sistemas de sefializacion intracelular de vias catabolicas
que producen ATP y en la inhibicion de vias anabodlicas que consumen ATP. Por ejemplo,
AMPK fosforila a 3-hidroxi-3-metilglutarilCoa reductasa (HMGCR). Esta ultima es la enzima
que cataliza la reaccion por la que HMGCoA pasa a 4acido mevaldnico: reaccion

imprescindible en la sintesis del colesterol.

Al sobreexpresarse miR34a, se suprime SIRTI, con lo que no se expresa LKB1 y

AMPK queda sin fosforilar. AMPK no puede fosforilar a HMGCR, quedando ésta en su
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forma activa, no fosforilada, y aumenta la sintesis del colesterol endégeno en dos veces [20]

que se acumula en el citoplasma del hepatocito favoreciendo la aparicion de esteatosis [20].

Por otro lado, miR34a regula inhibe RXRa, una isoforma RXR (receptor nuclear
especifico) altamente expresada en el higado [28]. Este receptor regula la homeostasis
lipidica. En estudios en ratones, se determind que las concentraciones de triglicéridos en suero
de ratones que tenian silenciado RXRa fueron notoriamente superiores [28]. La
sobreexpresion de RXRa inhibe la sintesis de colageno, reduciendo la progresion de la
fibrosis hepatica. La disminucion de RXRa aumenta la susceptibilidad a esteatosis hepéatica

asi como a esteatohepatitis [28].

Ademas, miR34a inhibe FGFR1 (Receptor del factor de crecimiento de fibroblasto),
receptor clave en la regulacion del metabolismo hidrocarbonado. Esto hace que los niveles de
factor de crecimiento del fibroblasto (FGF) libres se vean aumentados, por no tener receptor
al que unirse. FGF es un factor que induce el ciclo celular, facilitado la proliferacion de
células precursoras, como los colagenoblastos -un tipo de fibroblastos-. Al proliferar los
colagenoblastos, aumenta la fibrosis. De hecho, los niveles plasmaticos de FGF se

correlacionan con el estadio de fibrosis hepatica [29].

miRNA 33.

Otro miRNA que participa en la regulacion de los acidos biliares, la betaoxidacion de
los 4cidos grasos y el metabolismo del colesterol, es miR33. Se ha descrito que miR33 inhibe
genes implicados tanto en el metabolismo de los acidos grasos como en la sefializacion de la

insulina en los hepatocitos: de ahi su papel fundamental en la patogénesis de EHGNA.

miR33 tiene dos isoformas: miR33a y miR33b, cada una proveniente de una isoforma
de su gen anfitrion que serd descrito mas adelante como una de las dianas del mismo miRNA.
De estas dos isoformas, la que esta relacionada con la EHGNA es miR33a, dado que sélo la

expresion de este ultimo aumenta de manera progresiva con el desarrollo de EHGNA [17].

Las dianas identificadas para miR33 incluyen los transportadores dependientes de ATP
(ABCA1 y ABCGI1) la protein-quinasa o activada por AMP (AMPKa), una ATPasa
transportadora de amonifosfolipidos tipo 8B (ATP8B1), el gen HADHB que codifica para una
proteina mitocondrial trifuncional que actia como una enoil-CoA-hidratasa, una 3-
hidroxiacil-CoA-deshidrogenasa y una 3-cetotiolasa de acidos grasos de cadena larga, la

carnitina-palmitoil transferasa 1A (CPT1A), la sirtuina 6 (SIRT6), el glipican 6 (GPC6), la
-14 -
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fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 1 (PCK1) y su propio gen hospedador -del que proviene
miR33- la proteina de unién al elemento regulador del esterol, SREBP. El papel de SREBP

serd descrito y discutido méas adelante.

En estudios hechos en ratones, se mostrd que el silenciamiento de miR33 aument6 los
niveles plasmaticos de HDL [19]. Al inhibirse miR33, se expresan ademas en mayor medida
ABCA1 y ABCGI1-genes codificantes de un transportador dependiente de la unién de ATP-,
aumentandose el flujo de salida (eflujo) de colesterol tanto a ApoAl como a HDL. Los
niveles de expresion de miR33a -regulador post-transcripcional de ABCAIl- se
correlacionaron positivamente con la severidad de EHGNA [17]. Por lo tanto, la
sobreexpresion de miR33 en hepatocitos que ocurre en EHGNA genera una disminucion en la

expresion de ABCA1 vy, con ella, del eflujo de colesterol.

Ademéds, estudios adicionales, también en ratones, afirman que la acumulacion de
colesterol libre en las células estrelladas hepaticas promueve la progresion de EHGNA a
fibrosis hepatica, se intuye que mediante el aumento de miR33a, llevando a la supresion de
ABCALl y del eflujo de colesterol [17]. Es decir, que miR33a podria contribuir en el
desarrollo de EHGNA por la acumulacion del colesterol hepatico que se produce al dificultar
el eflujo de éste mediante los transportadores ABCA1. Esto nos lleva a pensar que quiza una

modulacion controlada de miR33 podria ser una potencial alternativa terapéutica.

Aunque los mecanismos de regulacion de AMPKa -descrita anteriormente por su
relacion con SIRTI1, diana de miR34a- atin no se conocen completamente [20], la activacion
de esta proteina quinasa reduce tanto la resistencia a la insulina como la esteatosis hepatica,
gracias a que estimula la oxidacion y la cetogénesis de los acidos grasos hepaticos [23]. Esto
nos lleva a pensar que miR33a ejerce una regulacion por disminucion: al aumentarse la

expresion de miR33a, se suprime la de AMPKa.

ATP8BI es un transportador canalicular especifico del hepatocito necesario para la
secrecion biliar: proceso fundamental para la homeostasis de esteroles. La modificacion de los
niveles de miR33 genera, a través de la regulacion de ATP8B1, cambios en la secrecion biliar,
lo que conduce a una aumento de esteroles en la bilis llevando a un transporte inverso del
colesterol: el colesterol regresa a los hepatocitos, favorecieno la aparicion de esteatosis, e

influyendo por tanto en el establecimiento de EHGNA [21].

Por otro lado, HADHB es la subunidad B de la proteina trifuncional mitocondrial. Esta

cataliza los tres ultimos pasos de la B-oxidacion mitocondrial de los acidos grasos de cadena
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larga [23]. Existen hallazgos que indican que miR33 es capaz de inhibir la expresion de
HADHB, lo que lleva a una deficiencia en la oxidacién de acidos grasos en cé€lulas hepaticas,
llevando a la acumulacién de estas grasas en el citoplasma, estableciéndose el primer estadio

de la esteatosis [22].

CPTla es una enzima mitocondrial cuya funcidon consiste en el transporte de acidos
grasos de cadena larga a través de la membrana uniéndolos a la carnitina. Es la enzima
limitante que determina la velocidad de la oxidacion de los acidos grasos [23]. miR33 inhibe
la expresion de CPT1a: por lo tanto en pacientes de EHGNA, en que miR33 estd aumentada,
los 4cidos grasos no son transportados a través de la membrana celular, por lo que se

acumulan en citoplasma, generando esteatosis [23].

Otro gen diana de miR33 es la histona desacetilasa SIRT6. En un estudio hecho en
ratones se informa de que la deficiencia de SIRT6 provoca importantes hipoglucemias, por lo
que parece tener un papel importante en el metabolismo de la glucosa. Ademas, en ese mismo
estudio se vio que la disrupcion de este gen mediada por miR33 tiene como consecuencia la

formacion de higado graso por favorecer la glucolisis y la sintesis de triglicéridos [23].

La regulacion del proteoglicano GPC6 y la de PCK1 por parte de miR33 tiene efectos
en el metabolismo de la glucosa: concretamente, en la gluconeogénesis hepdatica. La
sobreexpresion de miR33 en hepatocitos inhibe la expresion de estas dos hormonas,
reduciéndose considerablemente la produccién de glucosa. Aunque no jueguen un papel
directo en el metabolismo de lipidos y por tanto en la patogénesis de EHGNA, los nombramos
porque si lo hacen indirectamente mediante el desajuste de la homeostasis de lipidos y

glucosa.

Por ultimo, siguiendo el esquema de la Figura 4, miR33 regula el gen SREBP. Este es
su gen anfitrion: miR33 proviene de €él. Este gen tiene dos isoformas, SREBP1 y SREBP2, y
de cada una de éstas surge una de las isoformas de miR33, a y b respectivamente. Ambas son
factores de transcripcion, proteinas de union al elemento regulador del esterol. Se distinguen
principalmente en que SREBP1 acttia en la biosintesis de acidos grasos en casos de resistencia
a la insulina (condicién, al menos incipiente, comun en individuos con EHGNA) mientras que

SREBP2 participa en la biosintesis del colesterol.

Al venir del mismo gen, SREBP y miR33 se coexpresan y funcionan por tanto de

manera concomitante [23].
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El papel en el organismo de SREBP consiste en controlar los niveles de colesterol
celular, tanto en el interior de la célula como en la membrana [23]. Un aumento de la

actividad de SREBP lleva a una mayor acumulacion de lipidos en la célula. [23].

Como hemos citado anteriormente, miR33 regula diversos genes clave en el transporte
del colesterol, como son los transportadores ABCA1. Al regular estos genes, se interpreta que

miR33 protege a la célula frente a la pérdida excesiva de esteroles celulares [23].

SREBP es sintetizado como una forma precursora anclada al reticulo endoplasmico y a
la membrana nuclear que requiere de un proceso proteolitico para ser activa. Esa forma activa,

o forma madura, migra al nticleo celular para regular la transcripcipon.

El proceso proteolitico, y por tanto la liberacion de SREBP activo, se ve regulado por
los niveles de colesterol. El factor SCAP (SREBP cleavage activating protein) anclado
también al reticulo endopldsmico tiene un dominio que se asemeja a la HMGR, sujeto a la
degradacion estimulada por el esterol. Asi, SCAP actuard como un sensor que detecta la
presencia de esterol. A menores niveles de colesterol, SCAP sufre un cambio de
conformacion por el que se liberan dos proteinas Insig. forméndose el complejo SREBP-
SCAP. Este complejo migra del reticulo endoplasmico al aparato de Golgi, donde actéian unas
proteasas llamadas RIP (de su nombre en inglés, regulated intramembrane proteolisis) [24].
Una vez las proteasas liberan el extremo N-terminal de SREBP, SREBP ya activo migra al
nucleo celular donde ejerce su funcion: se une a su promotor activando la transcripcion de sus
genes blanco: genes entre los que se encuentra el mismo SREBP. Sin embargo, cuando el
contenido de esteroles intracelular es suficiente, SCAP se uniré al colesterol, que promueve su
interaccion con Insig., manteniendo el SREBP y el SCAP separados en el reticulo

endoplasmico [24].

Existen numerosos factores que regulan los niveles de SREBP, desde factores nutritivos
y hormonales, hasta el estado nutritivo del individuo -insulinemia- y otros factores de
transcripcion. De éstos, el nivel de insulina en sangre puede aumentar hasta en 40 veces en
ARNm de SREBP [24]. En muchos casos, EHGNA esta asociado a un estado de
insulinorresistencia, en que los niveles de insulina en sangre, aunque inefectivos, son
elevados. Por este motivo la regulacion de SREBP por la insulina cobra una importancia
especial en esta revision. A través de la via Akt/PKB, la insulina decrece la afinidad de SCAP
por las proteinas Insig., lo que favorece la formacion del complejo SCAP-SREBP que sera

procesado activando a SREBP, aumentando a la vez su sobreexpresion, y con ella la de
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miR33, que regulard todos los genes nombrados anteriormente. Esto tendrd efectos en el
eflujo del colesterol, disminuyéndolo, en la inhibicion de la oxidacion de los acidos grasos y
en la induccion de la sintesis de acidos grasos y colesterol, favoreciendo ademas su
permanencia en la célula y acumulacion impulsando el desarrollo de EHGNA a

esteatohepatitis.

Esta en investigacion el potencial uso de inhibidores de SREBP para disminuir la

expresion de miR33, lo que ralentizaria la progresion de EHGNA.

CONCLUSIONES.

Tras buscar como influyen distintos miRNAS en la enfermedad de higado graso no
alcoholica, se ha podido comprobar que la desregulacion en la expresion de un gran nimero
de ellos puede contribuir al mal funcionamiento del organismo. Son muchos los que
participan en la patogénesis de esta enfermedad. En esta revision bibliogréfica se ha visto que
miR122 influye de manera directa en esta patogénesis, regulando PPARa, PPARP y otros
genes del metabolismo lipidico que favorecen la acumulacion de grasas en los hepatocitos
contribuyendo al establecimiento de EHGNA. También se ha resaltado la importancia de
miR34a por regular factores de transcripcion como SIRT1 que modula la apoptosis de las
células hepaticas, y factores transcripcionales como RXR o FGFR, que promueven la fibrosis.
Por ultimo se han descrito numerosos genes diana de miR33, a resaltar SREBP2 y
transportadores como ABCA1 y ABCGI, que intervienen en la homeostasis del colesterol
-que se desregula en pacientes con EHGNA- y, una vez mas, en el metabolismo lipidico,

promoviéndose la infiltracién y acumulacion de lipidos en hepatocitos.

Todos estos aspectos nos llevan a discutir sobre posibles dianas terapéuticas que estan
ahora en estudio, como inhibidores de los miRNA estudiados (por ejemplo de miR122) o de
los genes diana o anfitriones de los mismos (de especial importancia, SREBP2) que podrian

ser de gran utilidad en la prevencion, el diagnostico y/o el tratamiento de EHGNA.
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